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RESUMO
DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODO ANALITICO DE EXTRAGAO
SORTIVA AUTOMATICO PARA ANALISE EM CROMATOGRAFIA GASOSA
MULTIDIMENSIONAL

Com os grandes avancos tecnoldgicos referentes aos métodos de analise e
detectores utilizados para determinacédo dos analitos de uma amostra complexa, fez-
se cada vez mais necessario a utilizacdo de novos métodos de preparo de amostra
para auxiliar o processo analitico. Dentro do processo de preparo de amostras, é
possivel destacar o desempenho dos métodos automatizados, que apresentam menor
erro estatistico comparado aos tradicionais, além de poupar o analista, evitando o seu
contato direto com reagentes e a longos periodos de trabalho. Para avaliar a
credibilidade destes novos métodos, garantindo que eles servirdo a funcdo proposta,
é realizada uma validacdo analitica, determinando as caracteristicas de performance
deles. Esse trabalho traz a proposta de automatizar, otimizar e validar um método
recente de extracao e pré-concentracao, a extracao sortiva em parede de vial (VWSE),
sendo um método eficiente, miniaturizado e limpo. Para as analises escolheu-se
trabalhar com um cromatografo gasoso multidimensional, pois, a sua utilizacdo traz
como vantagens a sensibilidade em baixas concentracdes, resolucdo e nivel de
informacdes obtidas. O presente trabalho teve como objetivo secundario desenvolver
o melhor procedimento de confeccdo dos dispositivos de VWSE e avaliar a
equivaléncia estatistica dos dispositivos preparados, além de avaliar a possibilidade
do seu uso em uma metodologia automatizada utilizando um protétipo de amostrador
automaético disponibilizado no laboratério do Centro Federal de Educacéo Tecnoldgica
de Minas Gerais. No estudo foi utilizado um padrdo de alcanos de concentracao
conhecida em solugbes de tetraidrofurano puro e em mistura com agua Mili-Q®. Os
dispositivos de VWSE foram preparados em cinco diferentes condi¢des utilizando um
torno mecanico e um protétipo desenvolvido para rotacionar os vials e revesti-los por
spin coating. A metodologia se mostrou eficiente e a sua automatizacéo viavel, com
os dispositivos VWSE confeccionados em torno mecanico a 250 rpm, horizontalmente
com secagem forcada por soprador de calor, apresentando os melhores resultados
dentre todos os dispositivos confeccionados. Diferentes vials preparados nessas
mesmas condi¢cdes apresentaram Otimos resultados, tendo equivaléncia estatistica
atestada pelos testes T e F realizados para cada alcano. A partir da avaliacdo da
viabilidade do método VWSE automatico, foi realizado a otimiza¢do dos parametros
envolvidos no processo, adotando entéo as condi¢des 6timas de 50 °C durante o todo
o preparo da amostra, 10 minutos de tempo de contato entre amostra e fase extratora,
5 minutos de tempo de dessorc¢éao liquida e 100 uL de solvente extrator utilizado. Com
o método entdo definido, foi realizada a validacdo parcial do método de VWSE
automatico para avaliar a sua eficiéncia, determinando a sua linearidade, precisao
(repetibilidade e reprodutibilidade), recuperacao (exatidéo) e limites de deteccédo e
quantificacdo. O método se mostrou com resposta linear, preciso e exato para a série
de alcanos de decano a octadecano, atigindo valores baixos de limite de deteccéo e
quantificacéo na faixa de pg L.

Palavras-chave: preparo de amostra, cromatografia, VWSE, automatizagéo, alcanos,
validacéo.



ABSTRACT
DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN AUTOMATIC ANALYTICAL METHOD
FOR SORPTIVE EXTRACTION ANALYSIS IN COMPREHENSIVE
MULTIDIMENSIONAL GAS CHROMATOGRAPHY

With the great technological advances related to the analysis methods and detectors
used to determine the analytes of a complex sample, the use of new sample
preparation methods has become increasingly necessary to aid the analytical process.
Within the sample preparation process, it is possible to highlight the performance of
automated methods, which present lower statistical error compared to traditional ones,
in addition to sparing the analyst, avoiding his direct contact with reagents and long
periods of work. To assess the credibility of these new methods, ensuring that they will
serve the proposed function, an analytical validation is carried out, determining their
performance characteristics. This work brings the proposal to automate, optimize and
validate a recent method of extraction and pre-concentration, the vial wall sorptive
extraction (VWSE), being an efficient, miniaturized, and clean method. For the
analyzes, it was chosen to work with a multidimensional gas chromatograph, since its
use brings the advantages of sensitivity at low concentrations, resolution and level of
information obtained. The present work also aimed to develop the best procedure for
making VWSE devices and to evaluate the statistical equivalence of the prepared
devices, in addition to evaluating the possibility of their use in an automated
methodology using a prototype of an automatic sampler available in the laboratory of
the Centro Federal de Educacéo Tecnologica Minas Gerais. In the study, a standard
of alkanes of known concentration was used in pure tetrahydrofuran solutions and in a
mixture with Mili-Q® water. The VWSE devices were prepared in five different
conditions using a lathe and a prototype developed to rotate the vials and spin coat
them. The methodology proved to be efficient and its automation viable, with the VWSE
devices made on a lathe at 250 rpm, horizontally with forced drying by a heat blower,
presenting the best results among all the devices made. Different vials prepared under
the same conditions showed excellent results, with statistical equivalence attested by
the T and F tests performed for each alkane. From the evaluation of the viability of the
automatic VWSE method, the optimization of the parameters involved in the process
was carried out, adopting the optimal conditions of 50 °C during the process, 10
minutes of contact time between sample and extractor phase, 5 minutes of of liquid
desorption and 100 uL of extracting solvent used. With the method then defined, a
partial validation of the automatic VWSE method was carried out to assess its
efficiency, determining its linearity, precision (repeatability and reproducibility),
recovery (accuracy) and limits of detection and quantification. The method showed a
linear, precise and exact response for the series of alkanes from decane to
octadecane, reaching low detection and quantification limit values in the range of

ugL-*

Keywords: sample preparation, cromatography, VWSE, automation, alkanes,
validation.
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1 INTRODUCAO

Grande parte das amostras que sdo analisadas em laboratorios de quimica
atualmente, sdo compostas de diferentes substancias. Essas misturas complexas
demandam por métodos poderosos de preparo e analise para obtencdo de um
resultado confiavel. Como destaque entre as técnicas de analise, ha a cromatografia,
a qual realiza a separacdo dos compostos da amostra a partir da diferenca da
interacdo destes com uma coluna de separacdo e entdo sao detectados por um
detector acoplado ao final da coluna cromatografica.

Conforme os detectores utilizados foram sendo aprimorados, foi descoberto
gue algumas amostras apresentam uma complexidade superior a capacidade de
separacao da cromatografia convencional. Para aumentar a capacidade de separacéo
foi entdo desenvolvida a cromatografia multidimensional, que adiciona novos critérios
de separacao, ou também chamados de dimensdes, para obter mais informacdes da
amostra aumentando a capacidade de resolucéo.

A cromatografia gasosa multidimensional abrangente (GCxGC) é composta
por duas colunas cromatogréaficas em sequéncia com um modulador na interface entre
elas. Este modulador é um dispositivo de extrema importancia que permite a injecao
do eluente de uma coluna na outra em forma de pulsos, o que evita a perda da
separacao que ja foi obtida na primeira coluna.

Mesmo com todo o potencial obtido com a cromatografia multidimensional,
ainda ha a desvantagem de algumas amostras necessitarem serem tratadas antes de
analisadas, pois sua injecao direta poderia apresentar muitos interferentes ou até
mesmo danificar 0 equipamento. Portanto, em grande parte das analises, se faz
necessario a adicdo de uma etapa analitica de extracdo dos analitos de suas matrizes
e ainda realizar a pré-concentracdo. H& muitas estratégias utilizadas para o preparo
de amostra, destacando-se o uso de dispositivos de extracao sortiva, fundamentadas
na microextracdo em fase sélida (SPME, do inglés solid phase micro extraction).

Apesar do preparo de amostras ser muito eficiente, aumentando a
detectabilidade e minimizando os efeitos de matriz, em um processo analitico o SPME
se torna um dos processos mais lentos e a adicdo de uma nova etapa pode tornar o
processo mais suscetivel a erros. Para contornar essas desvantagens, ha a
possibilidade de aplicacdo de novas tecnologias para automatizacao desse processo

gue permite a execugdo padronizada com mais rapidez e por longos periodos.

13



Com esse intuito de aumentar o nimero de processos automatizados na
quimica, ha um grande interesse em desenvolvimento de novos equipamentos que
possam modernizar o processo analitico de métodos j& consolidados e até mesmo de
recém desenvolvidos, aprimorando os resultados gerados e a sua confiabilidade.

Para poder determinar o potencial dos novos métodos que surgem nesses
desenvolvimentos é necessario a sua avaliacdo sistematica por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias das caracteristicas e do
comportamento desse método, atestando seu uso para os fins supostos. A essa

avaliacao sistematica é dada o nome de validac&o analitica.

14



2 OBJETIVO
Esse trabalho teve como objetivo geral desenvolver, otimizar e validar uma

metodologia de preparo de amostras automéatico utilizando um dispositivo de extracéo
sortiva denominado extracao sortiva em parede de vial (VWSE, do inglés vial wall
sorptive extraction). Com o intuito de desenvolver futuras pesquisas no tema, o
trabalho tem como objetivos especificos:

e Avaliar a melhor forma de confeccao dos dispositivos de VWSE.

e Avaliar o revestimento do dispositivo VWSE.

e Determinar as melhores condi¢cdes de uso da analise automatica.

e Determinar figuras de mérito referentes a metodologia para a sua validagéo e

avaliacao de desempenho.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Andlises cromatograficas

A maior parte das misturas existentes sao compostas de dezenas, centenas
e até milhares de compostos. Na analitica, é de extrema importancia a existéncia de
técnicas capazes de analisar essas misturas de substancias. Dentre as técnicas mais
comuns para tal analise, pode-se destacar a cromatografia como uma das mais
eficientes.

A cromatografia € uma técnica que efetua a separacado dos compostos da
mistura a partir da diferenca da interacdo de cada analito com o meio em que se
encontra. A partir desse principio, foi desenvolvida uma metodologia na qual a mistura
é transportada por um liquido ou gas, chamado de fase movel, através de uma coluna
revestida com um filme polimérico ou recheada com particulas porosas, a esse interior
da coluna e dado o nome de fase estacionaria. Os analitos interagem de forma
diferente com a fase estacionaria e até mesmo com a fase movel e assim séo
separados e podem ser detectados ao eluirem da coluna dada a diferenca do tempo
gue cada composto passa na coluna, como pode ser observado na Figura 1. [1]

Figura 1 — llustracdo de uma separacdo cromatogréfica. [1]
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Na cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography), a substancia
utilizada como fase movel € um gas inerte, também chamado de gas de arraste, com
a funcdo de apenas transportar os compostos pela coluna, através da fase
estacionaria. A separacdo dos compostos esta atrelada a diferenca do comportamento
de particdo dos compostos.

Conforme mais fase movel é adicionada a coluna, as moléculas do soluto
passam por uma série de transferéncias entre as fases movel e estacionéria,
particionando entre elas. Essas transferéncias entre fases acontecem, pois, as
moléculas sofrem um equilibrio de particdo, se distribuindo entre as fases segundo as
suas interac6es. Como os analitos s6 se movimentam quando se encontram na fase
movel, a sua velocidade média durante a corrida cromatogréfica depende da fracédo
de tempo em que passa nessa fase. Moléculas que interagem mais fortemente com a
fase estacionaria sofrerdo difusao e ficardo mais tempo retidas nessa fase em relacéo
a moléculas que interagem de maneira mais fraca. Essa diferenca no tempo que ficam
retidas leva a um distanciamento dos analitos ao longo da coluna, o que leva a sua
separacao. [2]

A fim de identificar as substancias que sdo separadas na técnica, € anexado
ao final da coluna um detector que seja adequado para os analitos em questao.
Existem diferentes detectores que podem ser aplicados conforme as caracteristicas e
propriedades das amostras analisadas. Dentre os detectores mais comuns, é
importante destacar o detector de ionizacdo em chama (FID, do inglés flame ionization
detector), detector amplamente utilizado desde o desenvolvimento da cromatografia
gasosa. O seu uso é justificado pelo baixo custo, manutencdo minima e facilitada,
Otima resposta a compostos organicos, alta sensibilidade, linearidade e por ser uma
técnica nédo seletiva, podendo ser utilizada para diversos compostos. [3]

No FID, os componentes que eluem da coluna cromatografica séo
introduzidos em uma chama de hidrogénio e ar gerada no detector. Conforme os
compostos da amostra queimam, sdo gerados ions que séao detectados por placas
coletoras, o sinal gerado pela deteccao € entdo aumentado e traduzido em informacao
na forma de cromatogramas. O desenho da montagem do FID pode ser observado na
Figura 2. [4]
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Figura 2 — Desenho da montagem de um FID. [2]
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3.2 Cromatografia multidimensional

<+— Coluna capilar

Com o avanco dos detectores e a sua melhora na capacidade de deteccao,
percebeu-se que muitas amostras ja estudadas antes, na verdade, sdo muito mais
complexas do que o havia sido presumido. Essa complexidade acaba por demandar
uma resolucdo aprimorada além da j& obtida com a cromatografia gasosa comum,
pois os analitos apresentam propriedades muito semelhantes, o que causa uma
coeluicdo deles, ou seja, a falta de resolugcéo entre os picos cromatograficos. Desta

forma, faz-se necesséario a adicdo de um novo critério de separagdo. Chamamos
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esses critérios de separacao utilizados de dimensdes e a partir da adicdo de novas
dimensdes, temos as técnicas multidimensionais. [5]

A cromatografia multidimensional abrangente é uma técnica que se utiliza de
duas colunas cromatograficas acopladas em sequéncia com um modulador na
interface entre as elas. O desenho esquematico do equipamento de cromatografia
multidimensional pode ser observado na Figura 3. Na primeira coluna a amostra passa
por uma separacdo cromatografica convencional e o eluente dessa primeira
separacéo é direcionada ao modulador onde tem sua banda cromatogréafica modulada
e comprimida e entéo injetada na segunda coluna, na qual é realizada uma separacao
mais rapida dado um comprimento menor desta segunda coluna. Desta forma, a
sensibilidade e resolucdo sao melhoradas significativamente em relagcdo a técnica
monodimensional. A ortogonalidade entre os mecanismos de separacdo de cada
coluna, ou seja, a diferenca no critério de separacao nas colunas, € estatisticamente
independente e fornece um resultado mais seletivo, capaz de separar amostras
complexas que eram limitadas na cromatografia gasosa de uma dimenséo (1D-GC,
do inglés one dimensional gas chromatography). [6]

Figura 3 — Desenho esquematico de um cromatografo multidimensional. [7]
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Os moduladores constituem a principal parte do equipamento de
cromatografia multidimensional, servindo de interface entre as duas colunas, o que
possibilita que o eluente da primeira seja injetado em formas de pulsos de bandas
estreitas na segunda, evitando assim, a perda da separacdo ja obtida na primeira

coluna. Esse processo de modulacdo pode ser observado na Figura 4. Os
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moduladores podem ser classificados em duas categorias, termais e 0os de controle
de valvulas. [8]

Figura 4 — Processo de modulag¢édo de um pico cromatografico com trés
componentes. [9]
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Para moduladores termais, 0 processo de isolamento, concentracao e injecao
do eluente da primeira coluna ocorre por meio do controle da temperatura do
modulador. O eluente da primeira coluna € concentrado em uma banda estreita no
modulador devido a uma baixa temperatura que retira energia cinética dos analitos.
Com um rapido pulso de calor, essa banda € remobilizada e segue adiante no
modulador. Para o caso de moduladores termais em dois estagios, a banda que foi
remobilizada encontra outra barreira de “ponto frio” enquanto mais eluente é
concentrado no inicio do modulador. Um segundo jato de calor injeta a banda dentro
do modulador enquanto o processo se repete. O desenho esquematico do
funcionamento de um modulador térmico em dois estagios pode ser observado na
Figura 5. Moduladores de estagio unico se diferem dos de dois estagios pela presenca
de apenas uma area de controle de temperatura, o que pode permitir a transferéncia
de analitos ndo focados em uma banda estreita durante a reinjecdo, fenébmeno

denominado “breakthrough”. [9]
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Figura 5 — Desenho esquemético de um modulador térmico em dois estagios. [9]
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Segunda dimensao

Os moduladores de controle de valvulas podem funcionar em dois modos, a
modulacdo de fluxo diferencial e a modulacdo de desvio de fluxo. A modulacéo de
fluxo diferencial € baseada no redirecionamento do fluxo de gas utilizado, fazendo
com que uma porc¢éao do eluente da primeira coluna seja coletada em pequenos ciclos
das valvulas dentro do modulador e entdo seja reinjetada rapidamente com um gas
de arraste independente a partir da mudanca do fluxo do ciclo, processo exemplificado
na Figura 6. Esse método apresenta certa limitacdo na fracdo de analitos que é
transferida de uma coluna para a outra, ndo transferindo todo o eluente da primeira

coluna. [10]
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Figura 6 — Funcionamento de um modulador de fluxo diferencial. [10]
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A modulacéo de desvio de fluxo, emprega o uso de valvulas solenoides que
controlam a pressao de gas e assim alteram a transferéncia do eluente entre colunas.
Quando o modulador esta no modo de coleta, o fluxo auxiliar se divide em preencher
a segunda coluna ao mesmo tempo que tem a funcéo de carrear o eluente da primeira
coluna para preencher um canal coletor, impedindo a sua entrada na segunda coluna
no tempo incorreto. No modo de inje¢éo, o sentido do fluxo auxiliar é alterado e agora
expulsa rapidamente o que estava armazenado no canal coletor para dentro da
segunda coluna. Diferentemente da modulacéo de fluxo diferencial, os fluxos das duas
colunas cromatograficas estdo conectados e comunicam um com 0O outro,
possibilitando a transferéncia de 100% do eluente da primeira coluna para a segunda.
Como exemplo de modulador de desvio de fluxo temos o modulador de tecnologia de
fluxo capilar (CFT, em inglés Capillary Flow Technology) da Agilent Technologies que
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resultou no aumento da utilizacdo deste tipo de moduladores. O desenho esquematico

do modulador CFT ¢é apresentado na Figura 7. [11][12]

Figura 7 — Desenho esquemético do funcionamento do CFT em (a) modo de coleta e

a)

(b) modo de injecao. [12]
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Pelo processo de modulacao, obtém-se um grande aumento na sensibilidade

devido a compresséo de picos que € realizada, permitindo a melhor visualizacéo dos

analitos e identificacdo de substancias coeluidas mantendo a separac¢ao realizada na

primeira coluna. Para a modulacédo por valvulas o processo € simplificado sem utilizar

de aditivos para resfriamento, o que torna a técnica mais barata e recomendada para

compostos menos termolabeis. [13]

Apesar de ser uma técnica relativamente nova, o desenvolvimento de

trabalhos utilizando GCxGC vem aumentando consideravelmente nos Gltimos anos. E

possivel destacar a adaptacdo de metodologias para utilizagdo do GCxGC em

diferentes ramos cujo amostras sédo demasiadamente complexas, como petroquimica,

forense e ambiental. [14]
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Em 2017, Kamatou e Viljoen realizaram um estudo comparativo para avaliar
a diferenca obtida para o uso da GCxGC e da 1D-GC para determinacéo de ésteres
metilicos de acidos graxos (FAME, do inglés Fatty Acid Methyl Esters) e 6leos de
palmeiras. Os pesquisadores constataram o aumento do poder de resolugcdo da
técnica multidimensional e consequentemente da detectabilidade, pois o numero de
FAMEs identificados na 1D-GC das amostras flutua em torno de 10 compostos
enquanto para 0 GCxGC, esse numero dobrou pela capacidade da técnica de separar
substancias que coeluiam no 1D-GC, além de apresentar uma melhor sensibilidade.
[15]

Para avaliar a utilizacdo do GCxGC com as técnicas mais utilizadas de
preparo de amostras, em 2020, Zhang e seus colaboradores realizaram um estudo
comparativo do perfilamento de compostos orgéanicos volateis (VOCS, do inglés
volatile organic compounds) de bebidas fermentadas por GCxGC com 0s seguintes
meétodos de preparo de amostra: Headspace dinamico, microextracao liquido-liquido
assistida por vortex, extragdo sortiva em barra magnética, extracdo em fase solida e
microextracdo em fase sdlida. Zhang evidencia também que o GCxGC é uma
excelente técnica para perfilamento de amostras dado a sua excelente capacidade de
separacao. Quando utilizado as técnicas de preparo de amostra, os resultados obtidos
sdo aprimorados, aumentando ainda mais o niamero de compostos identificados,

chegando a centenas de analitos em uma Unica amostra. [16]

3.3 Preparo de amostras

O desenvolvimento de novos métodos de andlise tem se tornado cada vez
mais desafiador nos ultimos anos devido a necessidade de se obter métodos que
apresentem alta confiabilidade, sensibilidade, robustez, tempo e transferéncia de
massa do analito. [17]

Com a crescente atencdo dada a separacdo analitica e a deteccao nos ultimos
tempos, os sistemas analiticos tiveram um grande desenvolvimento, o que fez os
analistas perceberem que o preparo de amostra é essencial para os métodos
analiticos modernos. Mesmo quando uma 6tima técnica analitica € aplicada, qualquer
erro no processamento da amostra leva a um erro substancial no resultado da analise.
Com os avancos tecnolégicos dos equipamentos de andlise, 0s instrumentos
passaram a ser muito sensiveis e por isso passaram a ter dificuldade de analisar

amostras complexas. Em grande parte das analises quimicas, a amostra que é
24



coletada ndo é adequada para uma determinacdo direta, precisando ser tratada
primeiro para uma nova forma que permita sua analise. Os principais problemas
encontrados em uma amostra bruta sdo a presenca de uma mistura complexa de
analitos que ndo permite uma analise seletiva e precisa, presenca de interferentes ou
efeitos da matriz.[18]

Um outro fator que levou ao desenvolvimento acelerado de novos métodos de
preparo de amostra foi a preocupagdo crescente da populagdo com aspectos
ambientais e da industria alimenticia para elevar a qualidade de vida, o que gerou uma
demanda maior por esse tipo de amostras com alta complexidade e uma pressao por
novas tecnologias para sua analise.[19]

O processo do método analitico pode ser simplificado em algumas poucas
etapas, sendo elas, a amostragem, preparacao da amostra e medi¢cdo. Dentre elas é
possivel destacar a preparacdo da amostra como a mais dispendiosa e demorada da
analise, e por isso, sdo dedicadas muitas pesquisas para o desenvolvimento de novos
métodos que possam auxiliar nessa etapa e seguir 0s principios da quimica verde,
buscando simplicidade, celeridade e utilizacdo de métodos e reagentes menos
agressivos ao meio ambiente e aos analistas.[20]

O preparo de amostra é de suma importancia para a obtencdo de bons
resultados e tem como obijetivos:

e Reduzir ou eliminar efeitos de matriz ou compostos ndo desejados

e Melhorar a seletividade do analito alvo

e Pré-concentrar a amostra para aumentar a sensibilidade

e Estabilizar a amostra, alterando-a para um solvente inerte [17]

Nos ultimos anos houve um répido desenvolvimento das técnicas
cromatograficas, tornando-as muito eficientes e com alto poder de deteccédo e
separacéo e por isso tem sido cada vez mais utilizadas para analises rotineiras e por
isso grande parte dos novos métodos de preparo de amostras desenvolvidos sédo
voltados para a cromatografia.[21]

O preparo de amostras se faz necessario na cromatografia por diversos
fatores, sendo eles: o aperfeicoamento da detectabilidade de analitos, a melhora do
perfil cromatografico e o isolamento de analitos de suas matrizes. [22]

Para a GC, o principal fator que acaba por demandar um preparo de amostras,

€ a necessidade de isolar os analitos de matrizes aquosas, pois estas acarretam
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danos ao equipamento como: sangramento da coluna, perda da capacidade de
separacdo, aumento do ruido, perda da reprodutividade e repetitividade, além de
poder contaminar o detector. [23]

O preparo de amostras cromatograficas tem se tornado cada vez mais
necessario em diversas areas, principalmente no controle de qualidade da area
alimenticia, no controle antidoping e analises ambientais. A razao dessa necessidade
surge a partir do elevado niumero de compostos que precisam ser determinados ou
entdo separados em uma unica corrida cromatogréafica, o baixo limite aceitavel de
algumas substancias controladas e evitar resultados incorretos e ndo confiaveis e a
analise de muitas amostras em um curto periodo. As caracteristicas desejaveis para
um preparo de amostras cromatogréfico incluem uma extracao eficiente e simultanea
de diferentes compostos e obtengcdo de um extrato limpo com alta transferéncia de

massas. [21]

3.3.1 Micro extracdo em fase solida (SPME)

O método de SPME, foi introduzida na década de 90 como uma nova
metodologia de amostragem e preparo de amostra. O SPME € considerado um dos
métodos mais populares e bem estabelecidas para o pré-tratamento e enriquecimento
de um amplo grupo de analitos de amostras complexas. O SPME foi desenvolvido
para atender a demanda de um método de preparo de amostra rapida. [24] [25] [26]

O dispositivo do SPME é semelhante a uma seringa modificada no qual a fibra
de silica, num formato cilindrico € conectada a um pequeno tubo de aco inoxidavel
para prover forca mecanica adicional ao dispositivo e poder realizar o0 movimento de
exposicao e retencdo da fibra, como observado na Figura 8. Durante o uso do SPME,
ao abaixar o embolo, a fibra € exposta como uma agulha de seringa a amostra em um
vial, onde ira ocorrer o equilibrio dos analitos com a fase estacionéaria aderida a fibra.
A fibra entdo é recolhida e novamente exposta no injetor do cromatografo para realizar

a dessorgéo dos compostos por temperatura. [27]
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Figura 8 — Desenho esquematico de um dispositivo de SPME. [23]
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O SPME pode ser utilizado de duas diferentes formas. Pela imerséo direta na
amostra, na qual os analitos sdo extraidos por contato direto da amostra com a fibra,
e pelo headspace, no qual a fibra é exposta na fase de vapor da amostra, para
extracdo dos volateis. [25]

Durante a exposicao, se o tempo for suficiente, um equilibrio de particdo
ocorre entre a matriz da amostra e a fase extratora, sendo a quantidade extraida
proporcional a quantidade de fase extratora e ao equilibrio atingido. Caso o SPME
seja realizado em um curto periodo, a cinética observada das condi¢des de conveccao
também deve ser considerada, e por isso se usado agitacdo durante a exposicao, a
quantidade de analito também € proporcional ao tempo de amostragem. [26]

Uma microextracao € definida pela pequena quantidade de fase extratora em
relacdo ao volume de amostra a ser utilizado. Isso possibilita a reducéo significativa
da quantidade de solventes utilizados enquanto obtém-se um bom resultado
comparado aos métodos convencionais. [28]

O método de SPME permite a combinagdo de amostragem e pré-
concentracdo em uma Unica etapa analitica, 0 que gera uma economia de tempo total
de analise, tornando-a mais simplificada e eliminando a necessidade do uso de
solventes. O SPME é um dos métodos mais eficientes para extracdo devido ao seu

elevado transporte de massa da amostra e baixo uso de solventes. [28]

27



Apesar de ser um método ja consolidada, o SPME continua sendo de grande
interesse por parte dos pesquisadores, seja para 0 seu aprimoramento ou para
desenvolvimento e validagdo de novas metodologias analiticas. Em 2019, Douny e
seus colaboradores propuseram um novo método para detec¢do de acidos graxos de
cadeia curta de amostras de um modelo gastrointestinal in vitro em GC utilizando
SPME automatico. O uso do SPME foi essencial para isolar os analitos e obter uma
boa resposta de deteccdo, determinando sete compostos com boa seletividade e
linearidade em uma Unica corrida de maneira rapida para diferentes tipos de amostras
obtidas, encontrando valores de limite de deteccdo para os sete compostos na faixa
de 8 a 72 mg L1, limites de quantificacédo de 16 a 144 mg L™ e valores de recuperacéo
na faixa de 97,7 a 122,4%. [29]

Também em 2019 Emmons e seus colaboradores fizeram um estudo sobre o
desenvolvimento e otimizacdo de um diferente dispositivo de SPME, nomeada
microextracdo em fase soélida com filme fino (TF-SPME, do inglés Thin Film Solid
Phase Microextraction), baseado no principio de reduzir a espessura do filme da fibra
do SPME e aumentar a sua area superficial, melhorando a capacidade e velocidade

de extracdo, obtendo melhores valores de transferéncia de massa. [28]

3.3.2 Extracéo sortiva em parede de vial (VWSE)

Como observado, o0 método de SPME €& uma op¢do muito atrativa para
amostragem principalmente pelo seu baixo volume de fase extratora e area superficial
relativamente alta. [30]

O fundamento do SPME ¢é o equilibrio de difusdo que ocorre entre a amostra
e a fase extratora. Para facilitar a difusdo na fase extratora, € necessario aumentar a
area superficial da extracdo, aumentando a sensibilidade, e diminuir o didametro da
fase para tornar o fendmeno de transporte de massa mais eficiente, levando menos
tempo para adsorcéo e dessorcao dos analitos. [28]

A partir dessa ideia de otimizacdo dos fendmenos de transferéncia de massa,
séo pensados novos dispositivos de amostragem por equilibrio, também chamados
de dispositivos de extracao sortiva, nos quais o revestimento com a fase extratora seja
diferente e apresente uma cinética de extracdo melhorada. Estudos tedricos sugerem

gue a amostragem com baixas espessuras de filme integradas a diferentes
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contéineres de amostra que possibilitam maior area superficial, podem levar a uma
analise simplificada e validada de diferentes analitos. [30]

Outro fator que leva aos estudos desses novos dispositivos é que a
sensibilidade do SPME pode ser relativamente baixa, devido ao pequeno volume de
fase extratora que reveste a fibra. [31]

Dentre os dispositivos de extracdo sortiva mais utilizados podemos citar a
extracdo sortiva em barra magnética (SBSE, do inglés Stirr Bar Sorptive Extraction),
dispositivo feito a partir do revestimento de uma barra de agitacdo magnética com
polidimetilsiloxano (PDMS). Apesar do aumento da quantidade de fase extratora e
assim o aumento também da sensibilidade, por conta da espessura da fase, 0 SBSE
apresenta tempos de adsorcao e dessor¢cao maiores que o de SPME comum, além
de ser necesséario uma grande quantidade de amostra para realizacdo do experimento
e uma quantidade consideravel de solvente para fazer a dessorc¢dao liquida. [28]

Seguindo esta linha de desenvolvimento, Wohleb e colaboradores (2003)
desenvolveram em um vial revestido com PDMS para ser utilizado em injecéo direta
no cromatografo apds o preparo da amostra. A este dispositivo, foi dado o nome de
extracdo direta por vial (DVE, do inglés Direct Vial Extraction). O vial revestido era
colocado anexado a uma tampa de teflon que era utilizada para fechar uma garrafa,
como mostrado na Figura 9. A amostra era colocada na garrafa que ficava variando
na posicao 0 e 45° para que o vial pudesse ser preenchido diversas vezes. O método
se mostrou viavel, apresentando recuperacdo de 90% dos analitos apds 8 horas,
porém ainda demandando uma grande quantidade de amostra, assim como o SBSE.
[32]
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Figura 9 — Desenho esquematico do dispositivo de DVE. [32]
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Para contornar os problemas do DVE e do SBSE, Kawaguchi e seus
colaboradores (2009) desenvolveram um novo método de preparo de amostras
denominado extracdo sortiva em parede de vial (VWSE). No dispositivo de VWSE, um
vial de tamanho convencional tem sua parede interna revestida com PDMS, como
mostrado na Figura 10. Por se tratar de um vial convencional, o uso da metodologia é
facilitado, permitindo a miniaturizacdo do método, utilizando pequenas quantidades
de amostra e solvente e possibilitando o uso do amostrador automéatico para injecéo
direta no equipamento de cromatografia. O método de VWSE apresentou um limite de
deteccdo de 0,1 ng mL* e limite de quantificacdo de 0,5 ng mL* de progesterona em
soro humano apo6s 30 minutos de equilibrio e 10 minutos de dessorcao liquida do
dispositivo. A recuperacéo observada foi de 97,9%. Em relagdo ao SBSE, o VWSE se
mostrou mais simples, rapido e com maior sensibilidade, além da propria

miniaturizacao. [31]
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Figura 10 — Desenho esquematico do dispositivo de VWSE. [31]
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3.4 Automacdo em quimica

Os métodos classicos da quimica analitica vém sendo melhorados e até
mesmo substituidos por novos métodos instrumentais ao longo dos ultimos anos,
acompanhando o progresso nas areas da fisica, eletrbnica, mecanica e computacao.
As novas tecnologias que sao desenvolvidas nessas areas sdo prontamente aplicadas
para gerar aprimoramentos em equipamentos que ja sao utilizados ou até mesmo criar
instrumentos para auxiliar o processo laboratorial oferecendo solugdes com maior
sensibilidade, robustez e celeridade. [33]

Dentre as tecnologias desenvolvidas, observa-se uma tendéncia cada vez
maior da aplicacdo de robds e microprocessadores combinados para uma
instrumentacdo automatizada, aplicada principalmente no preparo de amostras e
reagentes e na aquisicdo de dados. [33]

A automacao é definida como a integracao de diferentes conhecimentos para
realizar afazeres rotineiros autonomamente a fim de facilitar a sua execucéo. Para a
guimica, isso é aplicado na rotina laboratorial ou em grandes industrias, garantindo
um processo rapido e eficaz. Por ser realizado de forma padronizada por maquinas, o
processo tende a ndo ocorréncia de erros operacionais, um dos principais problemas
de um processo manual, assegurando assim maior preciséo. [34]

As vantagens da automacao relacionadas a substituicio da mé&o de obra
humana pelos novos métodos automaticos se estendem também a seguranga, pois
permite a execucéo de tarefas mais perigosas e extenuantes, sem a acgao direta do

analista, poupando-o. Ha também a vantagem de otimizacdo das metodologias de
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analise, obtendo maior rendimento, qualidade, robustez de processos, consisténcia
da producao, reducdo de custos e despesas. Apesar dos inUmeros pontos positivos
da automacao quimica, ha uma grande desvantagem atribuida ao seu elevado custo
de implantagéo e desenvolvimento. [35]

Os estudos de automacao tém se tornado cada vez mais importantes pelo
desenvolvimento de métodos que podem ser aplicadas diretamente na inddstria, tanto
no processo industrial quanto nos métodos de andlise do controle de qualidade. Uma
tecnologia desenvolvida recentemente de grande uso para quimica foi o
desenvolvimento do SPME automético que tornou os resultados ainda mais
confiaveis, reprodutivos e reduziu quantidade de fibras danificadas ao longo dos
processos. Em 2012, Barros e seus colaboradores realizaram um estudo de
desenvolvimento e validacdo de uma metodologia de andlise de volateis em vinho a
partir do uso de SPME headspace automatico. A partir da otimizacdo do método, os
resultados obtidos foram muito bons, apresentando 6tima resposta de linearidade para
grandes faixas de concentracao, limites de deteccao e quantificacdo na faixa de ug L
1., Os valores obtidos para precisdo e exatiddo ndo excederam um erro de 15%,
considerando a baixa concentracdo utilizada nos experimentos, um resultado que
evidencia a vantagem do uso de métodos automatizadas. [36]

Em 2020, Figueiredo e seus colaboradores desenvolveram um estudo para
utilizacdo do Arduino para automatizacdo da medicdo em andlises fisico-quimicas,
obtendo sucesso na prototipagem de um modelo para injecédo e pré-concentracao da
amostra de maneira automatica para analises fotométricas, eletroanaliticas e medicéo
de umidade atingindo forte correlacdo linear entre o volume injetado e a massa
acumulada no sistema. O sistema foi capaz ainda de fornecer gréficos satisfatérios
que permitem a determinacdo de concentracdes e propriedades de amostras

desconhecidas. [37]

3.5 Validagé&o analitica

Com o desenvolvimento de novos métodos analiticos, surgiu a necessidade
de avaliar a credibilidade destes métodos, garantindo que o método servira a fungéo
proposta ou seguird alguma legislacdo vigente. A esse processo de demonstrar e
confirmar as caracteristicas da performance de um meétodo, se da o nome de

validacéo. [38]
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O processo de garantia de qualidade de laboratorios utiliza entdo dos métodos

de validacdo estipulados por grandes o6rgdos de acreditacdo, como Anvisa e

INMETRO aqui no Brasil, para investigar se os resultados obtidos durante a utilizacao

de um método sdo aceitaveis e confiaveis, sempre gerando dados de alta qualidade.

[39]

Para realizar entdo a validacdo de um novo método, sdo avaliados varios

parametros a depender do tipo de técnica empregada e dos fins para quais o0 método

for utilizado. Dentre os parametros validados pode-se citar a linearidade, a preciséo,

a exatidao e os limites de deteccéo e quantificacdo. Segundo a RDC n° 166 de 2017

da Anvisa, que estabelece critérios para a validacdo de métodos analiticos, esses

parametros podem ser definidos por: [40]

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a
concentracédo de um analito em uma amostra. [40]

A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por
meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no
método analitico a ser validado e deve ser expressdo por meio da
repetibilidade e da precisao intermediaria. [40]

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau
de concordéancia entre os resultados individuais do método em estudo
em relacdo a um valor aceito como verdadeiro e deve ser expressa
pela relacdo percentual de recuperacdo do analito de concentracéo
conhecida adicionado a amostra ou pela relacdo entre concentracao
média experimental e a concentracgéo tedrica. [40]

O limite de deteccao deve ser demonstrado pela obtencdo da menor
guantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém, ndo necessariamente quantificado, sob as
condi¢cBes experimentais estabelecidas. [40]

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com preciséo e exatiddo aceitaveis

sob as condi¢Oes experimentais estabelecidas. [40]
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4 METODOLOGIA

Todos os equipamentos e vidrarias utilizadas para o desenvolvimento desse
trabalho foram disponibilizados pelo laboratério IntechLab do CEFET-MG, e se
encontram no prédio escolar do Campus Nova Gameleira do CEFET-MG em Belo

Horizonte.

4.1 Preparo do dispositivo de VWSE

Os vials revestidos foram preparados com base nha metodologia de Kawaguchi
[31] e Oliveira [23], utilizando vials convencionais de cromatografia de 2,0 mL
(tamanho) da marca Agilent e realizando uma extracdo de PDMS, que sera utilizado
no revestimento do dispositivo. Os vials foram previamente lavados com agua Mili-Q®
em ultrassonificacdo (lavadora ultrassénica L-220 da Schuster, com capacidade de
1,0 L e frequéncia de 20 kHz) por dois ciclos de 30 minutos a 50 °C. Apés a lavagem,
houve a secagem em estufa de secagem e esterilizagdo (marca Solab SL-100) por 30
minutos a 100 °C, a massa dos vials foram medidas e anotadas. Ap6s a limpeza
completa, foram realizadas as etapas de extracdo do PDMS, revestimento dos vials

por spin coating e secagem do tolueno residual.

4.1.1 Extragdo do PDMS

A extracdo do PDMS ocorreu a partir do preparo de uma solucdo adicionando
cerca de 5,0 g de um adesivo comercial de silicone (Silicone Acético Branco —
Tekbond. Composicao: Polidimetilsiloxano; Metiltriacetdxisilano; &cido acético; silica;
dimetilsiloxilano hidroxiterminado) em 25,0 mL de Tolueno P.A. (marca: Neon e lote:
49784). A mistura foi homogeneizada em agitador magnético durante trés horas a
300 rpm e temperatura ambiente e foi posteriormente centrifugada a 14000 rpm por 2
minutos em uma centrifuga Eppendorf modelo 5410. Apés a decantacdo, o
sobrenadante foi separado e reservado por 72 horas a temperatura ambiente. Ap6s o
tempo de espera, uma fracao da solucéo foi transferida em uma placa de Petri, para
obtencdo de um filme, a placa de Petri sofreu tratamento térmico a 150 °C em estufa
por 48 horas e entdo levada para caracterizacdo. O restante da solucao foi levado

para a etapa de revestimento dos vials.
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4.1.2 Caracterizacao por analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi realizada no Laboratorio de Caracterizacao de
Materiais no Campus Nova Gameleira do CEFET-MG, no equipamento Shimadzu
DTG-60H nas seguintes condi¢gdes, massa: 10 mg; gas: nitrogénio; vazao: 50 mL min
1. taxa de aguecimento: 10 °C mint; temperatura inicial: 25 °C; temperatura final: 900
°C.

4.1.3 Caracterizacao por espectroscopia na regiao do infravermelho

A analise espectroscopica na regido do infravermelho foi realizada no
Laboratorio de Caracterizagdo de Materiais no Campus Nova Gameleira do CEFET-
MG, no equipamento da Shimadzu Corporation, modelo IRPrestige-21, com
transformada de Fourier FTIR-8400S e acessorio ATR, nas seguintes condicdes,
preparo de amostra: reflectancia total atenuada (ATR); e faixa de trabalho 4000 — 400

cmt.

4.1.4 Revestimento do vial

Para o revestimento do vial, foram usados 200 pL da solugdo de PDMS
extraido e os seguintes equipamentos: um torno mecanico da FortG, modelo FG004-
BV20L, um soprador de calor para aquecimento externo da Worker, modelo
STW1500-460060, e um protétipo desenvolvido pelos pesquisadores do IntechLab e
adaptado para a rotacdo do vial na posicao vertical e horizontal (Figura 11), utilizado

para realizar a evaporacao do solvente a temperatura ambiente.
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Figura 11 — Fotografia do prototipo de spin coating, adaptado para vials em posicao
a) vertical e b) horizontal.
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Os experimentos de confec¢ao dos vials revestidos foram realizados em cinco
condicBes de operacao diferentes, destacados no Quadro 1.

Quadro 1 — Diferentes condicdes de experimento de revestimento.

Método Equipamento utilizado Rotacao Tempo da
operagéo
1 Torno mecéanico com auxilio de 250 rpm 5 minutos

soprador de calor externo

2 Torno mecanico com auxilio de 390 rpm 5 minutos

soprador de calor externo

3 Torno mecéanico com auxilio de 1080 rpm 5 minutos

soprador de calor externo

Protatipo IntechLab na posicéo

4 _ 3600 rpm 24 horas
vertical
Protétipo IntechLab na posicéo
5 _ 600 rpm 24 horas
horizontal
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Apo6s a secagem do filme depositado, os vials confeccionados foram levados
para tratamento térmico em estufa a 150 °C por 48 horas para vaporizacao total do
tolueno e cura do polimero.

Foram medidas as massas dos vials posteriormente ao processo de
revestimento, e ao final do tratamento na estufa para comparacdo das massas

depositadas em relagdo a massa inicial.

4.2 Preparo de solucéo estoque de alcanos

A solucéo foi preparada a partir de um padréo liquido da Agilent Technologies,
de mistura de alcanos em diferentes concentragdes, sendo eles: pentano 8,800%
(C5), hexano 4,700% (C6), heptano 4,800% (C7), octano 4,900% (C8), nonano
5,100% (C9), decano 10,325% (C10), undecano 5,200% (C11), dodecano 21,125%
(C12), tetradecano 10,825% (C14), pentadecano 5,400% (C15), hexadecano
10,925% (C16), heptadecano 5,500% (C17) e octadecano 2,400% (C18). A solugéao
estoque foi preparada a partir da transferéncia de 304 pL da solucdo padrao para um
baldo volumétrico de 100 mL em tetraidrofurano HPLC (THF), a fim de garantir a
solubilizacdo do padrdo de alcanos e facilitar sua homogeneizacdo com agua. A
solucdo foi transferida em um frasco de vidro ambar, hermeticamente fechada e
devidamente identificado. As demais solu¢cbes foram preparadas a partir dessa
solucdo, porém, em matriz aquosa (mistura 50% THF e agua Mili-Q®).

4.3 Analise cromatografica GCxGC-FID

Para realizacdo da analise das amostras de alcanos, foi utilizado um
cromatdgrafo gasoso Agilent Technologies 8890 configurado para utilizacdo em
cromatografia multidimensional, dispondo de uma coluna capilar DB-5MS de 20,0 m
de comprimento, 0,180 mm de diametro interno e 0,18 um de espessura de filme como
primeira coluna, uma coluna capilar HP-INNOWAX de 5,0 m de comprimento, 0,250
mm de diametro interno e 0,15 um de espessura de filme e um detector FID. As
condicdes definidas para a realizagdo das andlises cromatograficas foram as
seguintes: hidrogénio como géas de arraste, com fluxo de 0,5 mL min-! na primeira
coluna e 22 mL min! na segunda coluna; temperatura do injetor de 250 °C, modo de
injecao splitless; aguecimento com temperatura programada inicial de 50 °C por 1 min,

aumento de 8 °C mint até 226 °C; detector FID ajustado com fluxo de hidrogénio 40
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mL min-! e fluxo de ar sintético 450 mL mint, com nitrogénio como gas de make-up

com fluxo 30 mL min, e temperatura da chama de 300 °C

4.3.1 Desenvolvimento de metodologia de preparo de amostra automatico utilizando
o VWSE

Para avaliar a amostra sem realizacdo do seu preparo pelo VWSE, foi
realizada a andlise direta em GCxGC de uma solugéo dos alcanos 1 parte por milhdo
(ppm, mg L) do alcano menos concentrado (C18) em THF.

O preparo da amostra foi realizado empregando um protétipo de preparador
amostral automatico para analise cromatografica, desenvolvido por Lopes em 2022
[35] (Figura 12). O dispositivo VWSE € posicionado no bloco reacional e a amostra no
suporte de frascos, onde também estéo dispostos um vial com solvente a ser utilizado

e um vial com insert de 300 pL para a coleta da amostra para injecdo no cromatografo.

Figura 12 - Desenho do protétipo do preparador amostral automatico. [35]
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O processo de preparo de amostra utilizando o preparador automético ocorre

em trés etapas, a extracao dos analitos, dessorc¢ao liquida e limpeza do VWSE.
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A extracdo dos analitos é realizada a partir da transferéncia de 1,0 mL da
amostra para o VWSE que sofre agitacao por 30 minutos. Apds o tempo de extracao,
a amostra no VWSE ¢é descartada e entdo 500 pL de solvente sdo despejados no
VWSE para realizar a dessorc¢ao liquida sob 10 minutos de agitacao.

Ao fim da dessorcéo liquida, séo realizadas duas limpezas em sequéncia com
agua Mili-Q® e ciclohexano, cada uma por 10 minutos sob agitacdo. Todas essas
etapas ocorrem sob aquecimento de 50 °C. Ao final do processo, o vial do VWSE é
levado para tratamento térmico em estufa a 150 °C por 10 minutos. O extrato obtido
na dessorcao liquida é levado para anélise cromatografica.

Foram realizados entdo os seguintes testes, dispostos no Quadro 2:

Quadro 2 — Diferentes condicfes de experimento com VWSE automatico.

Teste Amostra Solvente Extracdo dos analitos
usado na
dessorcéo
A 1 ppm em THF/4gua Ciclohexano 30 minutos, 1 extragéo
50%
B 1 ppm em THF/4gua Metanol 30 minutos, 1 extragéo
50%
C 1 ppm em THF/agua Acetonitrila 30 minutos, 1 extracéo
50%
D 1 ppm em THF/4gua Ciclohexano 2 extracdes de 15
50% minutos, total 30
minutos

4.4 Avaliacao da melhor condicdo de confeccéo dos vials

Para realizar a avaliacdo de qual o melhor método de confeccéo, utilizou-se
uma solucéo de 1 ppm do alcano menos concentrado (C18) em 50% de agua e THF,
a ser preparada e analisada em triplicata em cada vial. Foram avaliadas as médias e
variancias obtidas para cada substancia da amostra para deducéo do resultado com

maiores valores de média e menores variancias.

4.5 Avaliacdo da equivaléncia dos vials produzidos
O vial produzido a partir do método de confeccao que apresentou os melhores

resultados foi entdo confeccionado novamente para obtencdo de trés vials
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semelhantes. Para avaliar a equivaléncia entre os vials produzidos por uma mesma
metodologia, utilizou-se uma solucéo de 1 ppm do alcano menos concentrado (C18)
em 50% de 4gua e THF, foram realizadas triplicatas para cada vial. Com os resultados
obtidos, foram realizados teste T, para medir a equivaléncia das médias, e teste F

para as variancias.

4.6 Otimizacdo de parametros do método de extracdo e pré-concentracao
VWSE

O VWSE foi aplicado empregando a metodologia desenvolvida para o preparo
de amostra automatico, tendo o volume de amostra utilizado sendo fixado em 1,0 mL.
O método foi aplicado diretamente a amostra, portanto, o primeiro parametro a ser
otimizado € o tempo de contato da matriz aquosa com a fase extratora. Foram
testados os tempos de 2,5; 5; 10; 15; 20 e 25 minutos.

Para a dessorgdo liquida, foi realizada a otimizacdo dos parédmetros de
volume de solvente utilizado e tempo de contato do solvente extrator com a fase
extratora saturada. Foram testados os volumes de 100; 150; 300 e 500 uL e os tempos
de 2,5; 5; 7,5; 10 e 15 minutos.

Por fim foram testadas diferentes temperaturas a qual o processo foi
submetido, sendo testado a 25; 37,5 e 50 °C.

4.7 Parametros de validacéo analitica do VWSE

A validacdo do método seguiu os critérios definidos no “Formulario Padrao:
Planilha para verificacdo e validacdo de métodos” do INMETRO. Os parametros
avaliados foram: Linearidade, repetibilidade, tendéncia de recuperacdo, precisdo

intermediéria, limite de deteccédo e limite de quantificacao.

4.7.1 Linearidade

Para avaliar a linearidade do método, foram analisados padrées de alcanos
em diferentes concentragdes, tomando a concentragcdo do menos concentrado (C18)
como referencial. Foi realizada uma triplicata das solu¢cdes nas concentracoes de C18
de 0,200; 0,400; 0,600; 0,800; 1,000 e 1,300 mg L, obtendo uma regresséo linear.
Também foram realizados testes estatisticos de residuos e o teste de Cochran para

avaliar a homoscedasticidade.
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4.7.2 Precisao (repetibilidade) e precisédo intermediaria

Para avaliar a repetibilidade, foram analisadas seis réplicas em um mesmo
dia das solugdes nas concentragdes de C18 de 0,400 (nivel baixo); 0,600 (nivel médio)
e 0,800 mg L (nivel alto). Os ensaios foram repetidos quatro dias depois para avaliar

a precisdo intermediaria ao comparar os resultados obtidos em diferentes condicdes.

4.7.3 Tendéncia de recuperacao

Para avaliar a tendéncia de recuperacdao, os valores de concentracao obtidos
nos testes de repetibilidade para o nivel baixo, médio e alto, foram comparados ao
valor referencial da concentracdo tedrica de cada solucdo, obtendo a recuperacéo a
partir da razao entre concentragcdo calculada e concentracao tedrica.

~ CONCcqlculada
Recuperacao (%) = ——  * 100
CONCteorica

4.7.4 Limites de deteccédo e quantificacao

Para determinar os limites de deteccéo e quantificagéo, foram analisados 10
brancos de ciclohexano que foram tratadas pelo método utilizando VWSE. Através
dos valores encontrados de volume ruido nos tempos de retencdo nos quais seriam
detectados os alcanos, foram calculados os limites de deteccao e quantificacéo, sendo
o limite de deteccéo calculado a partir do valor encontrado referente a concentracéo
obtida através da regresséao linear do teste de linearidade utilizando o volume ruido,
acrescido do valor de t na distribuicéo bicaudal de t-Studant para 95% de confianca e
9 graus de liberdade que multiplica o desvio padréo obtido para as concentra¢cdes dos

volumes ruido.

LD = CONC.yolume rul’d0+ t* Sconcentra(;()es calculadas a partir dos volumes ruido

O limite de quantificacao foi calculado a partir do valor encontrado referente a
concentracdo obtida através da regressao linear do teste de linearidade utilizando o
volume ruido, acrescido de dez vezes o desvio padréo obtido para as concentracdes

dos volumes ruido.

LQ = CONC.yolume ruido + 10 * Sconcentra(;()es calculadas a partir dos volumes ruido
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo do trabalho seréo apresentados todos os resultados obtidos
para o projeto proposto. Nas prOximas paginas estardo dispostos os dados de:
caracterizagcdo do PDMS extraido para revestimento dos dispositivos de VWSE por
analise termogravimétrica e espectroscopia ha regiao do infravermelho, avaliagdo dos
dispositivos produzidos, resultados do desenvolvimento da metodologia de preparo
de amostra por VWSE automatico, a avaliacdo do melhor método de confec¢édo do
VWSE e da equivaléncia dos dispositivos produzidos por uma mesma metodologia.

5.1 Caracterizacdo do PDMS utilizado no revestimento

A fim de se certificar a presenga de PDMS na cola de silicone utilizada, foi
preparado um filme polimérico com o extrato obtido de tolueno a partir da cola. Esse
filme polimérico foi preparado em uma placa de Petri e levado para analise
espectrométrica na regido do infravermelho e termogravimétrica. Na andlise do
infravermelho, o objetivo era verificar a presenca de grupos funcionais caracteristicos
do PDMS e realizar a comparacdo com os espectros obtidos em trabalhos anteriores
de pesquisadores do IntechLab, pois no banco de dados NIST ndo ha padrao de
referéncia para o PDMS. Na Figura 13 é apresentado o espectro obtido para o filme
polimérico analisado.

As bandas caracteristicas para o PDMS sao referentes as vibracbes das
ligacdes com o silicio, que ocorrem em torno de 1200, 1080 e 802 cm™t, sendo a banda
de 1200 referente a vibracao de deformacéo angulares simétrica C —H na ligacdo com
Si — CHs. A banda de 1080 cm™ é associada ao estiramento assimétrico Si — O — Si.
Por fim, a banda em 802 cm™ indica o estiramento da ligacdo Si — CH. E possivel
observar também um conjunto de bandas em torno de 2900 cm que sé&o
caracteristicas das vibracfes axiais simétricas e assimétricas de atomos de hidrogénio

ligados aos carbonos sps. [23]
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Figuras 13 — Espectro de infravermelho obtido para a amostra de PDMS.
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Para a andlise termogravimétrica do filme de PDMS (Figura 14) é possivel

observar, com a 12 derivada (DTGA), que ha duas perdas de massa, a primeira em
torno de 390 °C e a segunda por volta de 460 °C. Essas perdas sao referentes ao
inicio da degradacéo oxidativa do PDMS e a degradacdo completa até o ndcleo de
silica. [41]
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Figura 14 — Analise termogravimétrica da amostra de PDMS.
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A partir da comparacédo do infravermelho e da termogravimetria obtidos com
os realizados por Oliveira em 2021 [23] para caracterizacdo do PDMS, é possivel

confirmar que se tratar do mesmo polimero.

5.2 Desenvolvimento de metodologia de preparo de amostra automatico
utilizando o VWSE

Em relacdo a analise cromatogréfica, buscou-se desenvolver um método em
que houvesse melhor resolugcdo entre os compostos e definicho dos picos
cromatograficos dos alcanos. O GCxGC foi escolhido como técnica para analise por
seu alto poder de resolucao e detectabilidade, pois dessa forma € possivel avaliar com
maior confianca quantos compostos estdo sendo extraidos, se ha perda da fase
extratora na analise e detectar quantidades muito baixas de analitos. [6]

A partir da definicdo das condi¢des de uso do preparador amostral automatico,
a fim de escolher o melhor solvente a ser utilizado como extrator da dessorc¢éo liquida
foram realizados os testes A, B e C. Nestes testes foram analisados também o
solvente puro e o branco do método, ou seja, analise do solvente a ser utilizado apos
passar por todo o processo analitico como controle. Os brancos do método e o0s

cromatogramas obtidos para os solventes puros sao equivalentes, apresentando o0s
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mesmos picos com intensidade semelhante. Na Figura 15 é possivel observar o
cromatograma obtido no teste A, o perfil cromatografico da amostra de alcanos e o
branco do ciclohexano. O perfil obtido é satisfatério com uma boa separacdo dos

compostos.

Figura 15 — Cromatograma obtido para o experimento A (a) e o branco do
ciclohexano (b).
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cromatograma que séo referentes a impurezas presentes no solvente utilizado pois o
cromatograma do teste B e o branco do ciclohexano sdo equivalentes a ndo ser pelos
picos dos analitos do teste. Essas varias impurezas encontradas sao justificadas pelo
uso de solventes P.A. e ndo de grau analitico, porém estdo em concentracfes
baixissimas e s6 foram detectadas pela alta detectabilidade do GCxGC e sua

modulacdo que é capaz de aumentar muito os sinais obtidos. [9]
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Na Figura 16 é possivel observar o cromatograma obtido no teste B, o perfil
cromatografico da amostra de alcanos e o branco do metanol. O comportamento
referente as impurezas do solvente também é observado. O perfil dos alcanos é
mantido, porém com intensidade reduzida, demonstrando uma menor capacidade de
extracdo dos analitos do PDMS, resultado esse esperado pelo carater apolar dos
analitos que tem uma atracdo maior pelo polimero do que por um solvente polar.

Figura 16 — Cromatograma obtido para o experimento B (a) e o branco do metanol
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Na Figura 17, é possivel observar o cromatograma do teste C e o branco da
acetonitrila. O comportamento referente as impurezas do solvente também é
observado. Apesar da acetonitrila poder ser considerada de mesopolaridade
(polaridade média) e ser esperada uma extragdo aprimorada dos alcanos do PDMS
em relacdo ao metanol, isso ndo foi observado. Néo foi possivel enxergar os alcanos

no extrato obtido com acetonitrila.
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Figura 17 — Cromatograma obtido para o experimento C (a) e o branco da
acetonitrila(b).
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A partir esses resultados, foi possivel definir que o ciclohexano devidd asua
apolaridade foi o solvente que obteve a melhor resposta de extracdo dos alcanos
adsorvidos pelo PDMS no dispositivo de VWSE. Porém os valores obtidos de volume
dos picos para o experimento A em relacdo ao padrdo analisado diretamente sem a
realizacéo do preparo de amostras foram inferiores, como pode ser visto na Tabela 1,
gue apresenta a comparacao dos valores obtidos de volume para o pico referente ao

C12, sendo esse o de maior intensidade, em todos 0s experimentos.
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Tabela 1 — Volumes obtidos para os picos de C12 nos experimentos.

Teste Volume do pico do C12
Amostra sem tratamento 49178,0000
A 14764,6797
B 11647,4083
C Nao ha

Podemos observar que apesar da aplicacdo do método de preparo com o
VWSE nos testes A, B e C para isolamento dos analitos de uma matriz aquosa, 0s
valores obtidos eram bem inferiores aos obtidos para a inje¢éo direta de uma amostra
de mesma concentracdo em matriz 100% THF. Para contornar esse efeito observado,
foi realizado um novo teste, denominado teste D, para avaliacdo do efeito do
particionamento da extracdo de 30 minutos em duas extracdes subsequentes de 15
minutos. O cromatograma referente a este teste pode ser observado na figura 18.

Figura 18 — Cromatograma obtido para o experimento D.

4.11E3

O valor de volume obtido para C12 nas condicdes do teste D foi de
73031,4038. Esse resultado corrobora para evidenciar a aplicabilidade do método do
VWSE para preparo de amostra, unindo as etapas de amostragem, isolamento da
matriz e pré-concentracdo. Esse efeito pode ser explicado pela difusdo que ocorre na
superficie dos poros do PDMS, como ha a renovacdo da amostra a partir da segunda
extracao, a solucéo torna-se novamente mais concentrada que o ambiente do interior
dos poros, aumentando a difusdo dos analitos para a adsor¢ao no polimero. [2]
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5.3 Avaliacdo dos diferentes métodos de revestimento do vial

A fim de avaliar o processo de revestimento do VWSE, foram comparadas as
massas dos dispositivos antes e depois do processo de revestimento, para definir a
quantidade de PDMS depositada em cada metodologia. As massas obtidas estao
organizadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Massas obtidas para os vials durante o processo de revestimento.

Método de | Massa inicial | Massa apos Massa apos Massa de PDMS
revestimento do vial revestimento | tratamento térmico depositada
1 2,057 g 2,091¢ 2,068 g 11 mg
2 2,026 g 2,049 g 2,036 g 10 mg
3 2,036 g 2,054 ¢ 2,048 g 12 mg
4 2,030¢ 2,051 g 2,043 g 13 mg
5 2,034 g 2,059 ¢ 2,047 g 13 mg

A massa depositada de PDMS nos dispositivos foram muito proximas, que
mostra boa reprodutibilidade em relagdo a quantidade de fase extratora com que o
VWSE é revestido, pois a quantidade da solu¢cdo de PDMS utilizada em todos os
meétodos de deposicéo foi igual.

A éarea da superficie revestida calculada experimentalmente foi de
aproximadamente 486,95 mm? e sendo a densidade média do PDMS
aproximadamente 965 kg m3, temos que o volume aproximado do revestimento de
PDMS é 13,47 mm?® e a espessura calculada para o filme de 27,66 um. O valor esta
dentro do esperado quando compara ao trabalho de Oliveira, que avaliou a espessura
do filme de PDMS obtido em condi¢cdes semelhantes para revestimento de um liner
cromatografico por microscopia. [23]

Para comparar a acdo extratora desses dispositivos e observar a diferenca
gue os métodos de confeccdo causam na forma que ocorre o revestimento, foi
realizada uma avaliacdo da matriz de dados obtidas e comparou-se graficamente os
resultados das triplicatas da amostragem com cada vial. Na Tabela 3 é apresentada
a matriz de dados obtida nas triplicatas e na Figura 19 € possivel observar que para
as meédias obtidas para os alcanos analisados, o vial 1, confeccionado no torno
mecanico a 250 rpm e com soprador de calor perpendicular ao vial, apresentaram
melhor resposta geral e por isso foi definido como o melhor método de confecgéo.
Essas diferencas observadas entre os vials mesmo com um volume de fase extratora
semelhante pode ser devido a forma com que ocorreu o revestimento, que altera tanto
a area que é revestida pelo PDMS quanto a espessura desse filme, que impactam

diretamente na mecénica de trapeamento dos analitos.
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Tabela 3 — Resultados obtidos para avaliacdo do melhor método de confeccéo.

Método 1 - torno mecéanico/soprador de calor 250 rpm

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio CcVv
C9 23285,938 24885,4917 22739,745 23637,0581 1115,13294 4,72%
C10 32573,94 30703,2139  30450,8271 31242,6602 1159,80749 3,71%
Cl1 24098,294 28071,4514  24706,9698 25625,5719 2139,94543 8,35%
C12 76379,352 68876,2727 73624,0533 72959,8926 3795,37623 5,20%
Cl4 49458,918 49333,2203 51164,6191 49985,5859 1023,00509 2,05%
C15 28798,938 28392,1646  33649,5403 30280,2142 2925,00166 9,66%
C16 55366,358 51584,5802  55255,9101 54068,9494 2152,23548 3,98%
Cc17 32632,093 32445,1429  34362,6351 33146,6236 1057,2372 3,19%
C18 18433,432 21343,5698 20748,9146 20175,3056 1537,52904 7,62%

Método 2 - torno mecéanico/soprador de calor 390 rpm

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio cv
C9 19634,29 22891,1069 23199,2668 21908,2213 1975,3007 9,02%
C10 26051,613 28008,5042 26983,5146 27014,5441 978,814345 3,62%
C11 24008,77 21331,9295 22804,3585 22715,0193 1340,65465 5,90%
C12 64751,409 62317,9554  67480,9247 64850,0964 2582,89903 3,98%
Cl4 47574,603 43711,997 50160,2111 47148,9371 3245,11325 6,88%
C15 28777,571 26740,7997  34500,8059 30006,3921 4023,29783 13,41%
C1l6 55460,728 52397,7238 72794,3585 60217,6034 10998,9352 18,27%
Cc17 32899,983 35116,6595  44484,1712 37500,2711 6148,94784 16,40%
C18 20317,128 22158,6302 28389,1606 23621,6396 4230,21567 17,91%

Método 3 - torno mecénico/soprador de calor 1080 rpm

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio cVv
C9 19457,145 21565,2273 24071,1382 21697,8367 2309,8535 10,65%
C10 18752,744 27810,3148 22269,4729 22944,1773 4566,32406 19,90%
Cl1 18322,735 21813,8797 22044,5646 20727,0598 2085,39842 10,06%
C12 50677,733 62043,6194  55433,2547 56051,5356 5708,11257 10,18%
C14 40924,409 45806,0497  40853,5156 42527,9913 2839,10316 6,68%
C15 25920,847 27596,5082 25672,3497 26396,5684 1046,57988 3,96%
C16 44621,383 50859,0366 46507,397 47329,2722 3199,01387 6,76%
C17 28875,705 30530,8561 28397,7997 29268,1203 1119,36349 3,82%
C18 16983,744 21829,258 19037,0332 19283,345 2432,12954 12,61%

Método 4 - protétipo na vertical 3600 rpm

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio CcVv
C9 25317,455 23280,7111 24403,8773 24334,0144 1020,16751 4,19%
C10 31821,083 26884,5837 29959,2939 29554,9867 2492,9608 8,43%
C11 24643,128 21419,2809 23621,0405 23227,8164 1647,50299 7,09%
C12 71927,981 64931,8536 66686,7589 67848,8646 3639,9612 5,36%
C14 48423,037 47755,4859  48153,7297 48110,751 335,844602 0,70%
C15 28855,538 28261,4175 29757,5389 28958,1649 753,321953 2,60%
C16 51613,066 50328,1396  55068,8059 52336,6703 2451,77124 4,68%
Cc17 31028,813 29905,6618  34408,6191 31781,0314 2343,82808 7,37%
C18 17417,683 17965,8082 19469,4825 18284,3246 1062,33687 5,81%

Método 5 - protétipo na horizontal 600 rpm

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio cv
Cc9 18462,447 13758,1792 17959,9021 16726,8429 2583,18816 15,44%
C10 19329,449 14306,6908 19196,8681 17611,0026 2862,38565 16,25%
Ccl1 16154,271 13677,3406 16392,3007 15407,9706 1503,48753 9,76%
C12 43772,607 31311,722 42599,0207 39227,7831 6880,57726 17,54%
Cl4 30181,007 24737,5227  31884,8625 28934,464 3733,16465 12,90%
Ci15 19258,121 16858,242 20891,0604 19002,4743 2028,52712 10,68%
C16 34763,636 29444,4314  36680,7783 33629,6152 3749,09073 11,15%
C17 21966,507 18874,1792 23385,0229 21408,5696 2306,59882 10,77%
Cc18 13065,863 14302,8172 15388,0151 14252,2318 1161,90211 8,15%
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Figura 19 — Histograma obtido para avaliacdo do melhor método de confeccdo dos

vials.
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A partir da confeccdo de trés vials utilizando o método 1, foi realizado o
experimento de equivaléncia, no qual realizou-se novamente uma avaliacdo da matriz
de dados obtidas e comparou-se graficamente os resultados das triplicatas da
amostragem com cada vial feito a partir dessa metodologia. Na Tabela 4 é
apresentada a matriz de dados obtida nas triplicatas e na Figura 20 é possivel
perceber que a intensidade média das triplicatas dos sinais de cada dos alcanos tem

valores muito préximos.
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Tabela 4 — Resultados obtidos para teste de equivaléncia dos vials 1.

Vial 1.1
Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio CcVv
C9 21846,13 27319,22 25022,83 24729,39 2748,32 11,11%
C10 27146,94 28023,03 22426,07 25865,35 3010,542 11,64%
Cl1l 24696,33 26563,3 21115,6 24125,08 2768,409 11,48%
Cl2 75023,15 64125,83 55290,22 64813,06 9884,399 15,25%
C14 55188,11 44804,04 43386,76 47792,97 6443,463 13,48%
C15 33315,18 28936,9 28239,69 30163,93 2751,246 9,12%
Cl16 63036,89 50170,2 49437,86 54214,98 7648,768 14,11%
C17 37056,8 32685,51 34266,44 34669,58 2213,357 6,38%
C18 24827,91 19894,64 21175,47 21966,01 2559,879 11,65%
Vial 1.2
Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio CcVv
C9 25159,94 27697,21 24056,97 25638,04 1866,622 7,28%
C10 27804,96 25087,38 24849,12 25913,82 1642,103 6,34%
Cl1 24955,68 24543,03 23688,22 24395,64 646,4605 2,65%
Cl2 70276,86 63056,96 59215,19 64183,01 5616,147 8,75%
Cl14  49831,45 48624,2 45524,34 47993,33 2221,778 4,63%
C15 29707,4 29533,43 2754427 28928,36 1201,816 4,15%
Cl6 56727,81 54868,45 52311,48 54635,91 2217,328 4,06%
C17 34033,2 32876,21 30901,7 32603,7 1583,437 4,86%
C18 22614,48 21607,21 19272,18 21164,62 1714,545 8,10%
Vial 1.3
Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média Desvio CcVv
C9 25680,53 26013,33 20650,7 24114,85 3004,656 12,46%
C10 26672,27 23540,42 24403,79 24872,16 1617,603 6,50%
Cl1 24465,13 24220,34 23404,47 24029,98 555,3634 2,31%
Cl2 70852,59 60672,21 60028,69 63851,16 6071,943 9,51%
Cl14 53191,07 46463,68 47112,85 48922,54 3710,885 7,59%
C15 32161,57 29731,77 29713 30535,45 1408,298 4,61%
C16 59470,83 52085,95 54890,03 55482,27 3727,894 6,72%
C17  34984,32 32277,73 34314,81 33858,95 1409,705 4,16%
C18 21800,78 20334,25 21184,6 21106,54 736,3743 3,49%
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Figura 20 — Histograma obtido para avaliacdo da equivaléncia dos vials.
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Para atestar a equivaléncia dos vials foram realizados testes estatisticos para
verificacdo dos dados obtidos nas triplicatas analisadas. Foi feito teste T para
verificacdo da semelhanca estatistica das médias e o teste F para semelhanca de
variancias para o comportamento de cada alcano. Para os dois testes, se o resultado
obtido de p-valor fosse maior que 0,05, é possivel afirmar a equivaléncia estatisticas
dos valores de média e variancia com 95% de confianca. Na Tabela 5 é apresentado
0 conjunto de resultados que confirmam que o vials apresentam uma capacidade
extratora equivalente estatisticamente, portanto, podem ser utilizados para obtencéo
de mesmos resultados nas andlises. E possivel destacar que apenas a variancia
guando comparada entre o vial 1.1 e 1.3 para o C11 né&o foi equivalente, o que mostra
gue o erro obtido para os dispositivos € semelhante.

Tabela 5 — Resultados dos testes T e F pareados realizados para avaliagéo da
equivaléncia dos vials.

p-valor p-valor p-valor
1x2 1x3 %3 p-valor p-valor p-valor
Alcano (Variancia (Variancia (Variancia l,X 2 1,X 3 2,X 3

) ) ) (Média) (Média) (Média)

C9 0,3157 0,4555 0,2785 0,6604 0,8067 0,4972
C10 0,2293 0,2240 0,4925 0,9816 0,6412 0,4775
Cl1 0,0517 0,0386 0,4246 0,8771 0,9588 0,4987
C12 0,2440 0,2740 0,4611 0,9281 0,8927 0,9479
Cl14 0,1063 0,2491 0,2639 0,9618 0,8055 0,7287
C15 0,1602 0,2076 0,4214 0,5153 0,8452 0,2071
C16 0,0775 0,1919 0,2613 0,9315 0,8092 0,7524
C17 0,3385 0,2886 0,4422 0,2589 0,6210 0,3631
C18 0,3097 0,0764 0,1557 0,6757 0,6061 0,9596
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5.4 Otimizacao de parametros do método de extracéo e pré-concentracao
VWSE
O método de preparo de amostra utilizando o VWSE é baseado nos principios
fundamentais dos equilibrios termodindmicos de adsorcdo e absorcdo entre as
substancias presentes na amostra e o revestimento do dispositivo. Desta maneira, 0s
resultados dependem diretamente do tempo necessario para que ocorra o equilibrio
entre as fases, ou seja, a sua cinética de extracdo do meio amostral.
Foram testados tempos de contato da amostra com a fase extratora de 2,5; 5;
10; 15; 20 e 25 minutos, em triplicata, a fim de encontrar o menor tempo no qual o
equilibrio tende a ser alcancado. E mostrado na Figura 21 e 22 as curvas de cinética
encontradas para os alcanos analisados, obtidas a partir das médias de cada ponto.
E notavel a existéncia de dois comportamentos diferentes para as curvas observadas,
podendo ser divididas em alcanos mais leves (C9 a C12) e mais pesados (C14 a C18).
Figura 21 — Curva de cinética de extracao para alcanos leves (C9 a C12).
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Para os alcanos mais leves, o valor maximo obtido para a extracdo €
alcancado em torno de 13 minutos, sendo observado um decréscimo na resposta
analitica ap6s 15 minutos de contato das fases. Possivelmente o contato prolongado
das fases saturadas sob aquecimento promove uma dessor¢ao de uma parcela dos

alcanos mais leves, resultando numa extracdo menos eficiente.
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Figura 22 — Curva de cinética de extracdo para alcanos pesados (C14 a C18)
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Para os alcanos mais pesados, € possivel observar que a extracao tem seu
valor maximo obtido em 20 minutos, e depois comeca a decrescer assim como 0S
mais leves. Dado esse comportamento geral da amostra somado a uma otimizacao
de tempo total do método, foi definido a utilizacdo do tempo de 10 minutos para
alcancar um equilibrio que atendesse todos os analitos ao mesmo tempo, evitando
que houvesse o efeito de decréscimo da resposta analitica dos alcanos mais leves e
sem perder muito da resposta dos mais pesados, obtendo uma extracdo muito rapida,
gue apesar de ndo 6tima, é muito eficiente.

Para a etapa de dessorcao liquida, foram otimizados dois parametros que
impactam diretamente na eficiéncia da recuperacdo dos compostos da trapeados na
fase extratora, o volume de ciclohexano utilizado para dessorcao e o tempo de contato
do solvente com o dispositivo saturado.

Foram testados os volumes de 100; 150; 300 e 500 uL de ciclohexano e os
tempos de 2,5; 5; 7,5; 10 e 15 minutos, em triplicata. Para o volume utilizado, é
possivel observar na Figura 23 as curvas obtidas na otimizacdo desse parametro.
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Figura 23 — Curva de otimizacao de volume de solvente extrator utilizado na
dessorcéo.
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A partir das curvas obtidas é possivel definir que o volume de solvente extrator
utilizado no qual se obtém melhor resposta € o de 100 uL. Apesar da quantidade total
de analito extraido da fase extratora ser menor quanto menor o volume de solvente
utilizado, a concentracéo obtida no extrato é alta devido ao pequeno volume obtido,
aumentando a resposta.

Para o tempo de contato entre solvente e fase extratora durante a dessorcao

liquida, é possivel observar na Figura 24 as curvas obtidas na sua otimizacao.
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Figura 24 — Curva de otimizacdo de tempo de dessorcéo liquida
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Nas curvas obtidas para o tempo de contato, € possivel determinar que o
solvente obtém sua saturacdo entre 5 e 7,5 minutos e depois passa por um
decréscimo na resposta analitica, possivelmente pelo contato prolongado das fases
sob aquecimento que promove uma nova adsor¢géao, assim como ocorre com o tempo
de contato entre amostra e fase extratora. Dessa forma foi determinado o tempo de 5
minutos por obter uma étima resposta, sendo que o ganho entre 5 e 7,5 minutos nao
€ expressivo.

Por fim, foi realizada uma otimizagdo referente a temperatura a qual o
processo de preparo de amostra é submetido, sendo testados 25, 37,5 e 50 °C, em
triplicata. As curvas obtidas durante a otimizacdo do parametro podem ser observadas

na Figura 25.
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Figura 25 — Curva de otimizacdo da temperatura do meétodo.
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Ao observar as curvas de temperatura € possivel determinar que o aumento
da temperatura também leva ao aumento da quantidade extraida de analitos, porém,
por se tratar de um solvente organico volatil, o ciclohexano ao ser submetido a
temperaturas maiores que 50 °C ao longo do processo de preparo, leva a evaporagao
do solvente, impossibilitando a andlise nesses casos. Por isso foi escolhido a
temperatura maxima em que ndo ha comprometimento do volume de solvente

extrator, ou seja, de 50 °C.

5.5 Validagéao analitica

As solucbes padréo utilizadas para a validacdo foram preparadas a partir do
estoque de alcanos descrito no item 4.2 e sendo assim, por ter como base de calculo
o analito de menor concentracdo (C18) e tendo concentracdes relativas definidas, os
niveis de concentracdo em ppm utilizados na linearidade estao descritos na tabela 6.
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Tabela 6 — Niveis de concentracao utilizados na validacéo.

Niveis*

Analito 20% 40% 60% 80% | 100% | 130%
C9 0,426 | 0,852 | 1,278 | 1,704 | 2,130 | 2,769
C10 0,860 | 1,720 | 2,580 | 3,440 | 4,300 | 5,590
Cl1 0,434 | 0,868 | 1,302 | 1,736 | 2,170 | 2,821
C12 1,760 | 3,520 | 5,280 | 7,040 | 8,800 | 11,44
Cl4 0,902 | 1,804 | 2,706 | 3,608 | 4,510 | 5,863
C15 0,452 | 0,904 | 1,356 | 1,808 | 2,260 | 2,938
C16 0,910 | 1,820 | 2,730 | 3,640 | 4,550 | 5,915
C17 0,458 | 0,916 | 1,374 | 1,832 | 2,290 | 2,977
C18 0,200 | 0,400 | 0,600 | 0,800 | 1,000 | 1,300

*Concentrac6es obtidas em mg L (ppm).
Para avaliacédo da existéncia de uma correlacdo linear entre a concentracao

dos analitos e a resposta analitica, foram realizados trés testes sobre o conjunto de

dados obtidos durante a validacdo. O primeiro teste realizado foi o teste de residuos

para avaliacdo da presenca de valores andmalos que inviabilizar a analise de

linearidade. Com os residuos definidos é realizado entdo a determinagcédo das suas

variancias que seréo utilizadas no teste de homoscedasticidade, o teste de Cochran,

avaliando se as varidncias obtidas sdo constantes durante a analise. Por fim é

realizada uma regressao linear a partir dos dados obtidos e o seu coeficiente R?, que

avalia o ajuste dos dados ao modelo linear determinado.

As especificacdes utilizadas para analises dos testes de linearidade estdo

demonstradas na

Tabela 7.

Tabela 7 — Especificacdes utilizadas para linearidade.

Parametro avaliado

Especificacao

Coeficiente de

determinacéo (R?)

R220,9

Verificacdo da auséncia
de valores aberrantes

andbmalos

N&o deve haver valores

Avaliacéo da

homogeneidade da
variancia dos residuos

Dados devem ser
homocedasticos
Cecalculado < Ctabelado
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Os resultados obtidos para linearidade estéo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados obtidos para linearidade.

Analito R2 Existéncia de | Homogeneidade | Resultado
valores dos residuos*
andmalos

C9 0,5032 N&o ha 0,5332 Reprovado
(Homocedastico)

C10 0,9060 N&o ha 0,5979 Aprovado
(Homocedastico)

Cl1 0,9459 N&o ha 0,5064 Aprovado
(Homocedastico)

C12 0,9468 N&o ha 0,3994 Aprovado
(Homocedastico)

Cl4 0,9498 Nao ha 0,3671 Aprovado
(Homocedastico)

C15 0,9487 Nao ha 0,5314 Aprovado
(Homocedastico)

C16 0,9535 Nao ha 0,5874 Aprovado
(Homocedastico)

C17 0,9006 Nao ha 0,3765 Aprovado
(Homocedastico)

C18 0,9108 Nao ha 0,5974 Aprovado
(Homocedastico)

*Chabelado = 0,6161.
Para o C9, a faixa utilizada de 0,426 a 2,769 mg L ndo apresentou um bom

ajuste ao modelo linear, ndo garantindo uma proporcdo direta linear entre
concentracdo e resposta analitica, e por isso, ndo pode ser validado.

Os demais analitos foram aprovados no teste de linearidade para as faixas de
concentracao utilizadas, podendo entédo seguir na validacéo de outros parametros pois
ha correlacdo direta linear entre sinal analitico e concentracéo.

A partir da curva definida na linearidade, foram realizados ensaios de preciséo
(repetibilidade) e precisdo intermediaria (reprodutibilidade), sendo avaliado a variagdo
entre seis replicatas de um ponto da curva, a fim de determinar o grau de disperséo
entre os resultados obtidos. Para a precisao intermediaria essa analise é repedida é
um dia diferente da repetibilidade.

Para isso, foi realizada a comparacéo destas replicatas para trés diferentes
niveis da curva obtida, sendo eles 40, 60 e 80% para todos os analitos. Com os valores
encontrados em cada repeticdo, é feito a média, desvio padrdo e desvio padrdo
relativo (DPR). Para definir um nivel de aceitacdo para o resultado encontrado, foi
calculado também o Horwitz Ratio (HorRat), um parametro normalizado de avaliacao
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de performance que indica a aceitacdo de um meétodo de andlise. O HorRat é a razéo
encontrada entre o DPR calculado e o DPR estimado através da equacéo de Horwitz:
DPR (%)Horwitz = 2(1-0:5log (Concentragao teérica))

Para considerar uma analise com um nivel de dispersao aceitavel, assume-
se que o HorRat deve ser menor ou igual a 2.

Os resultados encontrados para o ensaio de precisdo estdo dispostos nas
tabelas 9.

Tabela 9 — Resultados obtidos para precisao (repetibilidade).

DPR Horwitz
Analito | Nivel DPR HorRat | Resultado
*) )

40% | 417 14,75 0,28 | Aprovado
C10 60% | 6,57 13,87 0,47 | Aprovado
80% | 7.80 13,28 0,59 | Aprovado
40% | 421 1634 0,26 | Aprovado
C11 60% | 6,91 15,38 0,45 | Aprovado
80% | 7.63 14,73 0,52 | Aprovado
40% | 531 13,24 0,40 | Aprovado
C12 60% | 7.58 12,46 0,61 | Aprovado
809% | 10,23 11,93 0,86 | Aprovado
40% | 6,96 14,64 0,48 | Aprovado
Cl4 | 60% | 10,86 13,77 0,79 | Aprovado
80 % | 1388 13,19 1,05 | Aprovado
40 % | 13,43 16,24 0,83 | Aprovado
C15 | 60% | 901 1528 0,59 | Aprovado
809% | 12,71 14,64 0,87 | Aprovado
40% | 5,78 14,62 0,40 | Aprovado
Cl6 | 60% | 12,17 13,76 0,88 | Aprovado
80% | 7.38 13,17 0,56 | Aprovado
40% | 2195 1621 1,35 | Aprovado
Cl7 | 60% | 1205 1525 0,79 | Aprovado
80 9% | 11,940 14,61 0,82 | Aprovado
40 % | 26,91 18,37 1,47 | Aprovado
C18 | 60% | 1668 17,28 0,97 | Aprovado
80% | 1960 16,55 1,18 | Aprovado

Os resultados obtidos demonstram que o método analisado é preciso para 0s
analitos em questado, dentro da sua faixa de linearidade, podendo ser utilizado para
obter resultados com baixa disperséo.

Para a precisdo intermediaria, além de avaliar o HorRat para determinar a

dispersdo dos resultados, também é realizado um teste F para comparar se as
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variancias observadas no primeiro e segundo dia sdo equivalentes estatisticamente
com 95 % de confianca, sendo essa hipdtese verdadeira quando o F calculado é
menor do que o F tabelado, que para o conjunto de dados € 5,050.

Os resultados obtidos para preciséo intermediaria estdo dispostos na tabela
10.

Tabela 10 — Resultados obtidos para preciséao intermediaria (reprodutibilidade).

Analito Nivel HorRat | Resultado F Resultado
calculado

40% 0,42 | Aprovado 2,63 Aprovado
C10 60% 0,78 | Aprovado 4,17 Aprovado
80% 0,44 | Aprovado 4,39 Aprovado
40% 0,03 | Aprovado 1,51 Aprovado
Cl1 60% 0,09 | Aprovado 3,11 Aprovado
80% 0,05 | Aprovado 3,93 Aprovado
40% 0,06 | Aprovado 2,23 Aprovado
C12 60% 0,12 | Aprovado 1,72 Aprovado
80% 0,08 | Aprovado 4,50 Aprovado
40% 0,58 | Aprovado 2,24 Aprovado
C14 60% 0,72 | Aprovado 1,54 Aprovado
80% 0,84 | Aprovado 4,52 Aprovado
40% 0,09 | Aprovado 3,22 Aprovado
C15 60% 0,11 | Aprovado 3,53 Aprovado
80% 0,09 | Aprovado 4,94 Aprovado
40% 0,07 | Aprovado 3,22 Aprovado
Cl6 60% 0,13 | Aprovado 1,66 Aprovado
80% 0,07 | Aprovado 1,20 Aprovado
40% 0,13 | Aprovado 4,09 Aprovado
C17 60% 0,14 | Aprovado 1,63 Aprovado
80% 0,10 | Aprovado 1,08 Aprovado
40% 0,15 | Aprovado 2,41 Aprovado
ci18 60% 0,16 | Aprovado 1,99 Aprovado
80% 0,11 | Aprovado 3,22 Aprovado

O método se mostrou reprodutivel, sendo preciso e apresentando variancia
equivalente a do primeiro dia de analise.

Para avaliar a exatiddo do método, foram analisados também a tendéncia de
recuperacao para as seis replicatas dos niveis 40, 60 e 80% utilizados na precisao,
retornando a porcentagem da raz&o entre concentracao recuperada média para cada

nivel e a concentracdo tedrica utilizada. Como especificacdo para este teste, devido
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as baixas concentracbes utilizadas, € utilizado como referéncia valores de
recuperacédo entre 80 e 120%.

Os resultados obtidos para tendéncia de recuperagao estdo dispostos na
tabela 11.

Tabela 11 — Resultados obtidos para recuperacao (exatidao).

Concentracéo
Analto | Nivel | GOncentiacio | média | ReCUPEIAGE | osuitado
(ppm)

40% 1,720 1,618 94 Aprovado

C10 60% 2,580 2,340 91 Aprovado
80% 3,440 3,397 99 Aprovado

40% 0,868 0,864 100 Aprovado

C11 60% 1,302 1,245 96 Aprovado
80% 1,736 1,701 98 Aprovado

40% 3,520 3,309 94 Aprovado

C12 60% 5,280 4,841 92 Aprovado
80% 7,040 6,514 93 Aprovado

40% 1,804 1,715 95 Aprovado

Cl14 60% 2,706 2,535 94 Aprovado
80% 3,608 3,461 96 Aprovado

40% 0,904 0,905 100 Aprovado

C15 60% 1,356 1,252 92 Aprovado
80% 1,808 1,770 98 Aprovado

40% 1,820 1,712 94 Aprovado

C16 60% 2,730 2,623 96 Aprovado
80% 3,640 3,919 108 Aprovado

40% 0,916 0,740 81 Aprovado

C17 60% 1,374 1,328 97 Aprovado
80% 1,832 2,093 114 Aprovado

40% 0,400 0,326 82 Aprovado

C18 60% 0,600 0,606 101 Aprovado
80% 0,800 0,925 116 Aprovado

O método demonstrou ser exato para os analitos em questdo, se adequando
para utilizacdo possibilitando a recuperacéo de um valor proximo ao real apresentado
nas amostras.

Para a determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo, os volumes
obtidos nas andlises dos brancos no exato tempo de retengdo de cada analito foi

utilizado para determinacé&o junto a curva obtida na linearidade para determinar o valor
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de concentracao tedrica observada para os valores de volume obtido. Esse valor de
concentracéo tedrica junto do desvio padrao do conjunto de concentracdo encontrado
para os dez brancos foi utilizado como base de calculo para determinar o os limites
segundo os calculos do item 4.7.4.

Os valores encontrados de limite de deteccao e quantificacdo obtidos estéo
dispostos na tabela 12.

Tabela 12 — Resultados obtidos para limite de detecgéo e quantificacao

Analito Limite de deteccao (ppm) Limite de quantificacdo (ppm)
C10 0,637 0,664
Cl11 0,402 0,423
C12 1,028 1,051
Cl14 0,011 0,031
Ci15 0,132 0,158
Ci16 0,043 0,078
C17 0,034 0,058
C18 0,011 0,047

Os valores encontrados para limite demonstram o grande poder de
detectabilidade do método de preparo utilizado junto a um GCxGC, atingindo
concentracdes de tracos para alguns analitos, evidenciando o seu potencial para ser
testado em novos analitos que se encontram em quantidades infimas em amostras
complexas.

Em 2015, Nobre desenvolveu e validou um método de determinacdo de
alcanos em aguas de producdo utilizando SPME. Neste método Nobre obtém
recuperacdes entre 77 e 104% para alcanos de C8 a C20 na faixa de 5 ug L, com
DPR na faixa de 10%, com alguns analitos alcancando a faixa dos 20%. Ao comparar
com o VWSE automatico € possivel ver que seu desempenho é comparavel ao de
métodos bem estabelecidas como o SPME, podendo ser utilizado como uma
alternativa mais barata e de facil automatizacao. [42]

Em 2021, Hakme e Poulsen desenvolveram uma pesquisa avaliando o
desempenho de um sistema automético de extracdo em micro-fase solida (USPE),
uma miniaturizagdo do cartucho de extracdo em fase sélida (SPE), para anélise de
residuos de pesticidas em cereais utilizando cromatografia gasosa. Nesse estudo, o
método é capaz de obter recuperacdes entre 70 e 120% e apresenta um DPR de no
maximo 20% para compostos na faixa de pg kg (equivalente a faixa de pg L1). Ao
comparar com os resultados obtidos para a validacdo do VWSE automatico, € notavel

a semelhanca entre os resultados obtidos, conseguindo uma recuperacéo na faixa de
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81 a 116% e DPR’s em grande maioria abaixo de 15%, com alguns casos na faixa
dos 20%. Essa comparacdo demonstra que ambas demonstram uma alta
performance na andlise de tragcos e corroboram para a utilizagdo de métodos
automaticos para atingir 6timos resultados, apesar dos resultados semelhantes, o

VWSE automatico foi capaz de obter resultados um pouco melhores. [43]

65



6 CONSIDERACOES FINAIS
A partir deste trabalho foi possivel atestar a viabilidade do projeto de

automacao do preparo de amostras cromatogréficas utilizando um dispositivo VWSE.
Foi observada a sua capacidade de isolar analitos com caréater apolar de uma matriz
aguosa e realizar sua pré-concentracao.

Com os experimentos realizados acerca da confeccao dos dispositivos de
VWSE, determinou-se que a condicdo em que se obtém um filme polimérico de PDMS
de melhor resposta para o tratamento da amostra foi a metodologia que utilizava um
torno mecanico a 250 rpm, horizontalmente com secagem forcada por soprador de
calor. Esse método obtido € muito r4pido, facil e barato, o que permite o revestimento
de vérios vials em um curto espaco de tempo e reflete na possibilidade do uso de mais
de um dispositivo para agilizar o processo de analise.

Foi possivel obter facilmente trés dispositivos confeccionados com
capacidade de extracdo equivalentes estatisticamente, o que demonstra uma boa
reprodutibilidade do método obtido e corrobora para a possibilidade do uso de varios
dispositivos em simultaneo.

A partir dos experimentos de otimizacado dos parametros de preparo utilizando
VWSE, foi possivel definir condicdes de andlise de 10 minutos de contato entre
amostra e fase extratora, 100 pL de ciclohexano na dessorcao liquida por 5 minutos
a 50 °C como étimas para os analitos em questéo, possibilitando 6timos resultados na
etapa de validacéo.

A partir da validacdo das principais figuras de mérito do método foi possivel
determinar que o VWSE automatico € um método muito preciso, reprodutivel e exato
para alcanos em baixas concentracdes, apresentando resposta linear para
guantidades muito baixas além de possibilitar sua utilizagcdo em andlises de tracos
desses compostos, dado os limites de deteccéo e quantificacdo baixissimos, na faixa

de pg L2
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