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RESUMO

Nos véarios métodos de andlises quimicas convencionais a etapa de preparacdo da
amostra e extracdo de analitos é uma das que requer bastante cuidado e envolve
frequentemente varias etapas utilizando expressiva quantidade de solventes organicos. Além
de serem relativamente demoradas, envolvem um custo operacional consideravel gerando um
volume expressivo de residuos a serem tratados. O desenvolvimento de novos métodos de
extragdo que utilizem pouco (ou nenhum) solvente € uma das necessidades mais
imprescindiveis dos laboratérios de andlise tanto pela diminuicdo da quantidade de residuos,
guanto pela reducédo do tempo empregado e também na minimiza¢éo de custos.

A recente patente n® BR1020180731670 obtida pelo INTECHLAB (Laboratério de
Tecnologias Integradas do CEFET-MG) apresentou o desenvolvimento de uma tecnologia
inovadora com esta finalidade. O protétipo denominado IT-FEX (IntraTube Flux Extraction
Device) utiliza um tubo de vidro (liner) revestido internamente com fase polimérica para realizar
a captura de analitos presentes em amostras liquidas. O éxito dessa inovacgao tecnolégica
fomentou, nesse trabalho, o desenvolvimento de um novo protétipo, denominado de HS-IT-
FEX. O novo dispositivo, que também utiliza um tubo de vidro revestido internamente com
polimero PDMS (polidimetilsiloxano) foi desenvolvido para operar no modo headspace o que
possibilita a captura de analitos volateis. Apdés o trapeamento dos analitos estes sao
dessorvidos termicamente e analisados por meio de cromatografia gasosa acoplada com
espectrometro de massas como detector.

Os ensaios de laboratério com o novo prototipo HS-IT-FEX foram realizados com
solucdes de HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos), poluentes organicos persistentes
gue requerem atencdo quanto ao monitoramento ambiental. Os resultados preliminares desse
trabalho demonstram a possibilidade de realizar o trapeamento dos HPAs (como naftaleno,
acenaftileno, acenafteno e fluoreno) a partir do headspace gerado a partir de solu¢cdes aquosas
sem utilizacdo de solventes organicos e a baixos custos. Devido a falta de reprodutibilidade dos
dados cromatograficos em alguns ensaios foi constatada a necessidade de aperfeicoamento do

prototipo, sobretudo no sistema de vedacao.

Palavras-chave: Amostragem, Protétipo, GC-MS, Quantificacdo, HPAs, Headspace



ABSTRACT

In the various methods of analysis defined, a stage of sample preparation and extraction
analytes is one that requires a lot of care and involves several steps using an expressive
amount of organic solvents. In addition to being relatively time-consuming, they involve a
considerable operational cost and generate a volume of waste to be treated. The development
of new extraction methods that use little or no solvent is one of the most essential needs of
laboratories analysis, botht for reduction of amount of waste, as well as for the reduction of the
reduced time and also in the minimization of costs.

The recent patent number BR1020180731670, obtained by INTECHLAB (Laboratory of
Integrated Technologies of CEFET-MG) presented the development of an innovative technology
for this purpose. The prototype called IT-FEX (IntraTube Flux Extraction Device), uses an
internally polymeric phase coated glass tube (liner) to capture analystes present in liquid
samples allowing the creation of a new prototype called HS-IT-FEX. This new prototype, which
also uses an internally coated glass tube with PDMS polymer (polydimethylsiloxane), was
developed to operate in headspace mode which allows the capture of volatile analytes. After
trapping the analytes, these are thermally desorbed and analyzed by gas chromatography
coupled with mass spectrometer as a detector.

Laboratory tests with the new prototype HS-IT-FEX were carried out with solutions of
PAHs (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons), Persistent Organic Pollutants) that require attention
regarding environmental monitoring. The preliminary results of this work demonstrate the
possibility of trapping PAHs (such as naphthalene, acenaphtene, acenaphthylene and fluorene)
from headspace generated from agueous solutions without using organic and at low costs. Due
to the lack of reproducibility of the chromatographic data in some tests, the need to improve the

prototype was found, especially in the sealing system.

Keywords: Sampling, Prototype, GC-MS, Quantification, HPAs, Headspace
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1. INTRODUCAO
A analise quimica (em suas modalidades qualitativa e quantitativa) representa uma

importante ferramenta em diversas areas como pesquisa, desenvolvimento de novos produtos,
controle de qualidade, gestdo ambiental, dentre outros. A utilizagdo da quimica analitica como
importante ferramenta no controle de qualidade dos varios segmentos industriais tem um
elevado impacto econémico no produto interno bruto de um pais, sobretudo levando-se em
consideracdo os mercados de importagdo e exportacdo, cada vez mais exigentes e rigorosos.
[1] Conclui-se que a pesquisa de novas metodologias de ensaios, que sejam seguras, rapidas
e, sobretudo que causem o minimo de impacto ao meio ambiente € extremamente necessaria.
2]

Conciliar a eficiéncia de uma metodologia analitica com os preceitos da chamada
“‘quimica verde” certamente € o novo desafio dos pesquisadores da area da quimica analitica.
Desde 1999, quando a expressao “Quimica Verde” foi criada diversas técnicas e metodologias
vem sendo desenvolvidas com a finalidade de reduzir ao maximo o uso de insumos quimicos
prejudiciais & saude humana ou ao meio ambiente, como os solventes organicos usados na
fase de extracdo, diminuindo a quantidade de residuos gerados nestes processos. Os mesmos
principios foram aplicados a quimica analitica e o desenvolvimento de procedimentos
inovadores, que conciliam a eficacia dos métodos analiticos com a necessidade de preservar o
meio ambiente, apresentam-se como uma tendéncia. [3]

Como uma alternativa aos métodos tradicionais de extracdo a técnica de microextracao
em fase sélida (SPME do inglés Solid Phase Micro Extraction) ja havia sido proposta no inicio
dos anos 1990 pelo Dr. Janus Pawliszyn como um método sem solventes, econdmico, simples
e rapido. SPME consiste em fazer a extracédo utilizando uma fase extratora (contendo um filme
de determinado polimero) afixada sobre um suporte solido, que € exposta para a amostra para
a extracdo de compostos, sendo seguida de acoplamento a instrumentos analiticos
apropriados para dessorcdo e determinacdo que incluem cromatografia gasosa ou liquida,
acoplada a um espectrémetro de massas como um detector. [4]

Foram desenvolvidas basicamente duas formas principais de se efetuar a amostragem
por SPME: por imersdo e por headspace, conforme se pode observar na figura 1. Na
amostragem por imersao, a fibra é imersa na fase aquosa e é a abordagem mais frequente,
guando se menciona a técnica de SPME. Na amostragem por headspace a fibra é exposta
acima do liguido da amostra, e mais adequada para compostos volateis e amostras sujas. Para
analises de HPAs os dois processos foram investigados sendo observado que o método de
SPME por imerséo resultou na deteccédo de todos os HPAs enquanto o método de headspace
extraia eficientemente apenas os HPAs de baixo peso molecular, mesmo quando aplicadas

temperaturas da ordem de 80°C. [5]
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Figura 1 — Representacdo dos modos de extracdo por SPME: (a) injecao direta, (b) headspace [4]

Uma variante da técnica de SPME denominada de IT-SPME (In-Tube Solid Phase Micro
Extraction) vem fazendo parte do desenvolvimento da extracdo verde, combinando
miniaturizacdo, automacéao e reducdo do consumo de solvente. [6]

Uma maneira de desenvolver novas tecnologias a serem utilizadas em etapas
essenciais no processo analitico quimico, como a amostragem, é através da utilizacdo de
prototipos. A criacdo de objetos tridimensionais a partir de modelos digitais pode ser realizada
com relativa rapidez e baixo custo por meio do uso de impressoras em 3 D. A prototipagem é
uma importante ferramenta de inovacdo e desenvolvimento tecnoldgico, pois permite
modificacdes no design do produto desejado até que suas caracteristicas estejam proximas do
ideal e, a partir dai, possa se engendrar as demais fases do projeto, como a patente e a
producéo industrial futuramente. [7]

O laboratorio de tecnologias integradas (INTECHLAB) do CEFET-MG vem
desenvolvendo importantes contribuicdes para facilitar o trapeamento de analitos combinando
a tecnologia de microextracdo em fase solida com o0 uso conjugado de protétipos que
favorecem o contato da amostra nesta etapa essencial do processo de analise quimica.

O trabalho pioneiro de REIS [8] propbds o desenvolvimento de um protétipo tubular de
vidro (liner) revestido com polimero liquido de polidimetilsiloxano para amostragem estética de
compostos organicos em solucbes aquosas e posterior analise cromatografica. Os resultados
promissores obtidos com solugcdes de fenol ensejaram a equipe do INTECHLAB a continuarem
novos trabalhos. SILVEIRA [9] aperfeicoou o dispositivo denominado IT-FEX (In-Tube Flux
Device Extraction) e demonstrou a viabilidade da utilizagdo do liner de vidro com revestimento
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de polimetiimetacrilato para promover a extragdo de 1-dodecanol em solugbes aquosas.
Continuando as pesquisas com 0 novo protoétipo desenvolvido, CALDEIRA [10] demonstrou a
viabilidade do uso do dispositivo para analise de compostos BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos) em amostras de agua, utilizando o polidimetilsiloxano como revestimento
do liner de vidro. O sucesso da aplicacdo desse prototipo ensejou uma nova perspectiva de
pesquisa que seria 0 estudo da viabilidade do uso de um novo modelo de protétipo para operar
em modo headspace para o trapeamento de compostos volateis a serem analisados por
cromatografia gasosa.

A presente dissertacdo de mestrado discorre sobre uma tecnologia em desenvolvimento
no INTECHLAB, como alternativa para extracdo de HPAs em solucdo aquosa combinando as
tecnologias de SPME e a amostragem por headspace. Consiste em um protétipo de
amostrador, em que a amostra aquosa € adicionada em um recipiente metalico que por
aquecimento controlado gera uma corrente de conveccgdo do vapor da amostra sendo o mesmo
conduzido a passar por um liner de vidro, que possui internamente um revestimento do
polimero PDMS (polidimetilsiloxano). As moléculas dos analitos de interesse s&o entdo
trapeadas no interior do liner e conduzidas para a analise por meio da cromatografia gasosa. A
tecnologia em desenvolvimento apresenta vantagens significativas como baixo custo, robustez
durante o uso e facil manuseio, indicando uma possivel alternativa para a extracao de volateis
de acordo com os preceitos da quimica verde sem contudo perder a qualidade analitica. Para
0s ensaios laboratoriais foram utilizados os HPAs considerados prioritarios pela USEPA (United
States Environmental Protection Agency- Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos)
para 0 monitoramento ambiental. As propriedades carcinogénicas e mutagénicas dessas
substancias justificam a sua inclusdo na maioria dos programas de monitoramento ambiental e

saude humana em diferentes paises do mundo. [11]



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolvimento de metodologia analitica para amostragem de HPAs em agua no modo

Headspace.

2.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos do trabalho séo:
1) Desenvolver novo modo de amostragem por meio do protétipo HS-IT-FEX
2) Determinar as condicdes de operacao do prototipo

3) Testar 0 novo protétipo para extracao de HPAs em agua



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos — caracteristicas

Os HPAs sao hidrocarbonetos arométicos contendo dois ou mais anéis de benzeno
unidos em véarias configuracdes estruturais. [12] Os HPAs podem ser classificados em duas
categorias: alternantes e ndo alternantes. Os HPAs alternantes contém apenas anéis de seis
membros, enquanto os HPAs nao alternantes possuem anéis de seis membros e impares
(como por exemplo, anéis de cinco ou sete membros). Se os anéis benzendides séo fundidos
de forma linear, o HPA é denominado aceno (por exemplo: antraceno, nafaceno, tetraceno,
pentaceno, etc), Quando os aneéis benzenodides sdo fundidos em conjunto em um arranjo
angular, seu nome termina com “feno” (por exemplo, pentafeno). [13]

Alguns exemplos representativos das duas categorias sdo mostrados na figura 2.

HPAs alternantes HPAs nao alternantes
Antraceno Pentafeno Acenaftileno Azuleno

Figura 2 Classificacdo de HPAs (alternantes e ndo alternantes)

Devidos aos varios sistemas de anéis aromaticos “impares”, os HPAs tém uma grande
diversidade de caracteristicas fisicas, quimicas e toxicoldgicas. [14]

As propriedades fisicas e quimicas dos HPAs sao determinadas, de maneira geral, pelo
sistema de duplas conjugadas presentes nas estruturas desta classe de compostos. A
temperatura ambiente todos os HPAs sdo soélidos e apresentam, normalmente, baixa presséo
de vapor e solubilidade em agua. Alguns HPAs sédo semi-volateis, porém, muitos deles podem
ser transportados até longas distancias e serem adsorvidos em material particulado (como a
fuligem, por exemplo, proveniente da combustdo incompleta de combustiveis fésseis). HPAs
com dois ou trés anéis aromaticos estdo quase totalmente na fase de vapor; aqueles com
guatro anéis encontram-se numa posicao intermediaria. Os HPAs com cinco ou mais anéis
aromaticos sdo encontrados predominantemente em particulados (cinzas ou fuligens cujas
particulas sdo menores que 2,5 um). [15]

A solubilidade dos HPAs em &gua é geralmente baixa devido a baixa polaridade das

suas moléculas. Porém, seus derivados oxidados tais como acidos, cetonas, fendis e outros



sdo mais polares, e consequentemente se tornam mais sollveis em agua. E por esse motivo
gue essa classe de compostos se torna fonte de contaminagédo para 4gua e o meio ambiente
em geral. [16]

Atualmente 16 HPAs (acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(ghi)perileno, benzo(k)fluoranteno, criseno,
dibenzo(a,h)antraceno, fluoranteno, fluoreno, indeno [1,2,3-c,d] pireno, fenantreno, pireno e
naftaleno) estdo na lista de poluentes prioritarios por este 6rgao. Sao consideradas substancias
toxicas persistentes prioritarias na Ameérica do Sul, como descrito no documento Regionally
Based Assessment of Persistent Toxic Substances — Eastern na Western South America
Regional Report, se enquadrando nas substancias consideradas subprodutos n&o intencionais.
Por sua potente acdo carcinogénica o benzo(a)pireno é frequentemente utilizado como
indicador de contaminacdo por HPAs totais, em residuos industriais e em compartimentos
ambientais. [17]

As estruturas quimicas dos 16 HPAs prioritarios se encontram representadas na figura 3.

00D 0000 Aee

Naftaleno Fluoreno Acenafteno Acenaftaleno Antraceno

Fenantreno Fluoranteno Pireno Benzo(a)antraceno
Criseno Benzo(b)fluoranteno Benzo(a)pireno Dibenzo(a,h)antraceno
Benzo(k)fluoranteno Benzo(ghi)perileno Indeno(1,2,3-cd)pireno

Figura 3 Estruturas quimicas dos 16 HPAs prioritarios 6



Os HPAs podem estar presentes no ar atmosférico (devido a queima incompleta de
combustiveis), no solo, nos alimentos e também nas aguas, conforme se pode observar na
figura 4, pois embora sejam compostos que apresentam caracteristicas hidrofébicas podem ser
dissolvidos em pequenas quantidades. [18]

<Fontes de HPAS>

Naturais Antropogénicas

e Erupcoes vulcanicas e Fontes domésticas (queima de
¢ Incéndios florestais carvao, petréleo, gas, lixo, madeira,
e Matéria organica em decomposicéo cigarro)

e Petréleo natural ¢ Fontes industriais (lodo de esgoto e
e Sintese de plantas residuos organicos)

e Minerais raros e Fontes agricolas (formulagdo de

pesticidas, queima de residuos)

Figura 4 — Fontes de HPAs [18]

Os HPAs séo basicamente classificados em dois grupos: HPAs de baixo peso molecular
(LPAHs — Low molecular weight Polyciclic Aromatic Hydrocarbons) e HPAs de alto peso
molecular (HPAHs - High molecular weight Polyciclic Aromatic Hydrocarbons). LPAHs (por
exemplo, naftaleno, acenafteno, acenaftileno, fluoreno, antraceno, fenantreno) tendem a ter
uma estrutura central de dois a trés anéis benzendides (anéis aromaticos de carbono de seis
membros), enquanto os HPAHs possuem estruturas moleculares de quatro ou mais aneéis
benzendides (por exemplo, fluoranteno, pireno, benzo(a)pireno e benzofluorantenos). As
estruturas quimicas desses HPAs se encontram representadas na figura 5. A hidrofobicidade,
tendéncia de bioacumulacao, resisténcia a biodegradacéo, a persisténcia ambiental geral dos
compostos geralmente aumenta com o aumento do peso molecular. Os HPAs alquilados que
sdo formados através de processos diagenéticos (processos geoldgicos que ocorrem em
depdsitos sedimentares devido a mudancas nas condi¢fes fisico quimicas) sdo mais toxicos
gue os compostos originais. Eles geralmente coexistem com seus compostos parentais nas

matrizes ambientais. [19].



LPAHs HPAHSs

naftaleno ‘ i “ .
acenafteno
fluoranteno pireno
acenaftileno : : C‘ : /

fluoreno :
(;“ benzo(a)pireno Q

antraceno

fenantreno
benzo(b)fluoranteno

Figura 5 — Estruturas quimicas de alguns HPAs

Os riscos oferecidos pelos hidrocarbonetos aromaticos polinucleares para peixes e
outros organismos aquaticos em sistemas naturais sdo incertos, devido a ocorréncia de
misturas complexas e incompletamente caracterizadas desses produtos quimicos. Isso €
devido, dentre varios fatores, os controles biolégicos e fisicos da exposi¢cdo dos peixes a luz
UV e a bioacumulacdo de HPA. Essas incertezas sdo especialmente grandes para peixes em
estagio inicial de desenvolvimento, que podem ser particularmente suscetiveis a ativacao por
UV devido ao seu pequeno tamanho, falta de pigmentacao protetora e coberturas branquiais e
rapido acamulo de HPA. [20]

Estudos recentes mostraram a ocorréncia de poluentes organicos, como os HPAs, em
varios sistemas aquaticos como afluentes e efluentes de estacbes de tratamento de aguas
residuais, aguas subterraneas, superficiais ou maritimas. Pesquisadores relataram a presenca
desses compostos organicos na América, Africa, Asia, Europa e Oceania. [18]

Diversos estudos mostraram evidéncias da presenca de HPAs, tais como: antraceno,
fluoreno, pireno e naftaleno em aguas superficiais, e isto sugere que as principais fontes de
HPAs sdo os efluentes industriais e domésticos seguido pela decomposicdo atmosférica,
sobretudo em areas urbanas com altos niveis de poluicdo. Em relacdo aos mananciais
subterraneos, as fontes pontuais de contaminacdo podem ocasionar a presenca dessas

substancias. [17]



Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s&o considerados poluentes
organicos prioritarios em estudos ambientais, sendo alguns desses contaminantes descritos
como precursores de agdes mutagénicas e tumorais em sistemas bioldgicos. [21]

Os primeiros casos de cancer em limpadores de chaminé expostos a produtos de
combustéo organica foram documentados em 1775 na cidade de Londres. [21] O mesmo foi
também retratado com trabalhadores alemaes no inicio do século 19, que manipulavam carvao
e piche. [21] Posteriormente, matrizes como carvdo e 0Oleo bruto (e seus derivados) foram
testados em animais de laboratorio e apresentaram efeitos cancerigenos e tumorais. [21]
Apesar da complexidade das misturas testadas em laboratério com a presenca significativa de
diferentes HPAs, os estudos identificaram principalmente o benzo(a)pireno como um dos mais
importantes principios ativos cancerigenos desta classe de compostos. [21] Em 1951, através
do trabalho de Miller, evidenciou-se que o benzo(a)pireno quando era metabolizado produzia
compostos intermediarios carcinogénicos. [21] Outras investigacdes subsequentes indicaram
gue a aplicacdo de benzo(a)pireno e outros HPAs carcinogénicos, também em pele de rato,
resultava na ligacédo covalente dos metabolitos a proteinas, DNA e RNA. Estas transformacdes
sofridas pelos HPAs em diversos tecidos e 6rgdos como pele, figado e pulmdes produzem
intermediarios carcinogénicos por uma cascata de reacdes enzimaticas.

Imediatamente apO0s o0s primeiros hidrocarbonetos carcinogénicos terem sido
identificados, os cientistas ficaram intrigados e tentaram estabelecer alguma relacéo entre a
estrutura quimica e a atividade carcinogénica. [22]

Para hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ndo substituidos, parece que € necessario
um minimo de quatro anéis de benzeno para a atividade carcinogénica. Assim, apenas dois
dos seis arranjos possiveis de quatro anéis de benzeno representam compostos com
atividades carcinogénicas definidas, embora fraca. Estes sdo benzo(c)fenantreno e

benzo(a)antraceno, ambos derivados de fenantreno. [22]

A figura 6 apresenta as estruturas de alguns HPAs ndo substituidos carcinogénicos e

nao carcinogénicos.



Inativo Carcinogénico

oo 0 & o B

Naftaceno Trifenileno Pireno Benzo(a)antraceno Benzo(c)fenantreno
Piceno?® Criseno & Benzo(a)pireno Dibenzo(bdef)criseno
Benzo(e)pirenoa Dibenzo(fgop)naftaceno Benzo(rst)pentafeno Dibenzo(defp)criseno

Antantreno Benzo(c)pentafeno Nafto(1234def)criseno Benzo(b)fluoranteno

R

Fluoranteno Dibenzo(bk)criseno Benzo(j)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno

® Estes compostos mostram atividade de iniciag&o tumoral

Figura 6 Estruturas de HPAs ndo substituidos carcinogénicos e ndo carcinogénicos [22]

Uma vez absorvido pelas células, os HPAs sdo metabolicamente ativados e, desta
maneira, tornam-se reativos a grupos nucleofilicos presentes em macromoléculas celulares. A
formacdo de adutos de DNA é considerada essencial na carcinogenicidade quimica desses
xenobiontes (compostos quimicos estranhos ao organismos). A biotransformacdo dos HPAs
abrange uma série de reacBes de oxidacdo, reducdo, hidrolise e de conjugacdo que sao
realizadas principalmente no figado por enzimas do sistema de monooxigenases de fungéao
mista da super familia dos Citocromos P450. [21] Este tipo de transformacdo tem um suposto
objetivo bioldgico de fazer com que um determinado metabdlito seja mais hidrofilico que o seu

precursor, e com isso facilitar a excrecéo através dos fluidos biologicos. [21]

10



A Tabela 1 apresenta uma classificacdo quanto a carcinogenicidade estabelecida pela

IARC (International

Agency for

Research on Cancer) e da USEPA (United States

Environmental Protection Agency) dos 16 HPAs considerados prioritarios, além do valor da

dose de referéncia e da relagcdo dos efeitos criticos oriundos da ingestdo de cada HPA,

segundo o Integrated Risk Information System (IRIS), da USEPA, um dos mais completos

bancos de dados de informag@es toxicoldgicas. Muitos HPAs ndo possuem valores de dose de

referéncia e de efeitos criticos, devido a auséncia de estudos com animais e dados

epidemioldgicos. [17]

Tabela 1 Classificacdo quanto a carcinogenicidade, dose de referéncia e efeitos criticos aos humanos dos
16 HPAs prioritarios pela USEPA. [17]

Classificagéo | Classificacéo Do§e d_e . o
HPA IARC* EPA*H Referéncia*** Efeitos Criticos***
(mg/kg/dia)
Acenafteno 3 N'a'o 6x10 Hepatotoxicidade
classificado
Acenaftileno S.e.m ~ D N&o avaliado N&o avaliado
classificacéo
Antraceno 3 D 3x10™ Sem efeitos observados
Benzo(a)antraceno 2B B2 N&o avaliado Sem efeitos observados
Benzo(a)pireno 1 B2 N&o avaliado N&o avaliado
Benzo(b)fluoranteno 2B B2 N&o avaliado N&o avaliado
Benzo(ghi)perileno 3 D N&o avaliado N&o avaliado
Benzo(k)fluoranteno 2B B2 N&o avaliado N&o avaliado
Criseno 2B B2 N&o avaliado N&o avaliado
Dibenzo(a,h)antraceno 2A B2 N&o avaliado N&o avaliado
Fenantreno 3 D Né&o avaliado Né&o avaliado )
Fluoranteno 3 D 4x1072 !\lefropatia, au~mento do peso do
figado, alteragcbes hematologicas.
Fluoreno 3 D 4x1072 Diminuig?o .do volume glol_)ular:
hematécrito e hemoglobina
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 2B B2 N&o avaliado N&o avaliado
Efeitos nasais: hiperplasia e
Naftaleno 2B C 2x10° metaplasia no epitélio respiratorio
e olfativo.
Pireno 3 D 3x1072 Efeitos renais;;gg’ltologia tubular

*|ARC, 2010 (International Agency for Research Cancer)
*USEPA — Guideline Cancer Risk, 1986

***JSEPA - Integrated Risk Information System (IRIS), 2014

A descricdo dos codigos de classificacdo apresentados acima encontra- se descrita na

Tabela 2.
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Tabela 2 Cdédigos de classificagao. [23]

Classificacéao [23]

Descricao
IARC USEPA

Grupo 1 Grupo A | Carcinogénico humano

Grupo 2A Grupo B | Provével carcinogénico humano

Grupo B1 | Evidéncias limitadas para seres humanos

Grupo B2 | Evidéncias inadequadas para seres humanos, evidéncias suficientes para animais

Grupo 2B Grupo C | Possivel carcinogénico humano

Grupo 3 Grupo D | Nao-classificavel quanto a carcinogenicidade humana

Grupo 4 Grupo E | Provavelmente ndo carcinogénico para humanos

N&do ha estudos suficientes em humanos que sumarizem os efeitos resultantes da
exposicdo aos HPAs em certos niveis (concentracdes), individualmente e/ou em misturas
complexas, por rota de exposi¢do. Contudo, testes in vitro com cultura de células/tecidos
humanos demonstraram a acéo de benzo(a)pireno em relacao a genotoxicidade, como inducéo
a aberragBes cromossdmicas e troca de cromatide-irma. [17]

A exposicdo dérmica por HPAs pode representar um risco adicional para
desenvolvimento de lesdes. Yan et al. [17], num estudo experimental com Salmonella
typhimurium,  demonstraram o0  potencial mutagénico de  benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, criseno, acenaftieno e fluoreno, ativado pela exposicdo a luz,
evidenciando o potencial risco do contato dérmico com HPAs. Efeitos adversos em humanos
sédo observados em individuos expostos a benzo(a)pireno, via contato dérmico, especialmente
na presenca de lesdes dérmicas pré-existentes como verrugas, ulceras e despigmentacéo. [17]

O processo de oxidacdo enzimatica seguida de hidrolise com a formacdo de diol-
epoxidos é considerado um dos mecanismos de ativacdo mais aceito atualmente na literatura
para bioativacdo dos HPAs carcinogénicos (figura 7). A ativacdo desses compostos é
conduzida pela enzima citocromo P450, especialmente sob duas isoformas principais:
P4501A1 e P4501A2. [84] No caso do benzo(a)pireno, o citocromo P450 é responsavel pelo
seu metabolismo em benzo(a)pireno-7,8-6xido, que por acdo subsequente da epoxido
hidrolase é transformado em benzo(a)pireno-7,8-diol. Estes didis sofrem novamente acdo do
citocromo P450 e transformam-se em benzo(a)pireno -7,8-diol-9,10-epoxido. O benzo(a)pireno-
7,8-diol-9,10-epodxido é apontado como o metabdlito final de efeito carcinogénico e mutagénico,
devido seu alto poder de se ligar covalentemente ao grupo 2-amino da guanina na fita dupla de
DNA. [21]

A figura 7 apresenta o esquema simplificado da ativacdo enzimatica do benzo[a]pireno

em diol epdxidos, na formacdo de adutos de DNA.
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Figura 7 Esquema simplificado da ativacdo enzimatica do benzo(a)pireno em diol epéxidos, na formacao
de adutos de DNA. [21]

Uma vez considerado que um epoxido di-hidrodiol vicinal poderia ser o metabolito do
benzo(a)pireno responsavel pela atividade carcinogénica, os pesquisadores Jerina e Daly. [22]
propuseram que a existéncia de uma “regido de baia” era a caracteristica estrutural da
molécula necessaria para a atividade de carcinogénese e que 0s metabdlitos ativos para
muitos hidrocarbonetos seriam encontrados epoxidos de di-hidrodiol na “regido de baia”, isto é,
epoxidos di-hidrodiol vicinais em que o epdxido € adjacente para uma “regido de baia”,
conforme pode ser observado na figura 34. (O termo “regido de baia” passou a ser usado para
descrever uma area cbncava da periferia dos hidrocarbonetos aromaticos e foi inicialmente
introduzido porque os protons nesta regido, isto €, em 1 e 12 no 7-metilbenz(a)antraceno ou 10
e 11 no benzo(a)pireno exibe propriedades distintas de RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear). [22]

A figura 8 apresenta as “regides de baia” existentes no 7-metilbenzo(a)antraceno e

benzo(a)pireno.
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Regido de baia

Regido de baia

OH

Figura 8 7-metilbenzo(a)antraceno e benzo(a)pireno indicando as regides definidas como “regides de
baia” e as estruturas da regido de baia correspondente a epdxidos de di-hidrodiol.[24]

A figura 9 apresenta a rota do metabolismo do epoxido di-hidrodiol na regido de baia do
benzo(a)pireno.

Regido de baia

7,8 epoxido

Y

\
\
\

OH
7,8-di-hidrodiol 9,10-ep6xido

7,8-di-hidrodiol
Figura9 A rota do metabolismo do epodxido di-hidrodiol na regido de baia do benzo(a)pireno [15]
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A alta atividade carcinogénica do 7,8-di-hidrodiol (bem como a alta atividade de didis
anélogos de outros hidrocarbonetos) indica fortemente que a rota de ativagdo do epdxido de di-
hidrodiol esta envolvida na carcinogénese dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. [22]

Os efeitos sobre a saude provocados pela exposicao (a curto e longo prazo) aos
hidrocarbonetos policiclicos arométicos se encontram representados sob a forma de um

fluxograma, ilustrado na figura 10.

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

e N

Efeitos sobre a saude Efeitos sobre a saude
a curto prazo a longo prazo
irritacéo dos Cancer de pele, pulméo,
olhos e da pele bexiga e gastrointestinal

Mutacdo no DNA, catarata,

nausea e o
dano renal e hepatico

vomito

Leséo celular por mutagéo
inflamacéao —>| do gene e mortalidade
cardiopulmonar

Figura 10 Fluxograma mostrando os efeitos a salde a curto e longo prazo da exposicdo aos HPAs. [12]

A exposicao a poluentes contendo HPAs s&o conhecidas por resultar em sintomas como
irritacBes nos olhos, nauseas, vomitos e diarreia além de causar irritacéo e inflamacéo na pele.
A exposicao a longo prazo € suspeita de aumentar os riscos de danos celulares via mutacao
genética. [12]

No Brasil, a Portaria de Consolidacdo N° 5, de 28/09/2017 (do Ministério da Satde)
preconiza somente o benzo(a)pireno como umas das substancias de analise semestral
obrigatéria por responsaveis pelo sistema de abastecimento publico e de solucdes alternativas
coletivas de agua em todo o Brasil. Embora ainda n&do haja no Brasil um mapeamento real das
areas contaminadas, diversos 6rgaos estaduais de controle ambiental (como a CETESB -
Companhia Ambiental do Estado de Sédo Paulo - em Séao Paulo, a FEAM — Fundacao Estadual
do Meio Ambiente - em Minas Gerais, dentre outros) tem procurado fazer o gerenciamento das
areas contaminadas. [17]

No estado de Sédo Paulo a CETESB, responsavel pelo gerenciamento ambiental de
areas contaminadas, publicou em 2014 a relacéo de areas contaminadas do Estado (ano base
2013), totalizando 4.771 &reas. Destas, em 1.902 areas havia a presenca de HPAs, o que
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evidencia a necessidade de acfes do setor saude visando garantir a prevencdo do risco a
populacéo. [17]

A FEAM comecou a fazer sistematicamente um inventario de areas contaminadas para
melhor controle ambiental, ndo s6 dessa classe de compostos, como outros. O inventario de
areas contaminadas do estado de Minas Gerais, publicado em dezembro de 2019, informa que
0s principais grupos de contaminantes encontrados nas areas contaminadas sdo os dos
compostos organicos, destacando-se os hidrocarbonetos aromaticos (BTEX - benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno) e os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA). Estes
compostos sdo encontrados principalmente em combustiveis e derivado de petréleo, incluidos
solventes, 6leos e graxas. [25]

Como se pode observar pela figura 11, a ocorréncia dos hidrocarbonetos € a que
apresenta 0 maior percentual e, portanto, requerem maior atencdo. Os empreendimentos que
registram maior nimero de areas cadastradas segundo o relatério, sdo os postos de gasolina

(73%), incluindo o comércio varejista de combustiveis e revendedores de gasolina, alcool e

diesel.
ALcools 0,3%
ORGANOCLORADOS 1,3%
INORGANICOS NAO METALICOS 1,4%
PESTICIDAS ORGANOCLORADOS | 0,1%
METAIS 28,1%
HIDROCARBONETOS 68,7%

Figura 11 - Percentual de ocorréncia de grupos de substancias quimicas de interesse nas areas
contaminadas cadastradas pela Feam e SMMA/PBH - Minas Gerais, 2019. [25]

Além dos corpos d’agua a contaminagao por HPAs ocorre de maneiras muito diversas
como na propria atmosfera (devido a combustdo incompleta dos combustiveis), no solo e em
diversos alimentos (dissolvidos nas camadas lipidicas) bem como alguns tipos de bebidas
(como uisque e cachaca). Dessa forma a importancia de se ter processos analiticos seguros,
eficientes e rapidos é fundamental para assegurar um monitoramento confiavel. [26]

Existem diversos métodos para fazer- se a analise dos HPAs, entretanto € importante
ressaltar que todos eles envolvem uma etapa critica que € a preparacdo da amostra.
Dependendo da complexidade da matriz envolvida uma ou mais opera¢fes sdo necessarias
para se extrair os HPAs das amostras de maneira a se garantir uma confiabilidade analitica

minima. A norma internacional ISO/IEC 17.025:2017 estabelece o0s requisitos gerais para
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competéncia de laboratérios de ensaio e calibracdo e € a principal norma 1SO usada por
laboratérios de teste e calibragéo e, portanto, os laboratdérios que sédo acreditados pela norma e

seguem suas recomendacdes sao considerados tecnicamente competentes. [27]
3.2 Técnicas de extracao

Alguns dos principais problemas com o monitoramento de HPAs sdo as concentragdes
muito baixas dos analitos e a elevada complexidade das matrizes envolvidas, sobretudo as
ambientais. A pré-concentracdo e a pré-separa¢cdo sdo, portanto, necessarias para alcancar a
sensibilidade e a seletividade necessarias envolvidas nos métodos analiticos. [28]

De acordo com as normas adotadas pela Comunidade Europeia, por exemplo, a
concentragcdo para o HPA mais perigoso, o benzo(a)pireno, nas aguas subterrdneas €
de 10 ng/L; para o fluoranteno e pireno, 20 ng/L; e para fenantreno e antraceno, 100 ng/L. [28]
Varios métodos tém sido utilizados para estes fins (como a técnica de SPE); no entanto, eles
geralmente exigem grandes volumes de solventes, sdo demorados, caros e tém sua propria

limitacdo. [29]

3.2.1 Extracao Liquido Liquido

A extracdo liquido-liquido (do inglés, liquid-liquid extraction, LLE) é uma das técnicas
mais antigas e baseia-se na particdo seletiva de um soluto entre duas fases liquidas. Embora o
método possa ser usado na extracao e pré-concentracdo de muitas espécies solubilizadas em
agua que tém volatilidade relativamente alta, com equipamentos de rotina de laboratério, ele
estd em declinio porque utiliza-se grandes volumes de solventes, € um método demorado e o
descarte dos residuos gerados ap0s 0 uso é problematico. [29]

Basicamente, a extracdo liquido-liquido consiste em adicionar em um funil de
decantacdo um solvente organico adequado a uma solucédo aquosa (geralmente), que contém
o(s) analito(s) que se deseja(m) extrair, conforme ilustrado na figura 12. Agita-se o0 sistema
vigorosamente e depois deixa-se 0 sistema em repouso para que ocorra a separacao das
fases. [30]

=

1) Adicdo do solvente a amostra 2) Agitacéao 3) Separacéo de fases

Figura 12 Representacdo esquematica da extragdo LLE

17



Quando a fase contendo o soluto “S” € mantida em contato com uma segunda fase, o

soluto particiona entre as duas fases, conforme representado na equagao genérica abaixo:

Sfasel (—) Sfasez

A constante de equilibrio se encontra representada na equacéo (1) a seguir:

Ko = [S] fase2 (1)
[S] fase 1

Ko é chamada de constante de distribuicdo ou coeficiente de particdo. Se Kp é grande,
entdo o soluto se move da fase 1 para a fase 2 com facilidade. Se uma fase contendo dois
solutos é colocada em contato com uma segunda fase, e Kp é favoravel somente para um dos
solutos, entdo a separacao sera possivel. [31]

O método EPA 610 (desenvolvido pela USEPA — United States Environmental Protection
Agency — Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) foi projetado especificamente

para a determinacdo de HPAs em aguas residuais, apos extracao liquido-liquido. [32]

3.2.2 Extracdo em Fase Solida

A extracdo em fase solida (SPE — Solid Phase Extraction) tornou-se uma boa opcao
para substituicdo da classica extracdo liquido-liquido, devido a utilizacdo de um volume
reduzido da solucédo da amostra e solventes. [33]

Na técnica de SPE, os analitos a serem extraidos s&o divididos entre uma fase solida
(sorvente de leito) e uma fase liquido-liqguido (amostra). Isso usualmente € feito em um
cartucho de polipropileno contendo uma fase de sorcdo, conforme se pode observar na figura
13. [34]

Poliprogilena K| —1 Resarvabieid

grau médico |
i Disco de palietilenc
' (20pm)
Sorbente —
[— Disco de poietilena
T (20um)

Figura 13 Cartucho tipico empregado em SPE [34]

Esses analitos devem ter uma maior afinidade para a fase sélida do que para a amostra.
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Geralmente a SPE consiste em quatro etapas:
e preparacdo da coluna;
e carregamento da amostra,;
e poOs-lavagem;
e dessorgado da amostra

Essas etapas se encontram representadas na figura 14.

T T e TRy R i S g e
5 b 5 5
8 b 8 8
8 b 8 8
D

o T N
¢ ¢ ® ®
¢ ¢ & S

Cartucho Condicionamento Extracdo Lavagem Eluicéo

_ . Legenda: e analito
Figura 14 Etapas da Extracdo em Fase Solida (SPE) [34] X impureza

Cartucho: corpo de uma seringa dentro do qual o sorvente — a fase sélida — é
compactado entre dois filtros.

Condicionamento: prepara o cartucho com o sorvente para reter os contaminantes,
deixando-o em condi¢cdes fisico-quimicas adequadas para promover as interacdes
responsaveis pela retencdo dos analitos. Usam-se solventes apropriados.

Extracdo: consiste em percolar a amostra pela fase sdlida, sob pressao positiva ou
negativa, em uma vazao pré-determinada usando um solvente diferente do usado no
condicionamento. Analitos de interesse ()« impurezas ( ) ficam retidos.

Lavagem: a lavagem do material € feita com solvente apropriado para retirar impurezas
(x) e manter os analitos ( »

Eluicdo: é a etapa em que se recuperam os analitos retidos na fase soélida pela
percolagdo de um baixo volume (ordem de puL — mL) de solvente, resultando em uma amostra
pré-concentrada.

Durante o desenvolvimento de uma metodologia de extracdo espera-se que a

concentracdo dos analitos seja elevada em um nivel suficiente para garantir sua deteccéo e
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quantificacdo pelos equipamentos utilizados. Além disso, deseja-se que 0 uso de solventes
seja 0 minimo possivel para evitar a geragdo de grandes volumes de residuos. [35]

Segundo Ramezani et al. [36] pode-se aproveitar as vantagens da extracao dispersiva
em fase soélida (SPE) e a amostragem por headspace, pois essa combinacdo simples ndo
requer uso de instrumentos complexos e elimina solventes organicos perigosos usados na
maioria das preparacdes de amostras. Nanotubos de carbono de multiplas paredes (MWCNTS,
do inglés Multiples-Walled Carbon NanoTubes) foram usados como sorvente para analise de
hidrocarbonetos arométicos policiclicos. [36]

3.2.3 Microextracdo em Fase Sélida

Outra técnica de extracdo que vem sendo amplamente utilizada € a microextracdo em
fase solida (SPME, do inglés solid phase microextraction). A microextracdo em fase soélida,
uma técnica de extracao introduzida pela primeira vez, pela equipe de Pawliszyn [37], que
oferece solucbes para muitos dos problemas de amostragem. Essa técnica representa um
avanco adicional importante na extragéo eficiente de varios poluentes em niveis residuais de
amostras liquidas, solidas e gasosas. [38]

O dispositivo basico de SPME consiste de um bastéo de fibra otica, de silica fundida
(FS) de 100 mm de diametro, com 10 mm de uma extremidade recoberto com um filme fino de
um polimero (exemplos: polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA), carbowax (Cwx)) ou de
um solido adsorvente (como o carvdo ativado). Para uso geral, o polidimetilsiloxano € o
preferido, porque combina boas propriedades de absorcdo com a elevada estabilidade

mecanica do filme, o que permite o uso repetido. [33]

Os componentes da fibra de SPME sé&o ilustrados na figura 15. No detalhe séo

mostradas as dimensdes tipicas da se¢cdo com recobrimento de 100 mm de espessura.
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Figura 15 Dispositivo da fibra de SPME: (A) Posicdo com a fibra retraida na agulha (tubo hipodérmico de
didmetro externo 0,56 mm), (B) posi¢cdo com a fibra exposta. [37]

Na figura 16 séo ilustradas as partes de uma fibra comercial de SPME.

fase se silica fundida
Suporte - cor indica o tipo da fase

/ Agulha de perfuracao de septo
|

Guia de ajuste da agulha/ encaixe Fibra anexa ao tubo

Figura 16 Partes de uma fibra comercial de SPME [39]

As espessuras dos recobrimentos (L;) de fibras comerciais variam de 7 um a 100 um e

seus volumes de 0,03 uL a 0,7 L.
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A tabela 3 apresenta alguns tipos de fibras de SPME disponiveis.

Tabela 3 Fibras de SPME disponiveis comercialmente [40]

Tipo® Composicgdo Quimica Lf/pum AT (°C)° Aplicacdo sugerida
N&o-polares Polidimetilsiloxano 7; 30; 100 200 - 270 c |
(PDMS) ompostos apolares

Medianamente a altamente
polares, como fendis, pesticidas

Polares Poliacrilato (PA) 85 220 - 320 organofosforados. Cetonas,
alcodis. Volateis de média e alta
polaridade
Bi-polares Carbowax/divinilbenzeno 65 200 — 260
(CW/DVB) Volateis e ndo volateis de baixa a
PDMS-DVB 65 200 — 270 alta polaridade.
Carboxen-PDMS 75 e

a - . L, . "
Fibras mais usadas na técnica de cromatografia gasosa

b ~
Faixa de temperatura recomendada para dessorcao
L¢ : espessura do recobrimento

O mecanismo de sor¢cdo do revestimento das fibras de SPME pode ser classificado
como adsorcéo ou absorcéao. [41]

Segundo Schmidt [41] em revestimentos do tipo adsorvente, polimero poroso sdlido,
carbono poroso ou silica € ligado a um material liquido revestido em um nucleo de fibra.
Moléculas da amostra penetram pelos poros do adsorvente e podem interagir com suas
particulas via ligacdo de hidrogénio, interacdo n — n ou interacdes de Van der Waals (conforme
mostrado na figura 17). A retencdo aqui é baseada no tamanho das moléculas da amostra e,
em seguida, o diametro dos poros e a porosidade. Os poros sao classificados em trés tipos:
macro (aberturas com diametro > 500 A), meso (aberturas com diametro entre 20 — 500 A) e
micro (com didmetros entre 2 — 20 A). [41] Existem disponiveis, comercialmente trés tipos de
fases estacionarias do tipo adsorvente para extracdo de compostos organicos volateis: CAR-
PDMS (carboxeno-polidimetilsiloxano), PDMS-DVB (polidimetilsiloxano-divinilbenzeno) e DVB-

CAR-PDMS (divinilbenzeno-carboxeno-polidimetilsiloxano).

/ Molécula do analito

.-. ..:.. ..{... <€—— Revestimento (os circulos pretos indicam
as moléculas do polimero adsorvente)
L I [ LXK

Fibra de silica

X S0 QRO O

Figura 17 Mecanismo de adsor¢&o do revestimento da fibra
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Durante o processo de absorgcdo, os analitos particionam, preferencialmente em
equilibrio no material poroso da fase polimérica liquida, conforme apresentado na figura 18.
Nesse tipo de revestimento, os analitos percorrem a fase estacionéria para a qual sdo atraidos
com base na sua polaridade. A retencdo depende principalmente da espessura da fase
estacionaria. Moléculas maiores de analito sdo retidas por mais tempo pelo revestimento,
enquanto percorrem menos rapidamente do que moléculas menores. O revestimento com fase
mais espessa causa uma retencdo mais longa de moléculas, portanto, a escolha da espessura
depende do tamanho das moléculas analisadas. [29] Existem disponiveis, comercialmente, trés
tipos de fases estacionéarias do tipo absorvente: PDMS ndo polar, PA moderadamente polar e
PEG polar.

Moléculas do analito

o (] i
e®e °® ®q <€—— revestimento

Fibra de silica

Figura 18 Mecanismo de absor¢éo do revestimento da fibra

De acordo com a literatura, para extracéo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos os
revestimentos mais utilizados nas fiboras de SPME sdo PDMS, DVB (divinilbenzeno),
CAR/PDMS e PA (poliacrilato). [33]

As estruturas dos polimeros se encontram representadas na figura 19.

B CH CH, ]
[ CH;  CHy | ___CHZ_TH___
——S:i—0—8:i—0—— O/C\o
| CH3 CH; | n i (|:4|-|9 1,
polidimetilsiloxano poliacrilato B CHZ_CHZ_ q

DVB (divinilbenzeno)

Figura 19 Estrutura quimica dos sorventes mais comumente utilizados em fibras de SPME
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A extracao ocorre mergulhando-se a secao recoberta na amostra ou no seu headspace.
Durante a extracdo as moléculas do analito se deslocam da matriz de origem e penetram no
recobrimento e, portanto, tem de vencer a resisténcia a transferéncia de massa até que o
equilibrio de particdo (ou de adsorcao, no caso de recobrimento solido) seja alcancado entre o
analito e a fibra e 0 meio que a envolve. [40]

Uma vez realizada a extracdo, a fibra é retirada da amostra e inserida no injetor do
cromatégrafo gasoso, onde os analitos sdo termicamente dessorvidos sob fluxo do gas de
arraste e carregados para a coluna cromatogréafica. As etapas do uso do amostrador de SPME

encontram-se ilustradas na figura 20.

perfurar retirar p:;ra retirar
septo cromatografo

extrair x
dessor¢do

EXTRACAO ANALISE CROMATOGRAFICA

Figura 20 Uso do amostrador de SPME para o processo de extracdo e o de dessorcdo do material
extraido para andlise por GC (do inglés Gas Chromatography, cromatografia gasosa). [37]

Os fundamentos da distribuicdo de massas na extracdo podem ser descritos a partir do
gue ocorreria num sistema ideal trifasico: antes da extracdo, n, moles do analito estariam
presentes, com uma concentracdo C,, em um volume V, da matriz; quando completada a
extracdo, 0s n, moles se distribuiriam entre as fases, isto é, n%, na matriz aquosa
(° = equilibrio), n® no headspace e n% na fibra. [28]

A conservacao de massa no processo € expressa conforme mostrado na equacao (2):

No = Ny + N% + n%  (2)

A equacdo 3 correlaciona as constantes de distribuicao fibra-matriz, Ky, = C%/C®, , fibra-
headspace, K = C%/C®, e headspace-matriz, Knm = C%/C®,,; esta equacéo é obtida da equacéo
(2) com as substituicbes dos volumes e concentracbes das fases em equilibrio,

respectivamente, para a matriz, o headspace e a fibra, V°, e C°%,, V% e C%, V%e C%:
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Kim = KinKnm — (3)

Apébs substituicdo das constantes de distribuicdo e da equacgdo (3) na equacdo (2) e
rearranjos algébricos, obtém-se a equacéo (4), que fornece a quantidade de analito extraido no
sistema em equilibrio.

KmefCo Vm

n’ = 4
KimVi + KhmVh + Vi

Desta maneira, a equacao (4) correlaciona a quantidade extraida do analito com os
parametros fundamentais dos equilibrios simultdneos e descreve o aspecto termodinamico da
SPME. Contudo, a equacdo (4) ndo se relaciona com o intervalo de tempo necessario para
atingir o equilibrio. Este intervalo de tempo, que € fundamental do ponto de vista experimental,
depende da cinética de transferéncia de massa no sistema. [40]

Levando-se em consideracdo 0s aspectos cinéticos envolvidos no processo de
transferéncia de massa do analito até atingir o tempo de equilibrio, te, este pode ser avaliado
em funcéo da espessura do filme de recobrimento (L7) e do coeficiente de difusdo do soluto
nessa camada (Dy) através do modelo matematico expresso pela equacao (5):

L ©)
2 D¢
De acordo com esta equacao, o tempo necessario para atingir o equilibrio seria infinito,

te ® logs=

mas devido as incertezas experimentais inerentes as extracdes por SPME, considera-se, como
mostrado na equacéao (5), um tempo de equilibrio pratico, tgs, que correspondente a extracao
de 95% da massa que seria extraida apos um tempo infinito de extracdo. [40]

Evidentemente, a correlacéo entre o0 modelo matematico expresso pela equacéo (5) e a
situacao experimental sempre deve ser feita de forma cautelosa, considerando-se fatores nao
descritos pelo modelo. [40]

A figura 21 ilustra o processo de adsorcao molecular na fibora de SPME e o grafico ao
lado representa o comportamento da quantidade de analito adsorvido em funcdo do tempo de

extracao.
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Figura 21 Adsorcao molecular e gréfico ilustrando adsorcéo do analito em fungéo do tempo [42]

Segundo Doong et al. [43], a fiora CAR-PDMS de 65 um forneceu boa eficiéncia de
extracdo (fibora imersa na solucdo aquosa) para HPAs de dois e trés anéis (naftaleno,
acenaftileno e acenafteno). No entanto, a extracdo do CAR-PDMS diminuiu com o aumento da
massa molecular e apenas oito HPAs (MM < 202) foram extraidos em niveis superiores aos
limites de deteccdo do método dentro de 90 min. Quando as fibras de PDMS (imersa em
solucéo) foram usadas, todos os 16 HPAs podem ser extraidos da agua dentro de um tempo
de sorcdo de 90 min. As eficiéncias de extracdo diminuiram com a diminuicdo da espessura do
revestimento e a fibora PDMS de 100 um extraiu as maiores quantidades de HPAs. HPAs de
trés e quatro anéis, como fenaninteno, antraceno, fluoranteno e pireno foram os compostos
mais amplamente absorvidos.

A utilizacdo de fibra PA (imersa em solu¢cdo aquosa) mostrou um aumento entre a
resposta do sinal cromatografico de HPAs de dois e trés anéis em relacdo a fibra de PDMS,
demonstrando que a fibra de PA poderia melhorar a eficiéncia de extracdo dos HPAs de baixa
massa molecular. Pelo contrario, os HPAs de alta massa molecular (acima de quatro anéis)
foram extraidos com menos eficacia usando a fibra PA devido ao fato de que a fibra PA tem um
revestimento mais polar e tem uma baixa afinidade para os HPAs contendo mais anéis. [43]

Os HPAs que foram investigados no trabalho de Doong et al. [43] se enquadram na
classe nao polar, com coeficientes de particdo octanol-agua relativamente altos e baixa
solubilidade em &gua. O revestimento polimérico de PDMS com maior espessura de filme
mostrou uma boa sorcao para os HPAs. Além disso, a eficiéncia da extracdo aumento com o
aumento da massa molecular do naftaleno para o pireno. Embora a fibra PA seja projetada

com a finalidade de extrair compostos polares, comportamentos similares de sor¢cdo também
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foram observados neste caso, 0 que permitiu que essas duas fibras fossem selecionadas para

mais experimentos de otimizagao.
O comportamento das diferentes fibras frente a capacidade de extracdo se encontra

representado na figura 22.
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Figura 22 A comparacdo da eficiéncia de extracdo de 16 HPAs com cinco fibras diferentes, Solug&o
aquosa (10 ng/mL) foi extraida em um tempo de extracdo de 90 minutos a temperatura ambiente sob agitacéo
magnética. [44]

A técnica SPME também pode ser usada para extracdes do headspace, mas nessa
situacao deve-se levar em consideracdo que a transferéncia de massa em um sistema trifasico
fibra-headspace-matriz depende dos equilibrios de particdo entre as trés fases, das dimensdes
das fases e dos coeficientes de difusdo do soluto nelas. A correlacdo entre estes fatores e o
tempo para atingir o equilibrio, valida para extracbes sem agitacdo pode ser feita por meio do

modelo matematico descrito pela equacao (6):

I-h + I—m
KhmDh 1,6 Dm

te [~ t95 = 1,8 Kfml_f (6)

onde te : tempo para atingir o equilibrio; Ly, : espessura do headspace; Ln,: espessura da matriz;
Ls : espessura da fibra; Kym: constante de distribuicdo headspace-matriz; Kim: constante
de distribuicdo fibra-matriz;, Dy : coeficiente de difusdo d o soluto no headspace;
Dn, : coeficiente de difusdo do soluto na matriz.
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Segundo Zhang e Pawliszyn [45] na andlise no modo de headspace, 0 espaco deve ser
0 menor possivel, pois esse procedimento aumenta a concentracdo dos compostos analisados

no headspace e diminui o tempo para atingir o equilibrio. [45]

3.2.4 Headspace

O termo headspace representa o volume de material gasoso que existe acima de uma
amostra contida em um recipiente, como um vial por exemplo. [46]

A ideia de se analisar amostras de vapor (acima de um liquido ou um sélido), para se
avaliar o seu contetdo, tem sua origem muito antes do desenvolvimento da propria
cromatografia gasosa. Pode-se utilizar como uma citacdo importante o trabalho dos
pesquisadores Harger, Bridwell e Raney em 1939, que propusera a determinacdo do teor
alcodlico de solugdes aquosas, a partir da analise do vapor das mesmas. [47] Para
determinarem a concentracdo do alcool na fase de vapor, os pesquisadores submeteram um
determinado volume conhecido do vapor a passar através de uma solucdo aquosa de acido
sulfurico 1:1 e posteriormente determinaram a concentragdo por meio de reacdo de
oxirreducado usando solucédo de dicromato de potassio. A concentracdo do etanol na fase de
vapor foi entdo determinada multiplicando-se a concentracdo do etanol no liquido pela razdo de
particao ar/liquido a temperatura usada no experimento. [48]

A figura 23 ilustra o headspace em um frasco.

TOLTLADO S
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>V-AN0OZT>

amostra diluida + Pl
Fonte: Adaptado de LABHUT, 2014.

Figura 23 llustragdo para o equilibrio entre o headspace e a amostra.

O primeiro relato na literatura académica para o uso de headspace estatico acoplado
com cromatografo a gas foi descrito em 1958 [49] e a primeira utilizacdo amplamente divulgada
sobre headspace dinamico (conhecido como purge and trap) também acoplado com GC
ocorreu na década de 70 apés a introducao do adsorvente comercial “Tenax”. [49]

A técnica de Headspace-SPME foi desenvolvida em 1993 [50] e consiste em uma fibra
de silica fundida revestida com determinado polimero cujo objetivo € capturar e concentrar

analitos. Esta técnica vem apresentando muita utilizacdo em pesquisas nos ultimos anos.
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Normalmente, é empregada em amostras com concentracdes de analitos na faixa de ppb —
ppm, sendo que algumas aplicagcbes foram descritas para a faixa de ppt. [50]

Uma vez que o modo de extragcdo Headspace envolve os analitos na fase gasosa, €
necessario observar a importancia do parametro temperatura, pois esta influencia diretamente
sobre a pressao de vapor e, consequentemente, a cinética do processo também é afetada. Em
geral o tempo de equilibrio para compostos volateis é inferior ao tempo de extracdo com
imersao da fibra na amostra (o chamado método direto, DI, do inglés direct injection), pois uma
expressiva fracdo do analito estd presente no headspace antes do inicio do processo de
extragcdo e normalmente o coeficiente de difusdo na fase gasosa € muito maior ao da fase
liquida. [51]

Sao quatro etapas que ocorrem durante a extracao.

Etapa: O que ocorre:
(2) a amostra é colocada em um frasco headspace
(2) o0 sistema alcanca o equilibrio
3 a fibra é exposta e extrai o analito
(4) a fibra é retraida e retira-se a agulha do frasco

A figura 24 ilustra as quatro etapas de extracdo no modo headspace.

R

1 2) 3) 4)

Figura 24 llustracdo para as etapas de extracdo no modo headspace usando fibras de SPME (HS-SPME)

Segundo Jiu Ai [52] considerando o processo dinamico do headspace, durante a
extracdo headspace com fibra de SPME, existem trés fases envolvidas: a fase condensada,
seu espaco superior e o polimero de revestimento da fibra de SPME. Existem duas interfaces a
serem consideradas, a interface condensado - gas e a interface gas - polimero. Na interface
gas - polimero, a transferéncia de massa ¢é a difusdo do analito do volume da fase gasosa para

o filme de polimero da fibra SPME.
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Durante uma amostragem no headspace com fibra de SPME, analitos na fase gasosa
sdo extraidos no filme do polimero. O equilibrio original do analito entre a fase condensada e
fase gas no headspace é interrompido antes da extracdo SPME. Uma vez que a concentracéo
do analito no headspace é reduzida devido a absor¢do SPME, o analito na fase condensada ira
evaporar para o headspace. Na interface condensado - gas, a forca motriz da evaporacédo do
analito liquido da fase condensada € o seu desvio da concentracdo em relacdo ao valor de
equilibrio.

Segundo Coelho et al. [50] para andlise de HPAs em matrizes aquosas, podem ser
empregados as técnicas de extracdo de SPME com imersédo direta e em headspace. Verificou-
se que o SPME headspace extraiu eficientemente apenas os hidrocarbonetos de baixo peso
molecular (mesmo quando altas temperaturas foram aplicadas, ou seja, 80°C) enquanto a
imerséo da fibra de SPME resultou na deteccdo de todos os HPAs. [53]

Na andlise SPME dos HPAs, o tempo de extracdo é um fator crucial porque esses
compostos tém muitos tempos de equilibrio. O tempo de equilibrio aumenta com a massa
molecular dos HPAs. Doong et al., relataram tempos de equilibrio superiores a 60 h para HPAs
superiores a 6 anéis. [43]

Apos a extracdo utilizando fibora SPME 30 um de PDMS (tanto por imerséo direta quanto
por headspace) o método analitico utilizado foi cromatografia em fase gasosa com deteccao
por ionizacdo de chamas (GC-FID) para investigar 16 HPAs em amostras de agua. Os

resultados se encontram representados na figura 25.
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Figura 25 Comparacéo das extrages de HPAs de amostras entre imersdo e headspace SPME a 60°C
durante 30 min com fibra de PDMS 30 pum a 1500 rpm

Conforme se pode observar no grafico apresentado na figura 18, a medida que os HPAs
vao apresentando maior massa molecular (e consequentemente irdo apresentar menor
volatilidade) a resposta dos sinais obtidos para as amostras coletadas por headspace tendem a
ficar cada vez menores quando comparados com os sinais das amostras obtidas por imersao
da fibra. Conclui-se, portanto, que a eficiéncia da técnica de headspace-SPME €& melhor para

analitos de maior volatilidade.

3.2.5 Microextracdo em Fase Soélida No Tubo

Apos o desenvolvimento da técnica de SPME, as primeiras fibras comercialmente
desenvolvidas apresentaram algumas limitacdes tais como baixa capacidade de absorcéo,
eficacia limitada para compostos termicamente |abeis e ainda baixa eficacia contra alguns
solventes usados na técnica de HPLC. Em 1997, Eisert e Pawliszyn [54] introduziram uma
nova técnica denominada In-Tube Solid Phase Micro Extraction, IT-SPME, ou microextracao
em fase sélida no tubo, com a finalidade de superar as dificuldades apresentadas pelas fibras
da chamada primeira geracdo. [54] A técnica de IT-SPME foi desenvolvida de forma a permitir
o acoplamento direto em sistemas de HPLC (cromatografia liquida e alta eficiéncia). [54]

Esta nova técnica consiste em um tubo silica fundida (um tubo capilar) contendo em sua

superficie interna um revestimento fino da fase de extragéo (uma peca da coluna capilar do GC
31



aberta) ou um tubo capilar empacotado com a fase de extracédo dispersa em um material de

suporte inerte. [55]

A figura 26 apresenta as quatro principais configuracdes para os dispositivos de IT-
SPME.

A configuracdo representada em (a) mostra o revestimento do polimero.

A representada em (b) mostra o sorvente empacotado.

Em (c) observa-se a configuracdo da fibra empacotada.

Na configuragéo (d) observa-se o mondlito do tipo haste.

revestimento

Amostra diluida

Superficie capilar

\BRA-Epg,,

c) \J"‘ de,
b/

* AR Mon,
f capilar ‘,%

\

d)

capilar

\

fibras monolito

llustragbes adaptadas de [49]

Figura 26 Configurac@es da coluna capilar para IT-SPME. [54]

Yan et al. [56] descrevem uma técnica de preparacéo rapida de extracdo de HPAs de
amostras de agua. A técnica consiste na microextracdo em fase sélida capilar em tubo capilar
(ACIT-SPME do inglés Array Capillary In-Tube Solid Phase Microextraction), sendo o cartucho
constituido de tubos capilares de vidro de 0,5 mm de D.l. x 30 mm contidos no interior de um

liner de quartzo de 4 mm de D.I. conforme pode ser observado na figura 28.
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Figura 27 Fotografia do cartucho ACIT-SPME (A), diagrama esquematicos de sua secao transversal (B) e
o procedimento de fabricacdo (C). [56]

Os capilares séo revestidos internamente com a fase de extracdo (polidimetilsiloxano) e
centenas de mL de amostra de agua podem ser passadas através do cartucho em poucos
minutos, e a grande area superficial da fase de extracdo (PDMS) € uma vantagem, pois
melhora o processo dinAmico de transferéncia de analitos entre a amostra e a fase de
extracdo. ApOs a extracdo os analitos foram dessorvidos termicamente e rapidamente
introduzidos no cromatografo gasoso. [56]

O trabalho de validacdo foi realizado utilizando os seguintes HPAs: naftaleno,
acenafteno, fenantreno, antraceno, fluoranteno e pireno. A tabela 4 apresenta uma
comparacdo com o metodo proposto (ACIT-SPME) e outras metodologias para pré-

concentracédo de HPAs.

Tabela 4 Comparacdo do método ACIT-SPME/GC-FID proposto com outros métodos usados em pré-
concentracdo e determinacdo de HPAs. [53]

Analitos ACIT-SPME/GC-FID SPME/GC-MS (SIM)* SPSE/GC-MS (SIM)°
LD (ng/L) Amostragem LD (ng/L) Amostragem LD (ng/L) Amostragem

Naftaleno 0,85 0,49 0,24

Acenafteno 1,23 0,37 0,13

Fenantreno 1,36 350 mL 0,16 18 mL 0,17 200 mL
Antraceno 1,73 2min 0,18 60min 0,32 60min
Fluoranteno 1,55 0,17 0,86

Pireno 1,55 0,16 0,71

® Foi usada fibra de PDMS/DVB de 65 pum. O LD foi calculado como X, + 3Sp, onde X, € o valor médio e Sy, é o0 desvio
padréo de background em baixa concentracéo de padréo
® A barra de agitacdo utilizada tinha 2 cm de comprimento e espessura de polimero de 0,5 mm. Os LD foram
determinados com base em S/N de 3.
LD: limite de detec¢éo
GC-MS: cromatografia gasosa com detec¢do por espectrometria de massas (do inglés Gas Chromatography -
Mass Spectrometry)
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Conforme se observa na tabela 4 o método ACIT-SPME levou apenas 2 minutos em vez
de dezenas de minutos pelo método SPME ou mesmo horas pelo SBSE (do inglés Stir Bar
sorptive Extraction, extragdo por sor¢do com barra de agitagdo). Além disso, os limites de
deteccdo estdo em niveis de ng/L, que foi apenas um pouco superior aos resultados obtidos
pelos métodos por SPME/GC-MS e SBSE/GC-MS.

Independentemente se as amostras a serem analisadas sejam de agua do mar, rios,
lagos, superficies, residuos industriais, solos ou mesmo agua potavel, diferentes técnicas de
extracdo foram e vem sendo desenvolvidas para extrair os HPAs. Em termos de eficiéncia de
extracdo, uma vez otimizadas as condigOes corretamente de acordo com cada matriz, todas as
diferentes técnicas sdo comparaveis. [57]

Diferentes técnicas de extracdo foram desenvolvidas e aplicadas para extrair HPAs de
amostras de agua. Para ilustrar melhor as condi¢cdes de extracdo, o tempo e o tratamento
adicional necessarios, foram feitas comparagcfes para algumas das aplicacdes conforme se

pode obervar na tabela 5.
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Tabela 5 Comparacao de eficiéncia de técnicas para a extracéo de HPAs.

Tratamento Taxa de
Técnica Solvente Pré-condicionamento Condicéo apos recuperagao Ref.
extragéo para HPA (%)
5 mL metanol sob . .
coIL?rTaECm ci'(\:/llstlir)]grllo vacuo seguido de 5 mL f:ll-l?foodrgl_zgemaLg/rl:\ailh cgﬁgégzrggzo 36,28 - 132,57 | [58]
de 4gua ultra pura
1000 mL de &gua
SPE Metanol, 5 mL de metanol, cgmiglé();’beme;agﬁl,
acetona:THF depois 5 mL metanol- . Concentracao 81-135 [59]
coluna Cyg (1:1) 4gua (40:60) acetona: THF
: : (1:1), fluxo 0,5
mL/mim
SPE dicll(?rgrlrll_e(tjaeno 1000 mL de égu_a,
Micro?:t)slunas CH.Cl,, ACN isoprtl)p{anol, etan_clnl, ﬂglﬁ dzo_eg]rgldl m;_n Concentracdo | 28,28 — 104,38 | [60]
(6 mL, 1000 mg) metanol, agua destilada | “5 -\ & oy,
e dgua deionizada
800 mL de agua e
n-hexano e 100 mL de i
LLE dlclor.ometano Todas as vidrarias solvente, agitar Concentracao 96,80 [61]
(2:1 viv) .
lavadas com detergente por 2 min.
e agua quente e depois | 0,5-1L de 4gua
enxaguadas com agua extraida duas
LLE isopropanol destilada vezes com 150 e | Concentracdo 80 - 120 [62]
100 mL de
solvente
PE O cartucho, loop, injetor | . 10 ?L_ge agua ~
SPE isopropanol e linhas de amostra Introduzida para o Concent,r acao 97 [63]
automatizado limpas e equilibradas loop de amostra automética
MPS 3XL
CaCO3 nanoporoso ?nTlaggs%?vgrr?tes
D-u-SPE diclorometano _ condicionado com _ extraido por Centrifuga 84 -110 [64]
diclorometano por 5 min 30 min
Fibra inserida em
Isento de Fibra condicionada na 14 mL de 4gua a
SPME temperatura da porta de temperatura Nenhum 75,6 - 107 [65]
solventes A v
injecdo por 2 h ambiente por
60 min
A barra de
A barra de agitacéo foi | agitacao foi imersa
condicionada a 50 °C em uma amostra Dessorgéo
por 24 h, colocada em de 20 mL de agua | em misturas
Isento de um tubo de ensaio extraida com _ de
SBSE solventes contendo 10 mL de barras de equivolumes 93-101 [66]
MeOH/CHCl, (50:50 agitacéo, a de
v/v), submetida ao temperatura acetonitrila-
ultrassom por 30 min e ambiente em um metanol
seca a 50 °Cporlh agitador
magnético.

SPE: extracdo em fase sélida
LLE: extracdo liquido liquido

D-u-SPE: microextracdo em fase sdlida dispersiva

SPME: microextracdo em fase solida
SBSE: extragdo sortiva em barra de agitacao
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3.3 Métodos de Analise

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos com seus derivados sdo determinados
globalmente apds a extragdo de amostras alimenticias, ambientais ou biologicas usando
métodos aprovados por determinadas agéncias e/ou organizacdes, como a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, do inglés United States Environmental
Protection Agency). Basicamente, os métodos se subdividem em trés tipos: imunoensaio,
espectrometria e cromatografia. [19]

3.3.1 Métodos da USEPA

Os métodos cromatograficos (liquidos e gasosos) sdo os mais utilizados para a andlise
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Os métodos disponiveis de cromatografia liquida
incluem a cromatografia de alta eficiéncia (HPLC do inglés High Performance Liquid
Chromatography) com detectores por ultravioleta e fluorescéncia, espectrometro de massas,
detector por ionizacdo de chamas (FID, do inglés Flame lonization Detector), detector de
arranjo de diodos (PDA, do inglés PhotoDiode Array), detector de arranjo de
fotomultiplicadoras, dispositivos de transferéncias de cargas (CTD, do inglés Charge Transfer
Devices) ou combinacdo desses detectores. Os métodos de cromatografia gasosa (GC)
utilizam geralmente como detector o espectrébmetro de massas. [67]

O método numero 610 da USEPA, por exemplo, fornece abordagens de HPLC e GC
para a determinacéo de HPAs. O procedimento de cromatografia gasosa nao resolve de forma
adequada a separacdo dos quatros pares de substancias (antraceno e fenantreno; criseno e
benzo(a)antraceno; benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno; e dibenzo(a,h)antraceno e
indeno(1,2,3-cd) pireno). No caso dessas substancias mencionadas a abordagem da
cromatografia liquida no método 610 é mais apropriada. [32]

O meétodo de HPLC utiliza coluna de fase reversa HC-ODS Sil-X, diametro de particulas
de 5 microns, em coluna de ago inoxidavel de 25 cm x 2,6 mm ID (Perkin Elmer n°® 089-0716 ou
equivalente). Eluicdo isocratica por cinco minutos usando acetonitrila/agua (4:6), depois eluicao
gradiente linear até 100 % de acetonitrila durante 25 minutos a 0,5 mL/min. O detector de UV é
recomendado para a determinacdo de naftaleno, acenaftileno, acenafteno e fluoreno e o
detector de fluorescéncia é recomendado paras os demais HPAs. A identificacdo dos HPAs e

os limites de deteccao neste método se encontram apresentados na tabela 6.
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Tabela 6. Condic¢des e limites de detec¢édo do método por HPLC

HPA tempo de Limite de Deteccéo
retencdo (min) do método (pg/L)

Naftaleno 16,6 1,8

Acenaftileno 18,5 2,3

Acenafteno 20,5 1,8
Fluoreno 21,2 0,21
Fenantreno 22,1 0,64
Antraceno 23,4 0,66
Fluoranteno 24,5 0,21
Pireno 254 0,27
Benzo(a)antraceno 28,5 0,013
Criseno 29,3 0,15
Benzo(b)fluoranteno 31,6 0,018
Benzo(K)fluoranteno 32,9 0,017
Benzo(a)pireno 33,9 0,023
Dibenzo (a,h) antraceno 35,7 0,030
Benzo(ghi)perileno 36,3 0,076
Indeno(1,2,3-cd)pireno 37,4 0,043

O método por GC do método 610 EPA utiliza coluna Chromosorb W-AW-DCMS (malha
100/120 ou equivalente) revestido com 3% OV-17 embalado em uma coluna de vidro de 1,8 m
de comprimento x 2 mm de DI. O gas de arraste é o nitrogénio em vazao de 40 mL/min. A
temperatura da coluna foi mantida a 100°C por quatro minutos e depois programada a 8°C/min
até temperatura final de 280°C. O detector utilizado foi o de ionizacdo de chamas (FID) que se
provou ser eficaz na analise de aguas residuais. A sequencia dos HPAs identificados por este

método encontra- se apresentado na tabela 7.

Tabela 7. Condi¢bes do método por GC

HPA temgo de_

retencdo (min)
Naftaleno 4,5
Acenaftileno 10,4
Acenafteno 10,8
Fluoreno 12,6
Fenantreno 15,9
Antraceno 15,9
Fluoranteno 19,8
Pireno 20,6
Benzo(a)antraceno 24,7
Criseno 24,7
Benzo(b)fluoranteno 28,0
Benzo(k)fluoranteno 28,0
Benzo(a)pireno 29,4
Dibenzo (a,h) antraceno 36,2
Indeno(1,2,3-cd)pireno 36,2
Benzo(ghi)perileno 38,6
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O método numero 625 (“Method 625: Base/Neutrals and Acids”) é um método de
cromatografia gasosa / espectrometria de massas que abrange a determinacdo de varios
compostos organicos particionados em um solvente organico. [68]

As condi¢bes do método séo: coluna Supelcoport (malha 100/120) revestida com 3% de
SP-2250 embalado em uma coluna de vidro de 1,8 m de comprimento x 2 mm de diametro
interno com gas de arraste hélio em vaz&o de 30 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida
isotérmica a 50°C por quatro minutos e depois programada uma rampa de aguecimento de
8°C/min até 270°C e mantida por 30 minutos. [68]

Os parametros instrumentais para o espectrometro de massas sao:

e Energia eletronica: 70 V (nominal)

e Faixa de massas: 35 — 450 uma

e Tempo de digitalizagdo: para realizar pelo menos cinco exames por pico, mas nao

exceder sete segundos por varredura

Os dados referentes a este método se encontram apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Condi¢cGes cromatogréficas, limites de deteccéo e massas caracteristicas.

tempo de E'T'te de Massas caracteristicas
HPA reten_(;éo doenfgtgozoo Impacto eletrénico lonizacdo quimica
(min) (ug/L) primaria secundéaria | secundaria metano metano metano
Acenafteno 17,8 1,9 154 153 152 154 155 183
Acenaftileno 17,4 3,5 152 151 153 152 153 181
Antraceno 22,8 1,9 178 179 176 178 179 207
Benzo(a)antraceno 31,5 7,8 228 229 226 228 229 257
Benzo(b)fluoranteno 34,9 4,8 252 253 125 252 253 281
Benzo(k)fluoranteno 34,9 2,5 252 253 125 252 253 281
Benzo(a)pireno 36,4 2,5 252 253 125 252 253 281
Benzo(ghi)perileno 45,1 4,1 276 138 277 276 277 305
Criseno 31,5 2,5 228 226 229 228 229 257
Dibenzo(a,h)antraceno 43,7 2,5 278 139 279 278 279 307
Fluoranteno 26,5 2,2 202 101 100 203 231 243
Fluoreno 19,5 1,9 166 165 167 166 167 195
Indeno(1,2,3-cd)pireno 42,7 3,7 276 138 277 276 277 305
Naftaleno 12,1 1,6 128 129 127 129 157 169
Fenantreno 22,8 54 178 179 176 178 179 207
Pireno 27,3 1,9 202 101 100 203 231 243

De acordo com 0 método 625 apos a obtencao dos perfis atuais de ions extraidos para a
relacdo m/z, os seguintes critérios devem ser atendidos para fazer a identificacdo qualitativa:

= O tempo de retencdo deve cair dentro de + 30 segundos apds o tempo de retencdo
do composto auténtico.

= As alturas dos picos relativas das trés massas caracteristicas nos EICPs (“extracted
current ion profile” — perfil atual de ions extraidos) devem estar dentro de + 20 % das
intensidades relativas dessas massas em um espectro de massas de referéncia. O
espectro de massas de referéncia pode ser obtido a partir de um padrao analisado no

sistema GC/MS ou de uma biblioteca de referéncia.
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= Isdmeros estruturais que tém espectros de massa muito semelhantes e menos de 30
segundos de diferenca no tempo de retencao, podem ser identificados explicitamente
apenas se a resolucao entre isbmero auténticos em uma mistura padrao for aceitavel.
A resolucéo é alcancada se a altura da linha de base até o vale entre os isémeros for
inferior a 25% da soma das duas alturas de pico. Caso contrario, os isdmeros

estruturais séo identificados como pares isomeéricos.

3.3.2 Métodos utilizados pela Unido Européia

Além dos métodos elaborados pela USEPA dos EUA, procedimentos padrao foram
publicados pela ISO para analise de HPAs. A norma ISO 13877:1998 descreve um método
para a determinagdo de HPAs no solo por HPLC, enquanto a norma ISO 18287:2006
especifica um método para a determinacdo de HPAs no solo por GC-MS. Os métodos
cromatograficos ndo diferem muito daqueles aplicados para a analise de solo ou ar. No
entanto, o enriquecimento do analito € um pré-requisito para a analise de HPAs na agua.
Varias técnicas foram desenvolvidas para esse fim, como extragédo liquido-liquido (LLE),
extracdo em fase sélida (SPE), microextragcdo em fase soélida (SPME) ou extracdo barra de
agitacdo (SBSE). Sistemas de extracdo por membrana para o isolamento de contaminantes
nao polares de amostras também foram investigados. [69]

Um meétodo analitico sensivel foi desenvolvido para a determinacdo de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos na agua, incluindo poluentes prioritarios de acordo com a Uni&o
Europeia, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de triplo quadrupolo
em tandem (GC-QgQ-MS/MS). O tratamento da amostra foi baseado em uma extracdo, em
fase solida, validado em quatro tipos diferentes de agua: agua do mar, agua potavel, aguas
interiores ndo tratadas e aguas residuais de acordo com CD 2002/657/EC e diretrizes
SANTE/11813/2017. O método validado foi acreditado com sucesso de acordo com a norma
internacional ISO/IEC 17025:2017 (incluindo célculo da incerteza) e aplicado a analise de rotina
de amostras reais de agua. [70]

A analise GC-MS/MS foi realizada usando um cromatografo a gas Varian 3800 (Varian
Instruments, Sunnyvale, CA, EUA) equipados com controle eletrénico de fluxo. As injecdes
foram realizado com um auto-amostrador CombiPal (CTC Analytics AG, Zwingen, Sui¢ca) com
uma seringa de 100 yL eum injetor de temperatura programado / sem divisao SPI / 1079
split/splitless operando no modo de injecdo de grande volume e temperatura de vaporizacéo
programada. Um revestimento ultra-inerte poroso(3,4 mm, 5 pk, Agilent, EUA) e uma coluna
capilar Agilent Select PAH (filme de 30 m x 0,25 mm i.d. x 0,15 um espessura) foi utilizada. O

gas de arraste era hélio (99,9999% de pureza) a uma taxa de fluxo constante de 2 mL/min. O
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GC foi conectado a um espectrometro de massa Varian 320 triplo quadrupolo (QqQ) operando
no modo de ionizacao eletronica (El) a 70 eVe com uma corrente de emissao programada de
50 pA. Argdnio (99,999% de pureza) foi empregado como gas de colis&o. [70]

O espectrometro de massa QgQ (triplo quadrupolo) foi operado apds selecionado o
modo de monitoramento de reacdes multiplas (SRM, do inglés Selected Reaction Monitoring).
As temperaturas da linha de transferéncia do coletor e da fonte de ioniza¢do foram fixadas em
300, 40 e 280°C, respectivamente. Os valores ideais para o tempo de varredura variou de 0,3 a
0,6 s. As larguras de pico definidos no primeiro e terceiro quadrupolos foram m/z 2,0 e 1,5,
respectivamente, e a andlise foi realizada com um atraso (delay) de 9,5 min no multiplicador de
filamentos. [70]

As condicles otimizadas de espectrometria de massas estao listadas na Tabela 9 para
todos os HPAs.

Tabela 9. Resumo dos principais parametros de validacdo do método otimizado para agua potavel e
aguas residuais

Recuperacgao (%)

(RSD intra-dia,%) (RSD inter-dia,%) Incerteza (%)
Faixa de nivel de fortificagdo  nivel de fortificacdo  nivel de fortificacéo LD LQ
linearidade (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)  (ng/L)
HPAs Tr (min) (ng/L) R* 5,6 25.0 5,6 25.0 5,6 25.0
Agua potavel
ANT 11,42-11,54 5-100 0,9995 89 82 14 7 24 10 3 5
FA 17,33 -17,55 5-100 0,9998 98 92 9 5 23 10 3 5
Bcl 21,56 — 21,82 5-100 0,9999 94 93 7 6 21 10 3 5
BaA 29,12 — 29,29 5-100 0,9994 94 92 14 10 22 12 3 5
MCH 31,42 — 31,47 5-100 0,9990 99 93 10 5 16 9 3 5
BbFA 34,07 - 34,12 5-100 0,9991 98 93 11 6 19 10 3 5
BjFA 34,29 — 34,33 5-100 0,9987 99 93 12 7 22 11 3 5
BKFA 34,20 — 34,25 5-100 0,9988 96 94 11 5 20 9 3 5
BaP 36,32 — 36,36 5-100 0,9977 94 79 11 7 21 11 3 5
IP 43,22 — 43,29 5-100 0,9975 102 94 10 9 32 13 3 5
DBahA 43,26 — 43,34 5-100 0,9976 98 90 11 9 25 13 3 5
BghiP 44,26 — 44,33 5-100 0,9980 98 87 10 7 30 12 3 5
Aguas residuais
ANT 11,10 -11,28 5-100 0,9995 92 84 11 9 35 18 3 5
FA 16,82 — 17,09 5-100 0,9998 119 103 13 6 25 16 3 5
BcL 20,96 — 21,27 5-100 0,9999 86 99 16 12 27 19 3 5
BaA 28,31 — 28,64 5-100 0,9994 110 118 15 12 21 20 3 5
MCH 31,09 — 31,22 5-100 0,9990 103 102 12 11 25 19 3 5
BbFA 33,69 - 33,80 5-100 0,9991 110 120 11 10 20 19 3 5
BjFA 33,88 — 33,98 5-100 0,9987 104 120 11 8 20 17 3 5
BKFA 33,80 — 33,92 5-100 0,9988 113 120 14 13 31 21 3 5
BaP 35,84 — 35,94 5-100 0,9977 89 105 16 15 34 21 3 5
IP 42,95 — 43,04 5-100 0,9975 87 103 15 13 23 21 3 5
DBahA 42,91 — 42,99 5-100 0,9976 85 91 12 11 25 19 3 5
BghiP 44,00 — 44,07 5-100 0,9980 84 94 15 13 21 19 3 5
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3.4 Utilizag&o da cromatografia gasosa

Para a conducdo dos experimentos referentes a esta dissertacdo foi utilizada a técnica
de cromatografia gasosa usando o espectrometro de massas como detector. A cromatografia
gasosa € uma técnica analitica bastante versatil que permite separacdes, identificacbes e
também medidas quantitativas de componentes de uma mistura praticamente impossiveis de
serem efetuadas pelos meios convencionais. [67] A seguir sera apresentado um breve resumo
sobre a técnica.

A amostra pode ser injetada no cromatégrafo a gas de maneira manual ou
automatizada, por meio do controle do software do equipamento. Uma vez no interior do
equipamento, embora a vazdo do gas de arraste seja constante as diferentes moléculas dos
analitos investigados (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos no caso da presente dissertacdo)
se deslocam com diferentes velocidades no interior da coluna capilar. Tal fato se deve a uma
combinacgao de varios fatores dentre eles as diferentes massas moleculares e polarizabilidades
(do ponto de vista molecular) e a programacéo de temperatura do forno. A consequéncia dessa
combinacao de fatores é que as moléculas tendem a chegar em diferentes tempos no detector
(estes tempos sdo denominados de “tempos de reten¢édo”) e normalmente esses tempos sdo o
parametro que permite fazer a identificacdo qualitativa dos analitos quando as condi¢cbes
cromatograficas sdo mantidas constantes. [46] Entretanto existem situacdes em que podem
ocorrer co-eluicdes, ou seja, dois ou mais analitos podem sair no mesmo tempo de retencao.
Dessa maneira o tempo de retencdo nao deve ser considerado de forma absoluta em termos
de uma andlise qualitativa (poderia ser usado como um primeiro indicador); havendo
disponibilidade do detector de espectrometria de massas, os padrbes de fragmentacdo seriam
a maneira mais segura de se identificar um determinado composto.

Este processo pode ser compreendido de forma resumida como apresentado na

ilustracdo esquematica da figura 28.
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Coluna

Software as moléculas chegam
as moléculas diferentes em diferentes tempos T
tendem a se deslocar no detector eletrénico_l_)
com diferentes
velocidades

Figura 28 Esquema de separac¢do dos analitos no interior da coluna cromatografica.

Conforme ilustrado na figura 28 apds a amostra (contendo uma mistura de moléculas)
ser injetada no cromatografo, o gas de arraste promove o deslocamento das moléculas no
interior da coluna capilar.

As moléculas quando saem da coluna capilar chegam até o detector (neste trabalho o
espectrometro de massas Agilent modelo 7975C) onde sdo gerados os sinais elétricos que
permitem fazer a identificacdo das moléculas por meio dos padrdes de fragmentacdo molecular
(estes padrdes sao identificados pelas relacfes entre as massas e as cargas, cuja proporcao e
representada pelo simbolo m/z). O espectrbmetro de massas opera com 0s modos de
aquisicao full scan (intervalo de varredura de m/z entre 70 e 350) e SIM (do inglés selected ion
monitoring, monitoramento de ion selecionado) utilizando-se ionizagdo por elétrons com
energia de 70 eV.

O modo de aquisicdo denominado FULL SCAN monitora o espectro completo das
moléculas, ou seja, todos os fragmentos obtidos a partir do ion precursor da molécula original

sdo registrados. JA no modo de monitoramento por ion selecionado (SIM) somente sera

42



computado o fragmento que tiver uma determinada razdo massal/carga previamente
selecionada, ou seja, mesmo que diferentes fragmentos tenham se formado o software do

equipamento ira fazer uma “sele¢cado” de apenas um ion fragmento para ser registrado.

No interior do espectrébmetro de massas ocorrem varios processos. A amostra apés ser
injetada no equipamento é submetida a uma fonte de elétrons de alta energia que promove a
fragmentacdo das moléculas em ions. Os ions, por sua vez, sdo separados no analisador de
acordo com as suas proporcdes de massa/carga (m/z) e estes por sua vez sao conduzidos ao
detector que gera os sinais que permitirdo a obtencéo do espectro de massas. [71]

De maneira simplificada estes processos se encontram representados na figura 29.

Tonizacdo Separacido dos ions Detecgdo dos ions

Fonte I Analisador I Detector

Sist. Dados

Introducéo
da amostra

w o Hof o on Rl

Espectro de Massas

Figura 29 Componentes do espectrdmetro de massas [71]

A espectrometria de massas classica (ou seja, a espectrometria ndo sequencial) é
fundamentada, basicamente, nos seguintes principios:

e Geracdo de ions gasosos a partir da amostra (formacdo de ions positivos
radicalares). Este processo ocorre na fonte;

e Selecdo destes ions de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z). Este processo

ocorre no detector;
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e Medida da abundéancia relativa de ions fragmentos de cada m/z. Este processo

ocorre no sistema de dados.

Quando o espectrometro de massas estd acoplado a um cromatégrafo gasoso, o
processo de geracdo de ions gasosos pode ser feito por dois mecanismos como impacto de
elétrons (El) e ionizacdo quimica (Cl, do inglés chemical ionization). [72] O equipamento
utilizado no laboratério de cromatografia do CEFET-MG, o espectrdmetro Agilent modelo 7995
C, opera no modo de ionizagdo por impacto eletronico cujo esquema de funcionamento se

encontra simplificadamente representado na figura 30.

geracao de ions hastes quadrupolo PARA O
DETECTOR
A
' N\
placa
aceleradora
feixe de elétrons J
placa }
aceleradora » ot iONS ions ressonantes

(n@o detectaveis)

/ \ fenda de ions nao-ressonantes
v N (ndo detectaveis)

entrada
Fonté de I

amostra feixe de ions

+ coletorde positivos da
elétrons amostras

(Adaptacao de http://www.espectrometriademassas.com.br/img/assuntos/imagens/17/56.gif)

Figura 30 Esquema de geracdo de ions e analisador de massas [73]

A figura 31 apresenta um modelo de quadrupolo,que € uma peca essencial pois funciona
como uma espécie de “filtro” dos fragmentos obtidos.

Figura 31 Quadrupolos [73]

Os ions ap6s atravessarem o analisador de massas chegam ao detector eletrénico que
passam a gerar um sinal elétrico que € computado pelo software. Com base nos fragmentos
obtidos, suas massas relativas (m/z) e suas abundancias, sdo gerados o0s espectros de

massas. [71]
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As condicdes de fragmentacdo (energia do quadrupolo, temperatura, etc.) sé&o
padronizadas e cada substancia quimica apresenta normalmente um padrdo conhecido de
fragmentacdo e a identificagcdo das relagbes massa/carga (m/z) pode ser usadas para a
identificagédo qualitativa da substancia. Existem algumas bibliotecas como a do NIST (National
Institute of Standards and Technology) que ja ficam disponibilizadas no préprio software dos
espectrometros de massa.

Como exemplificacdo o espectro de massas tipico para o naftaleno (o hidrocarboneto

policiclico aromatico de menor massa molecular) € apresentado na figura 32
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Figura 32 Espectro de massas do naftaleno m/z (Fonte: https://webbook.nist.gov/chemistry)

Estas relagcdes m/z estdo associadas aos diversos ions positivos originados a partir da
molécula neutra original de naftaleno (CioHs) a partir da ionizacdo eletrénica. A figura 33
apresenta a esquematizacdo para a formacao dos diversos ions obtidos a partir da formacao
do ion molecular.

O naftaleno (CioHs) se transforma inicialmente no ion molecular CioHg". Este apods a
liberacdo do radical —C,H, origina o ion CgHe¢" cuja razdo massa/carga é 102. ApOs nova
fragmentacdo em que € liberado o radical —C,H ocorre a formacéo do ion Cg¢Hs' cuja razédo
massa/carga é 77. Em uma etapa o ion CgHs" libera um radical —C,H> original o ion C4H3" cuja

razao massa/carga é 51.
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Figura 33 Fragmentacdo da molécula do naftaleno.

3.5 O processo de prototipagem

No ambito do desenvolvimento e concepcéo de novos artefatos, € comum a utilizacdo da
prototipagem para a realizacdo de testes. Os prototipos sdo versdes preliminares de novos
produtos e apresentam como vantagens a possibilidade de execucao de testes, permitindo que
haja a verificacdo das caracteristicas e funcdes que o objeto deve apresentar na pratica, bem
como a eliminacdo de conceitos possivelmente falhos na parte inicial do desenvolvimento do
produto. [74]

Nesse contexto, a impressao em trés dimensdes (3D) pode ser aplicada, tratando-se de
um processo de prototipagem rapida e de baixo custo. Esta prototipagem consiste em um
processo de adicdo de material na forma de camadas planas sucessivas de um material
polimérico possibilitando, consequentemente, a criacdo de modelos em trés dimensdes. [76] O

processo completo é mostrado na Figura 34.
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Modelo Geométrico 3D Fatiamento Impressao 3D Peca

(CAD) (via Software) (Adicao de Camadas) Fabricada
—— /
A B C 1]

CAD: computer aided design (“desenho assistido por computador”’, nome dado aos sistemas

computacionais utilizados para facilitar o projeto e desenhos técnicos)

Figura 34 - Etapas do processo de impresséo 3D. [76]

Como pode ser observado na figura 28, o processo da-se inicialmente a partir da criacao
de um modelo digital da peca desejada, em software de desenho tridimensional (representado
pela etapa A). O modelo é entdo transferido para outro software, denominado “fatiador” (etapa
B), responsavel pela execugédo de um fatiamento eletrénico da pe¢a em 3D, transformando-a
em uma malha simplificada estruturada em camadas. [77]. O arquivo gerado € entdo
processado eletronicamente pelo software da impressora 3D, iniciando-se na base e
finalizando-se no topo do objeto (etapa C), produzindo a peca fisica (etapa D).

Dentre as diferentes técnicas [65] de impressao 3D, a modelagem por fusdo e deposicao
(FDM, do inglés Fused Deposition Modeling) ocorre por meio do uso de um cabecote aquecido,
gue gera a extrusdo de um filamento polimérico, formando camadas bidimensionais de material
impresso. Estas, por sua vez, sdo depositadas consecutivamente em um suporte de
impressao, geralmente aquecido, formando o objeto em 3D desejado, a partir do
endurecimento das camadas do material impresso. Esta técnica apresenta como vantagens a
abrangéncia de impressoras e filamentos com custo relativamente baixo, a existéncia de uma
grande gama de materiais de impressao disponiveis e a facilidade no uso e manuseio das
impressoras. [78]

Em se tratando dos filamentos de impressdo 3D, o copolimero acrilonitrila butadieno
estireno (ABS, do inglés Acrylonitrile Butadiene Styrene) garante propriedades de robustez e
durabilidade as pecas impressas. Pelo fato de ter como propriedade uma temperatura de
transicdo vitrea mais alta, o ABS pode suportar altas temperaturas antes de comecar um
processo de deformacdo, o que torna este material uma boa escolha para aplicacbes que
envolvam calor. Ao se realizar a impresséo utilizando este material, ha a liberacdo de um leve
odor, devendo ser utilizada uma impressora fechada ou a realizada a impressao em local com

boa ventilacdo. [79]
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Utilizando-se as vantagens da impressdo 3D para a construcdo de protétipos,
atualmente podem ser encontradas diversas aplicagcdes, como por exemplo, no ramo de
tecnologias assistivas, na producdo de orteses e préteses em medicina [80], bem como no
meio académico, com funcionalidades aplicadas na &rea de quimica, empregando-se também
0 uso de microcontroladores para automatiza¢cdo dos produtos concebidos. [81]

Dadas as caracteristicas de resisténcia mecéanica e térmica do ABS ele foi utilizado para
a criagdo do protétipo HS-IT-FEX uma vez que para o estudo do headspace é necessario o
aguecimento das amostras até sua vaporizacdo e, portanto, a caixa de controle com os
componentes eletrbnicos precisa ter boa resisténcia térmica devido a proximidade do
controlador com o resistor acoplado ao cilindro metélico.

Os experimentos utilizados no desenvolvimento do presente trabalho consistiram na
utilizacdo do prototipo previamente projetado no Intechlab (Laboratério de Tecnologias
Integradas do CEFET-MG) que proporciona as condi¢des técnicas necessarias para gerar, por
meio de aquecimento, um headspace da amostra aquosa contendo os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos dissolvidos. Estes sao “trapeados” no interior de um liner de vidro com
revestimento interno de polidimetilsiloxano para posteriormente serem analisados por meio da

técnica de cromatografia gasosa, sendo utilizado um detector de espectrometria por massas.
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4. METODOLOGIA
4.1 Preparo do revestimento do liner

Para se preparar o liner com o polimero de PDMS inicialmente foi feita a extracéo do
mesmo utilizando-se 5,0000 g de cola de silicone com 25,0 mL de tolueno. A mistura foi
homogeneizada por trés horas com auxilio de agitador magnético. Em seguida centrifugou-se a
solucdo a 1500 rpm por cerca de 15 minutos para a separacdo das fases. A parte
correspondente ao sobrenadante foi utilizada nos processos subsequentes. [10]

Para se realizar a deposicdo do polimero foi injetado 70 uL do extrato em tolueno no
interior do liner seguindo a técnica de spincoating (desenvolvida pela equipe do laboratério
INTECHLAB) a 250 rpm. A figura 35 apresenta o esquema completo.

TU BO DE VIDRO

-é ‘ (\ / PDMS
g 'l';" iy |

5 vIsio
— SPINCOATING Vs

5,0000g 25,00 mL v FRONTAL

Figura 35 Esquema representativo do procedimento de deposi¢édo do polimero PDMS no liner

Apés a realizacdo desse procedimento o liner contendo o polimero depositado internamente foi
submetido a um tratamento térmico com temperatura de 290°C, por 3 horas em uma mufla.
Finalizada a deposicdo e o tratamento térmico, a camada polimérica foi avaliada por
microscopia utilizando microscépio Digital Electronic Magnifier marca NOVA, com camara de

aumento de 1000 vezes sendo possivel estimar a espessura como préoxima de 60 um. [10]

A imagem de um liner de vidro se encontra na figura 36.

’|m]||||Jn||\nu’nu'un‘nn]nulnn)lm’

Figura 36 Fotografia de perfil de um liner de vidro. No detalhe foto obtida pelo microscépio Digital
Electronic Magnifier, representando parte do revestimento interno do liner com o polimero PDMS.
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4.2 Descrigao do Prototipo

O protétipo utilizado nos experimentos foi denominado de HS - IT- FEX (HeadSpace —
Intra Tube - Flux Extraction Device). Consiste de um recipiente metalico cilindrico de acgo inox
416L com sistema de aquecimento (via resistor elétrico) em sua base acoplado a outro
recipiente cilindrico de teflon. A conexao entre os dois recipientes, metélico e plastico (teflon), é
feita por meio de dois liners de vidro que se unem as paredes laterais dos recipientes através
de anel de teflon. Os dois recipientes sao providos de tampa de teflon.

A figura 37 apresenta a visao frontal do protétipo HS-IT-FEX.

Figura 37 Prot6tipo HS-IT-FEX

O recipiente metalico feito com bloco de aco inox 340 contém, na parte inferior, duas
entradas sendo uma para o resistor (acoplado a um termostato) e a outra para o termémetro
digital. Essas duas entradas por sua vez sdo conectadas a caixa de controle, que permite
ajustar a temperatura com um controlador Letotek modelo STC-1000 (este controlador mede a
temperatura por meio de um sensor de temperatura do tipo NTC). O controlador utiliza um
cartucho aquecedor com poténcia 40 watts a 12 volts. O liner inferior ndo apresenta henhum
revestimento interno polimérico, servindo apenas como uma conexao fisica.
O liner superior é o dispositivo utilizado para fazer o trapeamento dos analitos de interesse (no

estudo foram utilizados HPAS) e apresenta um revestimento de PDMS (polidimetilsiloxano).
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Os principais componentes do protétipo HS-IT-FEX se encontram esquematicamente
representados na figura 38.

Liner (com revestimento interno)

.. recipiente
recipiente
i de teflon
metalico
nivel — nivel
interno do\\ = | | — internodo
recipiente = <+ recipiente
< Liner (sem revestimento)

Set

\n Cool | =~ Kl @ ) teclas de
Heat LID @ controle

STC-1000

(Fonte: préprio autor)

botdo de \
Ilgar/desllg< cabos elétricos de conex3o

Figura 38 Diagrama esquematico dos componentes do Protétipo HS-IT-FEX

4.2.1 Operacéo do Prototipo

Para se iniciar o processo de amostragem por headspace deve-se certificar que o liner
contendo o revestimento interno de polidimetilsiloxano deve estar isento de algum analito que
possa ter sido absorvido. Como uma forma de minimizacdo de custos, optou-se por efetuar a
dessorcdo térmica do liner na camara de aquecimento do detector FID (do inglés Flame
lonization Detector), pois assim ndo seria necessario consumir o gas de arraste durante este
processo. O procedimento adotado foi inserir o liner na camara de aquecimento do
equipamento GC — FID (Agilent Technologies modelo 6990N) aquecida a 300°C por 30
minutos.
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A figura 39 apresenta o equipamento usado para efetuar a dessor¢ao térmica.

Fonte: o autor

Figura 39 GC FID Agilent (modelo 6990N) utilizado para a dessorcédo térmica do liner.
No detalhe o compartimento onde o liner é posto para a dessor¢éo térmica

Apbs a dessorc¢ao do liner no equipamento GC FID, o liner € colocado no compartimento
de injecdo do cromatografo gasoso Agilent modelo 7890A, e entdo um ensaio prévio é feito
com o objetivo de verificar se o processo de dessorcao térmica foi eficaz para a eliminacéo de
algum possivel analito que possa estar aderido ao polimero de PDMS do revestimento interno
do liner. Este ensaio (denominado “Branco do Liner”) é executado nas mesmas condi¢gdes dos
demais testes e seus detalhes se encontram descritos no item 5.2.

Para realizacdo dos experimentos iniciais uma solucéo estoque foi preparada a partir de
um padrdo contendo 16 HPAs (Padrdo Supelco Part Number 4-8743 EPA 610 Polynuclear
Aromatic Hydrocarbons Mix 100 — 2000 ug/mL MeOH:CH,ClI,(1:1)). Os dados desse padréao se

encontram na tabela 10.
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Tabela 10 Concentragfes de HPAs no padrdo Supelco.

HPA Concentracao (ug/mL)
Acenafteno 1000
Acenaftileno 2000
Antraceno 100
Benzo(a)antraceno 100
Benzo(b)fluoranteno 200
Benzo(K)fluoranteno 100
Benzo(ghi)perileno 200
Benzo(a)pireno 100
Criseno 100
Dibenzo(a,h)antraceno 200
Fluoranteno 200
Fluoreno 200
Indeno(1,2,3-cd)pireno 100
Naftaleno 1000
Fenantreno 100
Pireno 100

O contetdo de uma ampola de (1 mL) foi dissolvido em metanol (60 mL) e em seguida o

homogeneiza¢éo do conteudo. Esta “solugao estoque” foi armazenada sob refrigeracgao.

volume foi completado para 100 mL com agua ultra pura. Esta mistura (que passou a ser
denominada de “solucdo estoque”) foi homogeneizada por meio de ultrassom. Porém, com o
passar do tempo, observou-se a formacdo de uma suspensdo. Devido a esta caracteristica

sempre que a solucao estoque era utilizada, a mesma era submetida ao ultrassom para melhor

Da solucdo estoque 37,5 mL foram diluidos para 500 mL com agua ultra pura,

dos analitos na solucao de trabalho se encontra na tabela 11.

Tabela 11 Concentra¢des de HPAs na “Solucédo de Trabalho”

HPA Concentracao (ug/L)

Acenafteno 750

Acenaftileno 1.500
Antraceno 75
Benzo(a)antraceno 75
Benzo(b)fluoranteno 150
Benzo(k)fluoranteno 75
Benzo(ghi)perileno 150
Benzo(a)pireno 75
Criseno 75
Dibenzo(a,h)antraceno 150
Fluoranteno 150
Fluoreno 150
Indeno (1,2,3-cd) pireno 75
Naftaleno 750
Fenantreno 75
Pireno 75

originando a solugéo que passou a ser denominada de “solucéo de trabalho”. A concentragao
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O procedimento adotado durante os experimentos foi adicionar 1000 uL da solugéo de
trabalho no recipiente metalico juntamente com 0,5 g de NaCl de pureza analitica para
promover o efeito salting out. O efeito salting out se baseia no aumento do coeficiente de
distribuicdo, pois estando os hidrocarbonetos policiclicos arométicos em solu¢cdo aquosa e as
moléculas de agua tendo preferéncia para solvatar, o cloreto de sédio do que as moléculas
organicas, isto favorece a passagem dos HPAs para a fase gasosa. [82]

O particionamento de compostos organicos entre a agua e outras fases como ar, matéria
organica, polimeros e tecidos biolégicos é influenciada pelo teor de sal na fase aquosa. Sais
estruturantes, como NaCl e outros sais constituidos por ions pequenos aprimora a estruturacdo
de fases aquosas e, portanto, a energia coesa na agua devido as suas fortes interac6es com
dipolos da agua. Outro exemplo dos efeitos do sal € uma mudanca do equilibrio da particdo de
solutos organicos neutros para fases ndo aquosas. Este efeito é referido como efeito salting out
e pode ser relevante para a dindmica de contaminantes no meio ambiente, por exemplo, para a
particio de contaminantes de/para a agua do mar ou para a formacdo de aerossois
secundarios. Aléem disso, o efeito salting out € deliberadamente usado para maximizar a
eficiéncia da extracdo em procedimentos analiticos adicionando sal a amostras de agua. [82]

Uma descricdo quantitativa do efeito salting out para solutos organicos neutros €

fornecida pela equacéao 7:

log (Kllégua salgada/Kllégua) = K® [sal] (7)

Nesta expressao (conhecida como relacdo de Setschenow) Kiagua saigada € O COeficiente
de particdo de um dado soluto neutro entre a fase 1 e uma fase de agua salgada, Ki/sgua € 0O
coeficiente de particdo do soluto entre a fase 1 e a fase agua pura, [sal] € a concentracdo de
sal em mol/L e K* é o Coeficiente de Setschenow (M%), um nimero empirico que depende do
tipo de soluto organico, bem como do tipo de sal envolvido. [82]

Como esse efeito favorece o desprendimento dos solutos organicos (no caso os HPAS)
da solucdo aquosa para a fase headspace, em todos os experimentos ele foi utilizado.

A adicdo da solucao de trabalho (contendo os HPAS) no interior do recipiente metélico
do protétipo e a adicdo de NaCl na forma sélida para promover o efeito salting out estéo

representadas na figura 40.
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“solugdo de Nacl

trabalho” .
i e

Fonte: o préprio autor
Figura 40 Adicao de solucédo e de NaCl no protétipo

Apés a adicdo de 1.000 puL da “solugdo de trabalho” e de 0,5000g de NacCl, os
recipientes sdo tampados com tampas de teflon, o liner contendo o revestimento interno de
PDMS que havia sido previamente dessorvido termicamente € acoplado na parte superior e
outro liner de vidro comum (sem revestimento) € colocado na parte inferior. O sistema €
programado para aguecer e manter a temperatura em torno de 60,0°C por um tempo pré-
definido.

Com o aquecimento ocorre internamente uma corrente de conveccao conforme ilustrado

na figura 41.

Liner contendo revestimento de PDMS

amostra <

A

nivel interno
dos recipientes

Fonte: o préprio autor

Figura 41 llustragcdo apresentando a corrente de conveccao gerada devido ao aquecimento

Durante a convecc¢do gerada no interior do prototipo as moléculas de HPAs com maior
volatilidade entram em contato direto com o polimero de PDMS no interior do liner superior,

onde sao eventualmente capturadas.
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Apébs o sistema ficar determinado tempo sob o aguecimento, o sistema é desligado. O
liner contendo o revestimento de PDMS é retirado do prototipo e, por meio de agitacdo manual,
€ removido todo liquido que porventura tenha se condensado em seu interior.

Uma vez o liner estando devidamente preparado a etapa seguinte é submeté-lo o

mesmo a analise em cromatografo gasoso, usando gas hélio como gas de arraste.

A figura 42 apresenta de forma esquematica 0s principais componentes do
cromatégrafo.

e
Dispositivo de _,—>l ‘// (_|_
(€]

Computador
injecdo de amostras
(manual/automatica) | <
& ~ Detector
) (espectrometro de massas)
V' v 8 E
Coluna
Cilindro N cromatografica
contendo o _I_)

gas de arraste
sob pressdo

Figura 42 Componentes do cromatégrafo gasoso [83]

Embora usualmente o processo de injecdo de amostras seja feito na forma de uma
solucdo (usando uma seringa no caso de injecdo manual para poucas amostras ou usando o
injetor automatico quando se efetua uma sucessdo de injecdes) [72] os ensaios foram
conduzidos de outra maneira, uma vez que os analitos ja foram extraidos do headspace das
solucdes e trapeados para o interior do liner contendo o revestimento de PDMS. Neste caso
fez-se necessario desacoplar o sistema de injecdo do cromatografo para permitir que o liner

pudesse ser inserido.
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A figura 43 (a, b e c) ilustra de forma esquematica o desacoplamento do sistema de
injecao.

Dispositivo
moével de

o o
L

(b)

liner contendo

os HPAs
/
i

WJILI‘JV\/

<

(c)

Figura 43 Desacoplamento do sistema de injec&o [83]

(a) sistema completo

(b) sistema de injecéo sendo desacoplado do cromatdgrafo

(c) liner sendo inserido no compartimento de inje¢do de amostras

Depois de desacoplar o injetor, o liner € entdo acondicionado no compartimento de
injecdo de amostras do cromatografo gasoso Agilent GC modelo 7890 A conforme pode ser

observado na figura 44.
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Figura 44 Liner sendo acondicionado no compartimento do injetor

Para que este procedimento fosse executado sem que ocorresse perda de gas de
arraste, clicava-se no botao “front inlet” do GC e apds selecionar o parametro “pressure” este
era desabilitado enquanto se fazia o procedimento da insercao do liner, sendo em seguida
novamente habilitado.

Ap6s o compartimento do injetor ser convenientemente fechado e os parametros de
controle estarem devidamente estabilizados, 0 método cromatografico € entdo posto para
funcionar.

4.3 Condicbes do Método Cromatografico GC-MS

Os experimentos foram realizados no cromatografo gasoso Agilent modelo 7890A,
utilizando uma coluna HP-5MS (5% phenilmethylsilox), de 30 m de comprimento, 250 um de
diametro interno e 0,25 um de espessura do filme. O cromatdgrafo se encontrava acoplado a
um detector de espectrometria de massas Agilent modelo 5975C.

As condicdes estabelecidas para o0 método cromatografico séo:

Temperatura do injetor: 290°C

Gas de arraste: Hélio; Fluxo: 1,5 mL/min

Temperatura inicial do forno: 55°C (mantido por 1 minuto)

Rampa de aguecimento: 25°C/min até 290°C (mantido por 3 minutos)
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As condi¢des de aquecimento do forno se encontram representadas na figura 45.

Condigdes de aquecimento do forno

300 A
250 -
200 -
150 -
100 -

Temperatura (°C)

wv
o
IR

o

012 3 456 7 8 9101112131415

tempo (minutos)

Figura 45 Condi¢Bes de temperatura do forno do cromatdgrafo GC 7890A

O espectrometro de massas Agilent-5975 foi operado nos modos de aquisicao full scan
(intervalo de varredura entre 70 e 350 m/z) e SIM (do inglés select ion monitoring) utilizando-se
ionizacao por elétrons com energia de 70 eV, para avaliacdo da performance de obtencao dos
dados cromatograficos.

Para que a execucao dos experimentos pudesse ser realizada com a seguranca de que
o minimo possivel de interferentes fosse interferir na obtencdo dos resultados algumas
precaucdes analiticas foram tomadas. Primeiramente, era feito um ensaio denominado “Branco
da Coluna” cuja finalidade é verificar se fragmentos de analitos devido a utilizagdo anterior do
equipamento estivesse ainda presentes no interior da coluna cromatografica. Para isso,
basicamente, o método € posto para ser executado sem injetar nenhum tipo de substancia.

Apos realizar o ensaio do “Branco da Coluna” é feito outro ensaio denominado “Branco
do Liner”, onde o liner contendo o revestimento de PDMS (ap0s ter sido submetido ao processo
de dessorcao térmica) é inserido no compartimento do injetor do cromatégrafo gasoso e em
seguida coloca-se 0 método cromatografico para ser executado. Apos a execucao destes dois
procedimentos (“Branco da Coluna” e “Branco do Liner’) comparam-se 0s dois cromatogramas
obtidos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Ensaios preliminares do protétipo HS-IT-FEX

Experimentalmente foi observado que ao se aquecer agua destilada no interior do
recipiente metalico do protétipo HS-IT-FEX, a temperatura indicada no display apresentava
uma pequena diferenca quando comparada com um termémetro digital (modelo 6132.08.1.00
ICOTERM) imerso no liquido.

Para o experimento realizado com aproximadamente 20 mL de agua observou-se que 0
sistema precisava de 9 minutos para aquecer da temperatura ambiente até 60,0°C que foi a
temperatura definida para os estudos. O monitoramento das temperaturas permitiu avaliar, que
a temperatura do liquido registrada pelo termémetro digital era em média, 3,2°C superior em
relacdo a temperatura indicada no display do prototipo, conforme indicado na figura 46.

Correlacdo entre temperaturas (fase liquida)

70,0 -
_ 600 e
| ] A
¢ 50,0 - P controlador de temperatura
£ 40,0 - e modelo STC 1000
- —
m
@ 30,0 -
2-200 termdmetro  digital INCOTERM
g "~ modelo 6132.08.1.00

10,0 -

D,D T T T T T T T

0,00 200 4,00 6,00 8§00 10,00 12,00 14,00 (llustrag&o do autor)

tempo (minutos)

Figura 46 Correlagdo entre as temperaturas

De modo semelhante outro experimento foi conduzido a fim de verificar quais seriam as
temperaturas indicadas pelo controlador de temperatura modelo STC 1000 comparadas com
as temperaturas indicadas no termémetro digital, posicionado na altura do liner superior onde o
processo de amostragem por headspace seria conduzido, conforme pode ser observado na

figura 47.
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(llustragédo do autor)

Nivel do liquido ————— >

nivel interno
dos recipientes

(a) (b)
Figura 47 Montagem para afericdo de temperatura na entrada do liner superior
(a) representacdo esquematica e (b) foto do protétipo

A temperatura do recipiente contendo o liquido (indicada pelo display no protétipo) em
comparacao com a temperatura do liner durante o processo de aquecimento apresentou-se,
em média, 5,7°C menor. Esta diferenca torna-se em média 3,3°C menor a partir do tempo de
equilibrio da temperatura. Provavelmente essa diferenca entre as temperaturas registradas
deve-se ao fato de o termopar estar acoplado a base metalica do recipiente e como este nao
contém nenhum revestimento isolante ao seu redor possivelmente ocorrem dissipacdes de

calor.

Os dados correspondentes a este experimento se encontram representados na figura
48.

Correlagao entre temperatura do aquecedor e do vapor

70,0 ~
60,0 -

50,0 controlador

40,0 ~ vapor
30,0 -

Temperatura (°C)

20,0 -

Fonte: o autor
10,0 -

0’0 T T T T 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

tempo (minutos)

Figura 48 Correlacéo entre as temperaturas do aquecedor e do vapor na altura do liner superior
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5.2 Ensaios do “branco” do liner

Apos a realizagcdo do ensaio denominado “Branco da Coluna” em que se observa o
cromatograma obtido sem a adicdo de nenhuma amostra (e também sem a utilizacdo do liner
contendo o revestimento de PDMS), é feito outro ensaio denominado “Branco do Liner”, onde o
liner contendo o revestimento de PDMS (apds ter sido submetido ao processo de dessor¢cao
térmica) é inserido no compartimento do injetor do cromatégrafo gasoso e em seguida coloca-
se 0 método cromatografico para ser executado. Apos a execucdo destes dois procedimentos
(“Branco da Coluna” e “Branco do Liner”) comparam-se os dois cromatogramas obtidos.

Numa situacdo considerada ideal, os sinais eletrbnicos registrados em ambos o0s
cromatogramas obtidos nestes testes ndo devem apresentar nenhum ruido significativo na
linha de base, sobretudo nos tempos de retencdo dos HPAs em estudo, conforme pode ser

exemplificado na figura 49.

(a)

100 -
9,0 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
1,0 -

0 I PSR U N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abundancia (x 10°)

tempo (minutos
po ) Fonte: o préprio autor

(b)

100 -
9,0
8,0
7,0
60
50 -
40 -
3,0
2,0

v M\/\M@

Fonte: o préprio autor

Abundancia (x 10°)

tempo (minutos)

Figura 49 Cromatogramas correspondentes aos ensaios: (a) Branco da Coluna e (b) Branco do Liner
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Caso seja observado algum ruido (nos tempos de retencdo onde os HPAs sédo
identificados) que possa comprometer o desempenho dos experimentos, novamente 0s
ensaios de “Branco” sao realizados, apos o liner ser submetido novamente ao processo de

dessorc¢ao térmica.
5.3 Identificacdo dos HPAs

Como descrito nos itens 4.2.1 (Operagcdo do Protétipo) e 4.3 (Condigbes do Método
Cromatografico) apos o liner contendo o revestimento de PDMS ser submetido ao processo de
dessorcdo térmica no compartimento de aquecimento do GC-FID, é necessario fazer uma
verificacdo prévia para averiguar se algum tipo de analito se encontrava absorvido no
revestimento de PDMS. Este teste (denominado “branco do liner”) consiste basicamente em
colocar o liner no compartimento do injetor do GC e acionar o método cromatografico. Pela
avaliacdo da linha de base obtida no cromatograma correspondente, é possivel avaliar se o
liner se encontrava adequado para o teste com a solucéo de trabalho contendo os 16 HPAs ou
se seria necessario efetuar novamente a dessorgéo térmica para se garantir a “limpeza”.

Quando o teste do “Branco do Liner” se mostrava adequado, o liner era entdo acoplado
ao protoétipo HS-IT-FEX (conforme descrito no item 4.3) em cujo compartimento metalico era
adicionada a solucéao de trabalho contendo o mix de 16 HPAs em concentracfes diferentes.
Nas situagdes em que o teste do “Branco do Liner” acusava a presenca de interferentes, o liner
era novamente submetido ao processo de dessor¢cdo e testado novamente. Os testes
preliminares visavam a verificagcdo de quais foram os HPAs que haviam sido absorvidos pelo
PDMS bem como se resolugado (a “separacao” dos picos) estava adequada ou se estariam
ocorrendo co-eluicdes de moléculas de HPAs. A figura 50 apresenta um cromatograma tipico
obtido utilizando o método cromatogréafico cujos parametros de controle foram descritos no item
4.3.

Acenafteno

10,0
9,0

8,0
7’0 - Naftaleno

| Fluoreno
6,0

50 7 \/
4,0
3,0 7

2,0
1,0 -

Acenaftileno

Abundancia (x 10°)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
tempo (minutos)

Figura 50 Cromatograma obtido usando solu¢éo de HPAs
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A identificacdo dos hidrocarbonetos policiclicos arométicos presentes na solucdo

trabalho foi realizada por meio da ajuda dos ions quantificadores e qualificadores, conforme

apresentado na tabela 12. [84]

Tabela 12 fons quantificadores e qualificadores de alguns HPAs [21]

HPA ) Relagéo'(m/z)

lon Quantificador | lons Qualificadores
Naftaleno 128 127, 129
Acenaftileno 152 153, 151
Acenafteno 153 154, 152
Fluoreno 166 165, 167
Fenantreno 178 176, 179
Antraceno 178 176, 179
Fluoranteno 202 200, 101
Pireno 202 200, 101
Benzo(a)antraceno 228 226, 229
Criseno 228 226, 229
Benzo(b)fluoranteno 252 263, 126
Benzo(K)fluoranteno 252 263, 126
Benzo(a)pireno 252 263, 126
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276 138, 277
Dibenzo(a,h)antraceno 278 138, 239
Benzo(ghi)perileno 276 138, 277

Os 16 HPAs presentes na “solugao de trabalho” foram identificados, porém muitos deles

apresentavam tempos de retencédo da ordem de 40 minutos. Como forma de reducéo de custos

(economia do gas de arraste) e otimizacdo dos experimentos (principalmente para que se

pudesse realizar o maior numero de ensaios dentro da disponibilidade de horario de uso do

laboratorio), durante os ensaios preliminares optou-se por fazer uma investigacdo prévia nos

dez primeiros minutos de corrida cromatografica. Nesse periodo de tempo pré-definido foram

identificados de forma satisfatéria quatro HPAs (naftaleno, acenatileno, acenafteno e fluoreno).

Dessa forma as avaliacdes apresentadas nesse trabalho foram focadas nos dados obtidos para

as quatro substancias supramencionadas.

Os diversos experimentos realizados permitiram identificar os tempos de retencdo para

estes quatro HPAs. Os resultados se encontram na tabela 13.

Tabela 13 Tempos de retencé@o (RT) médios observados para os HPAs

HPA RT (min)
Naftaleno 5,80+ 0,10
Acenaftileno 7,80 £ 0,04
Acenafteno 8,00 + 0,05
Fluoreno 8,64 + 0,02
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5.4 Estimativa para o tempo de equilibrio

Para se estabelecer um tempo minimo de equilibrio para o processo de extragdo,
estabeleceu-se a temperatura em 60,0°C como a temperatura inicial para os estudos e variou-
se o tempo de permanéncia da amostra em contato com o liner contendo o revestimento.

Um dos desafios para essa fase dos experimentos foi estabelecer os critérios para
definir a partir de que momento o tempo comecaria a ser cronometrado devido basicamente a
dois fatores:

= a oscilagdo natural da temperatura ambiente no ambiente do laboratério e

= 0 regime transiente de transferéncia de calor no interior do prototipo HS-IT-FEX

Como um dos principais objetivos do projeto foi avaliar a eficiéncia do processo de
trapeamento dos analitos no modo headspace usando o protétipo que promove o aquecimento
das amostras inicialmente em fase liquida, foi necessario levar em consideracdo que o
dispositivo leva um determinado tempo para elevar a temperatura do sistema, da temperatura
ambiente até a temperatura definida para o estudo. Observou-se experimentalmente que o
protétipo leva um tempo médio de 10 minutos para elevar a temperatura até 60°C. A
determinacdo do tempo nos experimentos preliminares iniciou-se a partir do momento em que
0 prototipo era ligado.

O espectrometro de massas disponivel para os experimentos possuia quadrupolo
simples e o monitoramento dos sinais foi realizado através do modo de aquisi¢ao full scan. No
modo full scan (varredura completa) € realizada uma varredura onde uma faixa relativamente
extensa de razdo massa carga (m/z) é analisada (a faixa de varredura para o equipamento
utilizado foi de 70 a 350). Essa varredura detectara fragmentos de compostos durante um
periodo de tempo. Com auxilio da biblioteca (NIST) pode-se entdo realizar a comparacao dos
espectros de massas gerados para busca de similaridade facilitando enormemente a analise
gualitativa da identificacdo das estruturas dos compostos analisados. [85]

Diversos experimentos foram realizados utilizando diferentes intervalos de tempo de
contato total entre o liner contendo o revestimento interno de PDMS. Apés o procedimento de
“integragao” das areas dos picos (onde foram identificados os HPAS) foi possivel estabelecer a
construcéo de graficos entre a abundancia dos sinais e o tempo total de contato (considerando
o tempo total que o liner ficou acoplado ao protétipo desde o inicio do aquecimento até a sua
retirada do mesmo).

As figuras 51, 52, 53 e 54 a seguir apresentam os resultados (Abundancia relativa
versus tempo total de contato) que foram utilizados para se fazer a avaliacdo do tempo de

equilibrio para os HPAs naftaleno, acenaftileno, acenafteno e fluoreno.
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Figura 51 Estimativa para o tempo de equilibrio para o naftaleno
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Figura 52 Estimativa para o tempo de equilibrio para o acenaftileno
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Figura 53 Estimativa para o tempo de equilibrio para o acenafteno
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Figura 54 Estimativa para o tempo de equilibrio para o fluoreno

Como se pode observar nenhum dos gréaficos obtidos apresentou boa repetitividade nos
dados e também nao foi observada uma correlacédo entre o tempo de contato e a abundancia.
Desse modo nao foi possivel estabelecer de forma segura um parametro para o tempo de
equilibrio.

Duas hipéteses sédo aventadas para explicar a falta de reprodutibilidade dos dados e
consequente impossibilidade de determinacdo do tempo de equilibrio:

1) vazamento nas conexdes entre os liners e 0s recipientes do protétipo de extracao;

2) variacOes de temperatura durante a operacao do protoétipo.
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Considerando a hipotese de as conexdes entre o liner e o prototipo apresentarem uma
vedacdo inadequada, faz-se necessario considerar que parte do vapor produzido pelo
aguecimento no protétipo pode ter sido perdida em pequenos vazamentos conforme sugere a

ilustracao apresentada na figura 55.

Vs -~ / possivel vazamento de vapor

r %
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Figura 55 Hipotese do vazamento de vapor por meio das conexdes do prototipo

Supondo que as vedacdes ndo estejam funcionando da maneira ideal, estes hipotéticos
vazamentos do protétipo comprometem inevitavelmente todos os equilibrios envolvidos.

A segunda hipdtese que pode ser aventada para explicar a falta de reprodutibilidade dos
dados experimentais € a existéncia de variacbes de temperatura durante a maior parte do
tempo de operacdo do protétipo HS-IT-FEX, uma vez que um dos preceitos termodinamicos
para a existéncia de alguma espécie de equilibrio € a existéncia de temperatura constante. [86]

O processo de extracdo ocorrido no prototipo HS-IT-FEX pode ser comparado ao
processo ocorrido na microextracdo em fase solida (SPME) em headspace. Como o SPME
trata-se de processo multifasico pode-se simplificar o sistema considerando-se apenas trés
fases: o0 revestimento da fibra, o headspace e a matriz aquosa. [86] Durante a extracdo 0s
analitos migram entre as trés fases até o equilibrio ser alcancado, o que pressupde
temperatura mantida constante.

Em todas as técnicas de extracdo conhecidas, o principio termodinamico basico comum
a todas as metodologias esta relacionada a distribuicdo do analito entre a matriz da amostra e

a fase de extracdo. No headspace SPME (que é a técnica mais semelhante ao método de
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extracdo objeto do presente trabalho), existem dois processos envolvidos: a liberagdo de
analitos de sua matriz e a absorcao de analitos vaporizados pelo revestimento de fibra.

O coeficiente de distribuicdo, Kis, do analito entre o revestimento de fibra e matriz de
amostra é normalmente definido por meio da equacgéo (8)
= Cf‘ﬂ

C*

5

(8)

K fs

Onde: Kys: coeficiente de distribuicdo
Ct: concentracdo do analito na fibra, apds o equilibrio
Cs: concentracdo do analito na amostra, apés o equilibrio

Segundo o Dr Pawliszyn [87], se a temperatura da amostra e da fibra mudar de T, para
T, a constante de distribuicdo muda de acordo com a equagéo (9):

AH (1] 1
Kf.‘i = KI] EXP|: T (T Tu):| (9)

onde Ky é a constante de distribuicdo quando a fibra e a amostra estdo na temperatura To (em
graus Kelvin), AH € a mudang¢a molar na entalpia do analito quando ele se move da amostra
para o revestimento de fibra e R € a constante de gas. A mudanca de entalpia, AH, é
considerado constante acima das faixas de temperatura tipicas para experimentos com SPME.
Pode ser determinado medindo Ki;s a duas temperaturas diferentes. Para constantes de
revestimento / distribuicdo de gas, AH para um composto volatil € bem aproximado pelo calor
de vaporizagdo do composto puro AH, para PDMS. [86] Como a solucdo de trabalho usada
para o desenvolvimento da pesquisa com o protétipo HS-IT-FEX continha um mix de
hidrocarbonetos policiclicos arométicos de diversas massas moleculares, o grupo de analitos
envolvidos sdo considerados de baixa e média volatilidade e por isso o aquecimento foi
empregado no protétipo como forma de facilitar a sua liberacdo da matriz aquosa. Segundo as
consideracdes do Dr Pawliszyn [86] a extracdo a temperaturas elevadas permite aumentar as
concentracfes dos analitos no heaspace. Isso resulta em extracdo rapida pela fase de

extracao.

A variacdo de temperatura ao longo do liner durante o funcionamento do protétipo se

encontra ilustrada na figura 56.
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Figura 56 Variagcdo de temperatura ao longo do liner usado no protétipo

A figura 57 a seguir apresenta as variacdes de temperatura versus tempo, monitoradas
durante 30 minutos (a temperatura do aquecedor foi programada para atingir 60°C).

tempo T
(min) (°C)
0,00 24,0
1,03 25,8
3,04 30,3
6,54 45,3
7,03 53,2
9,03 58,2
9,03 59,7
9,27 60,0
19,00 58,3
27,00 62,7
30,00 58,5

Temperatura (°C)
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Figura 57 Variagcdo de temperatura durante 30 minutos de contato do headspace no liner

Como ja descrito anteriormente, o protétipo HS-IT-FEX ndo tem isolamento térmico em

seu entorno e isso implica que ao longo do liner que fica conectado com o recipiente metalico e

o recipiente de teflon, existe uma variacdo de temperatura AT, conforme ilustrado na figura 57.

Este argumento implica na hipétese de que, para os tempos de contato que foram estudados,

as variacles significativas de temperatura ndo permitiram que o equilibrio de particdo fosse

atingido corretamente entre o headspace e o revestimento interno do liner o que explicaria em

parte a ndo reprodutibilidade dos dados bem como a impossibilidade de ser estimado um

tempo de equilibrio para os analitos que foram investigados.
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A possibilidade de ter ocorrido vazamentos entre a fase gasosa nas conexdes do
protétipo e variagdo de temperatura sdo, portanto, as hipéteses mais adequadas para explicar
satisfatoriamente a falta de reprodutibilidade dos dados obtidos em laboratério.

E importante salientar que a técnica inovadora apresentada nesta pesquisa demonstra a
possibilidade de se efetuar o trapeamento dos analitos presentes no headspace utilizando um
protétipo de baixo custo de producédo, mais resistente do que as fibras convencionais de SPME
(extremamente frageis) e de facil operacao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizac@o do prototipo HS-IT-FEX como técnica de extragdo de compostos de média
volatilidade se mostrou bastante promissora. A utilizagdo de cola de silicone comercial como
matéria prima para produgéo do revestimento interno do liner com o polimero PDMS conforme
apresentada no trabalho de REIS [8] apresentou- se como uma alternativa economicamente
viavel, entretanto, a determinacdo final da espessura do polimero ainda é uma técnica que
requer aprimoramento para que se possa permitir o controle de qualidade da producdo dos
liners.

O manuseio do prot6tipo se mostrou extremamente simples e com a grande vantagem
de que em nenhuma etapa foram empregados solventes organicos para extragdo, 0 que torna
o projeto um diferencial em termos das preocupacdes com os descartes de residuos, tema tao
importante dentro das discussfes da chamada Quimica Verde tdo debatida na atualidade.

Os 16 hidrocarbonetos existentes na solugcdo de trabalho foram identificados
cromatograficamente, porém, somente quatro deles foram devidamente caracterizados devido
ao elevado tempo de andlise que seria demandado para todos. Novos estudos serao
necessarios para determinar quais parametros podem ser ajustados como temperatura de
aquecimento, tempo de contato, espessura do revestimento (que exerce um papel critico no
processo de extracdo) bem como parametros do método de cromatografia gasosa também
poderdo ser mais bem avaliados (uma vez que existe a possibilidade de HPAs sofrerem co-
eluicdes).

A pesquisa foi conduzida de maneira a verificar as alteragcdes na abundancia dos sinais
cromatograficos em funcdo da variacdo do tempo de exposicdo do headspace no liner
contendo o revestimento. Foi observado que ao longo destes experimentos a reprodutibilidade
dos sinais ndo estava acontecendo como se previa. Foram levantadas duas hipoteses para
explicar este comportamento: um possivel vazamento nas conexdes entre o liner e os
recipientes (metalico e de teflon) e a variacdo de temperatura durante a maior parte do
processo de extracdo pelo protétipo HS-FEX, o que dificultaria o estabelecimento de equilibrio
entre as fases envolvidas (headspace e revestimento de PDMS).

Para verificar se a hipotese do vazamento procede, novos estudos serdo realizados com
um sistema de vedacdo mais aprimorado entre os liners e 0s recipientes. Para avaliar a
possibilidade das variacGes de temperatura estar comprometendo o equilibrio do processo de
extracdo, novos experimentos poderdo ser realizados com um sistema de isolamento térmico

ao redor do prototipo e comparar os resultados obtidos sem esse revestimento.
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Quando o sistema de vedacao entre os liners e os recipientes do proto6tipo, mencionadas
anteriormente, estiver apresentando condi¢bes satisfatorias de operacdo, serdo realizados
novos ensaios utilizando solugbes de HPAs em concentragcdes mais baixas para verificar o
limite de deteccdo do método de extracdo proposto, bem como avaliar a eficiéncia do processo
de extracdo em outras faixas de temperatura. A verificacdo de limites de detecgdo mais baixos
sera extremamente importante para aplicagcbes futuras do protétipo HS-IT-FEX. O
desenvolvimento (e aprimoramento) do protétipo HS-FEX se mostra como uma potencial
ferramenta a ser utilizada futuramente de forma pratica e economicamente viavel para a
complementacdo dos estudos de monitoramento ambiental, tdo necessarios para o controle de
poluentes.

Serdo testadas outras faixas de temperatura de maneira a verificar qual delas se
mostrara mais eficiente para a extracdo da maior quantidade possivel de HPAs presentes na
solucéo de trabalho. Outro parametro a ser otimizado nos futuros estudos € a massa de cloreto
de sédio (empregada para promover o efeito salting out durante a extracdo) e o volume de

solucdo.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras, os novos pesquisadores que darédo continuidade ao trabalho
apos sanarem os problemas descritos anteriormente (como 0s vazamentos de vapor nas
conexdes) precisardo averiguar a eficiéncia do trapeamento avaliando novas faixas de
espessura do polimero PDMS depositados no interior do liner. Apés a definicdo da faixa de
espessura polimérica mais apropriada, sera necessaria a realizacdo de novos experimentos
operando o prototipo em outras temperaturas e também estendendo o tempo de contato entre
o headspace e o liner, para determinar as condi¢cbes mais adequadas de amostragem. Além
destes novos testes serd imperioso a avaliagdo do tempo de vida util do liner revestido, de
forma a se ter um controle seguro sobre a qualidade analitica dos resultados.

Apés a definicdo das melhores condicBes operacionais a prOxima etapa sera a
realizacdo do processo de validacdo do novo método de amostragem seguindo todas as
recomendacdes técnicas no documento de carater orientativo DOQ-CGCRE-008 do INMETRO.

Nessa etapa futura sera essencial a determinacdo dos limites de deteccdo e
guantificacéo, pois estes parametros sdo fundamentais para a garantia da qualidade de uma
analise quimica. A partir de entdo testes com amostras reais deverdo ser realizados para
avaliar o desempenho do protoétipo e também a existéncia de efeito de matriz.

Finalmente estendendo a investigacdo da aplicabilidade do protétipo HS-IT-FEX para
amostragem de outras classes de compostos quimicos como pesticidas, por exemplo, uma
nova etapa sera a solicitacdo do pedido de patente para o amostrador e sua posterior producao

em escala industrial.
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