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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA
PARA DETERMINACAO DE MONOCLOROACETATO DE
SODIO E DICLOROACETATO DE SODIO EM
COCOAMIDO,N-[(3-DIMETILAMINO)PROPIL],BETAINA VIA
CROMATOGRAFIA A GAS: GC/FID, GC/ECD e GC/MS.

CLAUDIO LEAO

RESUMO

O monocloroacetato de soédio (MCAS) e o dicloroacetato de sédio (DCAS)
sdo compostos téxicos e irritantes ao ser humano e nocivos ao meio ambiente,
sendo impurezas indesejaveis na cocoamido propil betaina (CAPB), que € um
surfactante anfotero utilizado em produtos de consumo dos segmentos cosmeético
e domiciliar. Diante dos requisitos de concentracdo em nivel de mg/kg exigidos
pelos 6rgéos reguladores de saude do governo, tornou-se mandatério o emprego
de metodologia com limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo adequados aos
rigidos controles de processo pelos fabricantes da CAPB, bem como, dispor de
técnicas convencionais com poder de resolucdo e proficiéncia pelo controle de
gualidade e neste contexto inseriu-se a cromatografia a gas. Neste estudo foram
estabelecidos os procedimentos analiticos que definiram as melhores condi¢des
para identificar e quantificar as impurezas MCAS e DCAS na matriz CAPB por
meio da cromatografia a gas. A preparacdo das amostras consistiu da derivacéo
das impurezas MCAS e DCAS a ésteres etilicos e a extracdo liquido-liquido em
hexano para separar dos demais constituintes da matriz. Os modos de deteccao
acoplados a cromatografia a gas foram a ionizagdo pela chama (GC/FID), a
captura de elétrons (GC/ECD) e a espectrometria de massas (GC/MS). A
validacdo comprovou que as metodologias sao lineares entre 4 e 50 mg/kg com
recuperacdo de 70 a 120%, apresentam limites de quantificacdo inferiores a 10
mg/kg e produziram médias e incertezas similares na amostra examinada,
constituindo-se alternativas para a determinacdo de cloroacetatos em betainas.

(Palavras-chave: surfactante, anfotero, cromatografia, cloroacetato)



DEVELOPMENT AND VALIDATION OF METHOD FOR
DETERMINATION OF SODIUM MONOCHLOROACETATE AND
SODIUM DICHLOROACETATE IN
COCOAMIDE,N-[(3-DIMETHYLAMINE)PROPYL],BETAINE
BY GAS CHROMATOGRAPHY: GC/FID, GC/ECD e GC/MS.

CLAUDIO LEAO

ABSTRACT

The sodium monochloroacetate (MCAS) and the sodium dichloroacetate
(DCAS) are toxic and irritating compounds to humans and harmful to the
environment, being undesirable impurities in cocoamidepropyl betaine (CAPB),
which is a amphoteric surfactant used in consumer products of cosmetic and
household segments. Considering the content requirements at level mg/kg defined
by governmental health agency, became mandatory the use of analytical methods
with appropriate precision, accuracy and quantification limit to rigid process
controls by CAPB manufacturers, as well as, to have available conventional
techniques with good resolution and proficiency for quality control staff and in this
context was inserted the gas chromatography. In this study, the analytical
procedures were established to define the best conditions to identify and quantify
the impurities MCAS and DCAS in CAPB matrix by gas chromatography. The
sample preparation consisted of MCAS and DCAS derivation to ethyl esters and
liquid-liquid extraction in hexane to separate them from the other constituents of
matrix. The detection modes coupled to gas chromatography were the flame
ionization (GC/FID), electron capture (GC/ECD) and mass spectrometry (GC/MS).
The validation ensured that the methodologies are linear between 4 and 50 mg/kg
with recovery 70 to 120%, presents quantification limits less than 10 mg/kg and
produced similar averages and uncertainties in the examined sample, constituting

an alternative for determination of chloroacetates in betaines.

(Keywords: surfactant, amphoteric, chromatography, chloroacetate)
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1 INTRODUCAO

Com o avanco da ciéncia e da tecnologia, tudo em nosso cotidiano se
beneficia do uso de produtos quimicos, cada vez mais indispensaveis para o
desenvolvimento da economia global e para o bem-estar da sociedade. A partir do
momento que todos fazem uso desses produtos, o grande desafio € garantir que
sejam sintetizados, manipulados e aplicados em condi¢cbes controladas e
descartados em condi¢des seguras, protegendo a vida humana e o meio ambiente.

Uma classe de produtos quimicos de grau técnico empregada na indastria séo
os surfactantes ou tensoativos. Segundo Hawley (2007), os surfactantes sao
compostos que em meio aquoso reduzem a tensédo interfacial (liquido-liquido ou
liquido-sadlido) e a tenséo superficial (liquido-gas).

Os surfactantes apresentam composi¢cdo quimica variavel, mas possuem
como caracteristica comum o fato de suas moléculas conterem um componente
hidrofobo (cadeias alquilicas apolares) e outro hidréfilo (grupos funcionais polares).
Desta maneira, uma vez dissolvidos em agua, as extremidades hidrofilas interagem
com a fase aquosa e as hidréfobas com a outra fase. Se a outra fase for uma
particula de detrito, ela sera envolta por uma pelicula de surfactante, promovendo a
formacdo de uma micela que se desprende do substrato a ser limpo, de acordo com
0 modelo proposto por Farn (2006).

Os surfactantes possuem diversas aplicagbes em quimica. Apresentam
afinidade por oleos, gorduras e superficies das solu¢cdes com soélidos, liquidos ou
gases, como também pela agua, podendo pertencer aos dois meios. Essas
caracteristicas permitem que os surfactantes sejam utilizados como “conciliadores”
dessas fases imisciveis, formando emulsdes, espumas, suspensfes ou propiciando a
umectacdo, formacdo de filmes liquidos e detergéncia de superficies, conforme
descrito por Daltin (2011).

Os surfactantes sdo utilizados em amplo espectro de processos quimicos,
porque as propriedades mencionadas os habilitam a agir como emulsificantes,
molhantes, dispersantes, espumantes ou antiespumantes. De acordo com Schramm

et al. (2003), as aplicagfes incluem os sistemas gasosos, as industrias de petréleo e



emulsdes, produtos de limpeza e os sistemas bioldgicos, tais como, farmacéutico,
alimenticio e de cuidados pessoais.

A polaridade é a principal caracteristica a ser considerada nos surfactantes
qguando se escolhe determinada aplicagdo. Segundo Daltin (2011), os tensoativos de
carater anfétero, que possuem cargas polares positiva e negativa em sua estrutura
molecular, apareceram no mercado na década de 80 em formulagbes de xampus de
baixa irritabilidade (infantis) ou como tensoativos adjuvantes em formulacbes de
cosmeéticos e detergentes.

A cocoamido propil betaina (CAPB) é compativel com os surfactantes
anidnicos, catiénicos, ndo ibnicos e com os demais surfactantes de carater anfotero,
e por esta razdo é aplicada em uma ampla gama de formulacdes destinadas a
cuidados pessoais e higiene domeéstica desde a década de 60. Ela também
apresenta a capacidade de estabilizar micelas de tensoativos aniénicos — como 0
lauril éter sulfato de sodio — que reduz a concentracdo micelar critica (CMC) para a
mistura e diminui a irritabilidade dérmica e ocular.

A producdo de betainas em 2004 atingia as quantidades de 59000
toneladas/ano na Europa, 18000 toneladas/ano nos Estados Unidos e 10000
toneladas/ano na Asia, de acordo com o Human and Environmental Risk Assesment
on Ingredients of Household Cleaning Products (HERA, 2005).

No Brasil, estes volumes de producao atingiram em 2012 a marca de 20000
toneladas/ano, de acordo com o Potencial de Diversificacdo da Industria Quimica
Brasileira — Relatério 4 — Tensoativos, do Banco Nacional de Desenvolvimento
Econbémico e Social (BNDES, 2011).

A CAPB é reconhecida como removedora de sujeira oleosa ou particulada,
boa estabilizante de espuma, tendo estabilidade em ampla faixa de pH e
apresentando menor irritabilidade dérmica e ocular do que os surfactantes aniénicos,
conforme relatado nas literaturas técnicas dos fabricantes (HERA, 2005).

De acordo com Daltin (2011), os surfactantes séo utilizados em grande volume
e alta frequéncia em contato com a pele, tanto na higiene corporal quanto na
doméstica, conforme produtos de consumo ilustrados na FIG.1. Essa particularidade
leva & necessidade de preocupacdo toxicologica dos surfactantes utilizados em

formulacbes de xampus, condicionadores, sabonetes, desinfetantes e detergentes.
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FIGURA 1 - Produtos de consumo que empregam a CAPB na formulagéao
Fonte: elaborada pelo autor

As impurezas monocloroacetato de sodio (MCAS) e dicloroacetato de sodio
(DCAS), presentes na CAPB, possuem efeito téxico quando ingeridas ou aspiradas e
efeito irritante em contato com a pele, conforme relatado nas fichas de informacdes
de seguranca de produtos quimicos (FISPQ) dos fabricantes das matérias primas
MCAA e MCAS e na literatura (Crabb et al., 1981 ; Quick et al., 1992).

Pelas razbes relatadas nos paragrafos anteriores, sao requeridos controles
rigorosos com limites maximos permitidos de 20 mg/kg, dependendo do tipo de
aplicacdo do anfétero, da regido, do segmento e dos aspectos regulatorios. Nos
niveis de ocorréncia de impurezas, ha métodos correntemente utilizados pela
industria empregando técnicas cromatograficas a gas, liquidas e idnicas na matriz
Cocoamido Propil Betaina (CAPB), conforme descrito e referenciado na revisdo da
literatura.

Dentre os modos de deteccao disponiveis acoplados a cromatografia a gas, o
detector por captura de elétrons (ECD) é correntemente empregado na industria
quimica. Posto que este detector contém a fonte radioativa de ®Ni, isto acarreta
alguns inconvenientes: as empresas sao obrigadas a providenciar a licenca para uso
destes equipamentos junto a Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN) e com
isto devem contar com o suporte de técnicos qualificados em protecéo radioldgica.

O detector ECD é seletivo aos compostos com elementos eletronegativos, tais
como os halogenetos orgéanicos (Collins et al.,, 2006) e por esta razdo é menos
universal do que os seus pares por ionizagcao de chama (FID) e por espectrometria
de massas (MS), e por conseguinte, o seu uso fica restrito a poucas classes de

analitos.



A partir deste contexto, tornou-se relevante desenvolver alternativas em
cromatografia a gas para determinar acidos cloroacéticos em surfactantes de carater
anfotero por intermédio dos modos de deteccdo ionizagdo de chama (FID) e
espectrometria de massas (MS), tendo em vista a maior disponibilidade destes
equipamentos na industria quimica em geral e em virtude da resposta mais universal
as diversas classes de compostos quimicos (Collins et al., 2006).

Por meio dos requisitos metrolégicos analiticos compara-se o desempenho
das metodologias e de posse destas informacgfes, o usuario pode tomar decisdes
seguras adotando determinado método que contemple a disponibilidade de
tecnologia e equipamentos, 0 seu respectivo tempo de resposta e a sua robustez

para o regime de controle de qualidade (Taverniers et al., 2004).



2 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é desenvolver, validar e comparar as
metodologias analiticas para a determinacdo de monocloroacetato de sodio (MCAS)
e dicloroacetato de sodio (DCAS) em cocoamido propil betaina (CAPB), utilizando as
técnicas cromatogréaficas a gas com os modos de deteccao por ionizacdo de chama
(GC/FID), por captura de elétrons (GC/ECD) e por espectrometria de massas
(GCIMS).

Este objetivo € atingido por intermédio da execucdo das seguintes etapas:

e Definir os procedimentos para a derivacdo dos analitos MCAS e DCAS e para
a extracao dos derivados da matriz CAPB;

e Desenvolver as condi¢cbes da cromatografia a gas para a quantificacdo de
MCAS e DCAS por meio dos modos de deteccdo GC/FID e GC/MS e
aperfeicoar as condi¢des da deteccédo GC/ECD;

e Elaborar as curvas de calibracdo com os padrées de MCAS e DCAS;

e Validar as metodologias propostas para as etapas da preparacdo da amostra
e da determinacdo cromatografica;

e Aplicar a metodologia na determinacdo de MCAS e DCAS em amostra de
surfactante de carater anfotero;

e Comparar o desempenho das metodologias validadas e aplicadas em amostra

de surfactante anfotero.



3 REVISAO DA LITERATURA

Nas ultimas décadas, segundo Mc Kenna (1997), houve a conformacao de
uma conjuntura onde as empresas retornaram ao implemento de praticas para
assegurar a propria sobrevivéncia em contextos diversos, tais como: acirramento da
concorréncia, mercado segmentado, diferencas menos nitidas entre as industrias,
reducdo do ciclo de vida dos produtos, novas formas de realizar neg6cios e maior
exigéncia dos clientes.

Conforme relatado por Cavalcanti (2001), anteriormente a riqueza era
atribuida ao capital, terra e forca de trabalho, ao passo que no inicio deste novo
milénio, mais de 55 % da rigueza mundialmente produzida é resultante do
conhecimento e bens intangiveis (patentes, royalties, softwares e servicos de
consultoria). Conforme o autor, o conhecimento promove mudancas no modelo de

producéo através de atributos como, pessoal polivalente e respostas em tempo real.

3.1 A matriz CAPB e as impurezas MCAS e DCAS

Em termos gerais, um surfactante contém ao menos um grupo nao polar e um
grupo polar (ou iénico).

De acordo com o proposto por Daltin (2011), a classificacdo dos surfactantes
conforme o grupo funcional polar é definida da seguinte forma:

e Catidnicos, carregados positivamente e hoje apresentando disponibilidade no
mercado brasileiro somente dos sais de ambnio quaternario;

e Anibnicos, carregados negativamente, constituindo a classe de surfactantes
mais utilizada pela industria em geral, pois nela se encontram 0s principais
surfactantes dos sabdes, sabonetes, xampus e detergentes; esta classe é
representada pelos surfactantes com grupos sulfonados, sulfatados e
carboxilatos;

¢ Na&o ibnicos, sem sitios ativos carregados, constituem a segunda classe de
surfactantes mais utilizada no mercado e séo representados pelos compostos

etoxilados e propoxilados;



e Anfoéteros, com sitios ativos positivos e negativos em uma mesma estrutura,
sdo normalmente compativeis com todas as outras classes de surfactantes e

tipicamente séo representados pelos anfoteros betainicos ou betainas.

As betainas sdo constituidas de um grupo carboxilato ou sulfonato e de um
grupo nitrogénio quaternério. As propriedades como solubilidade, detergéncia, poder
espumante e poder umectante dos tensoativos desta classe estao
preponderantemente condicionados ao pH do meio e ao comprimento da cadeia que
0s constitui. O grupo polar positivo € mais pronunciado em pH menor que 7 ao passo
que o grupo polar negativo € mais pronunciado em pH maior que 7 (Farn, 2006).

De acordo com o proposto por Farn (2006) e conforme o esquema de reacao
ilustrado pela FIG. 2, a matriz objeto do presente estudo cocoamido propil betaina
(CAPB) é obtida pela condensacdo entre o acido graxo de coco (AGC) e a
dimetilaminopropilamina (DMAPA), formando inicialmente o intermediario cocoamido
amina, que na etapa seguinte reage com o monocloroacetato de sodio (MCAS)

formando a cocoamido propil betaina (CAPB).
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FIGURA 2 - Sintese da CAPB a partir dos insumos AGC, DMAPA e MCAS.
Fonte: adaptado de HERA, 2005

A sintese é conduzida em solucédo aquosa e em meio alcalino.

Na primeira etapa o AGC reage com a DMAPA (composto | ilustrado na
FIG. 2) a 160°C para formar a dimetilaminopropil cocoamida (usualmente
denominada amidoamina, composto Il ilustrado na FIG. 2).

Na segunda etapa ocorre a adicdo do acido monoclocroacético MCAA que em
meio alcalino é convertido ao MCAS (composto lll ilustrado na FIG. 2), reagindo com
a amidoamina para formar a CAPB, que é obtida como uma solu¢cdo aguosa em

concentragéo 30 % (HERA, 2005).



Ha formacgdo de agua na primeira etapa, o cloreto de sodio estd presente na
segunda etapa devido aos contraions das espécies idnicas ilustradas na FIG. 2 e
forma-se glicolato de sddio pela hidrélise do MCAS em condicdes alcalinas.

Na TAB. 1 sdo apresentados os constituintes da CAPB destacando-se as
férmulas quimicas e a categorizacdo na aplicacdo. Os compostos com funcao
aplicativa séo o ingrediente ativo cocoamido propil betaina e o cloreto de sédio
formado durante a sintese (Katarzyna et al, 2015). As impurezas sdo as matérias
primas residuais monocloroacetato de sddio (MCAS), dicloroacetato de sédio (DCAS)
e dimetilamino propilamina (DMAPA), bem como, o intermediéario residual cocoamido
propilamina e o subproduto glicolato de sodio. Acidos graxos de coco residuais n&o
estdo representados na TAB. 1 devido a presenca em niveis de tracos e por nao
haver dados relativos a hidrolise da ligagdo amida da CAPB que aumentem estes
niveis.

As espécies quimicas de interesse do presente estudo sdo as impurezas
MCAS e DCAS que para serem guantificadas por cromatografia a gas necessitam

ser derivadas a ésteres e separadas dos demais constiuintes da matriz CAPB.



TABELA 1 - Constituintes da cocoamido propil betaina (CAPB)

Substéancia Formulas Estrutural Classe
Cocoamido,N-[(3- I ?H3 i}
R—C—NH—(CH,);—N—CH;-COO
dimetilamino) propil], CH, Ativo
betaina
R= Cs a C18
Cocoamido, N-[(3- lcli (|:H3
dimetilamino) propil] R=C—NH=(CH,);—N—CH, Intermediario residual
(amido-amina) R=CgaCis
Cloreto de sédio Na* CI Sub-produto

Monocloroacetato de

. 0 Matéria prima
sadio cl Na'

o residual
(MCAS)

Dicloroacetato de sodio C'? EDT Matéria prima

(DCAS) Cl o MNat residual

- . NE'D
Glicolato de sédio -D‘J\/UH Sub-produto
Dimetilamino propilamina SN Matéria prima
2
(DMAPA) | residual

Fonte: elaborada pelo autor
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3.2 O controle de qualidade

Durante o controle de qualidade analitico de um processo industrial, os
principais componentes das amostras em exame sédo conhecidos e as metodologias
para a determinagcao destes componentes estao estabelecidas (Ciola, 1985).

As principais técnicas de quimica analitica instrumental empregadas no
controle de qualidade s&o a cromatografia, a eletroquimica e a espectroscopia, cada
uma delas com suas particularidades e caracterizadas pelas espécies quimicas que
permitem a deteccéo e a quantificacao (Vaz, 2010).

Segundo Collins et al. (2006), a cromatografia a gas é uma técnica
amplamente empregada, devido ao baixo custo, facil aquisicdo de proficiéncia,
elevado poder de resolucéo — possibilitando a analise de dezenas de substancias de
uma mesma amostra — e por meio da qual sdo conseguidos baixos limites de
deteccéao.

A eficacia da técnica cromatografica a gas é funcdo das propriedades dos
analitos em questdo, quais sejam, estrutura quimica dos compostos organicos,
volatilidade, estabilidade térmica (Collins et al., 2006) e de certas condicbes
analiticas, tais como, a solubilidade das substéncias de interesse em solventes
apropriados e a facilidade de separacado do restante da matriz (Ciola, 1985).

Segundo Causon (1997), o desenvolvimento de metodologias analiticas para o
controle de qualidade ou pesquisa de um produto envolve a otimizacdo de varios
parametros, do preparo da amostra, da separacdo cromatografica, da deteccdo e da
quantificacéo.

O processo de determinacao dos analitos MCAS e DCAS em CAPB é dividido
em duas etapas basicas:

e A preparacdo da amostra para a inje¢cdo no cromatégrafo, que tem por
finalidade obter substancias volateis, termicamente estaveis e ao menos
parcialmente separadas dos demais constituintes de matrizes complexas,
segundo modelo proposto por Collins et al. (2006);

e A determinagdo cromatografica, cuja operacdo € compreendida por duas
condicOes, que sdo a separacdo das espécies de interesse presentes no

extrato do restante da matriz e as medi¢des quantitativas (Grob, 1995).
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A credibilidade de um método analitico durante o uso rotineiro também deve
ser assegurada e a validagdo fornece a evidéncia documentada de que os métodos
sdo capazes de realizar os procedimentos para os quais foram estabelecidos
(Ribani et al., 2004).

3.3 A preparacao da amostra: derivagéo e extragéo

A cromatografia a gas é empregada na determinacdo de substancias volateis
e termicamente estaveis. Quando as substancias de interesse ndo apresentam estas
caracteristicas devem ser formados derivados que atendam a estes requisitos
(Collins et al., 2006).

O grupo funcional carboxilato presente nas espécies MCAS e DCAS
apresenta elevada polaridade. De acordo com Farajzadeh et al. (2014), as fases
estacionarias polares utilizadas para a analise direta destes compostos apresentam
baixa estabilidade térmica.

Ainda segundo Farajzadeh et al. (2014), a analise empregando fase
estacionaria ndo polar resulta em sor¢éao néo linear, produzindo picos néo simétricos,
com prejuizos na quantificacdo e na reprodutibilidade dos tempos de retencéo.

Pelas razbes referidas nos paragrafos anteriores e para obter substancias
volateis e termicamente estaveis, conforme proposto por Collins et al.(2006), recorre-
se a derivacao das espécies quimicas de interesse.

Particularmente na GC/MS, além de melhorar a volatilidade e a simetria do
pico cromatografico, segundo Grob (1995), a derivacdo beneficia também a
seletividade e o limite de deteccdo na quantificacdo por espectrometria de massas.

Conforme descrito por Kitson et al. (1996), os derivatizantes contendo o grupo
trimetil silil (TMS) sao classicos para acidos carboxilicos e os autores relatam os
compostos TMSDEA, MSTFA e BSTFA. Contudo, no presente estudo optou-se por
considerar os derivatizantes mais convencionais para o controle de qualidade
analitico industrial, como os relatados nos proximos paragrafos.

A preparacdo das amostras e padrdes contendo o MCAS e DCAS contemplou
a derivacdo dos analitos em compostos mais volateis por meio da esterificacdo em

meio acido com etanol (Sarrion et al, 1999). Estdo igualmente relatadas na literatura
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as alternativas de esterificagdo com metanol (Parsons, 2009; EPA, 2003) e propanol
(Bakeas, 2003).

A esterificagcdo consistiu da conversdo dos &cidos carboxilicos MCAS e DCAS
nos ésteres etilicos correspondentes, conforme demonstram as equacdes 1 e 2, pelo
deslocamento do hidrogénio ativo do &cido carboxilico por um grupo alquila, de modo
que os derivados formados tém menor polaridade e maior estabilidade térmica
(Farajzadeh, 2014):

CICH2,CO,H + CH3CH,OH CICH2CO,CH,CH3z + H2O (1)

CI,CHCO2;H + CH3CH,OH ClI,CHCO,CH,CH;3; + H,0O (2)

Na maioria das analises ha necessidade da purificacdo da amostra pela
separacdo das espécies de interesse do restante da matriz, para evitar a
contaminagcdo da coluna, minimizar a interferéncia e aumentar o sinal dos analitos
durante a determinacao cromatografica (Collins et al., 2006).

Os processos de separacdo das substancias de interesse do restante da
matriz fazem uso das diferencas fisico-quimicas dos compostos e podem contemplar
as seguintes operacdes: solubilizacdo, precipitacdo, decantacdo, filtracéao,
centrifugacéo, extracdo, separacdo de fases e destilacdo, de acordo com Atkins e
Jones (2010).

A utilizacdo da extracdo liquido-liquido combinada a derivacdo apresenta
interesse por aumentar a recuperacdo do analito e melhorar a sua separacao,
deteccéo e quantificacdo, conforme Farajzadeh et al. (2014).

A extracdo liquido-liqguido baseia-se na transferéncia de um analito da fase
aguosa para um solvente pouco solivel em agua. Segundo Farajzadeh et al. (2014),
a extracdo liquido-liquido apresenta as vantagens da simplicidade e aplicacdo a
amplo espectro de compostos, contudo Rezaee et al. (2006) relata que alguns
inconvenientes podem ocorrer, como a formacdo de emulsdo, o uso de grandes
volumes de solvente organico téxico e a geracdo de grandes quantidades de efluente

analitico, podendo tornar a técnica cara, demorada e prejudicial ao meio ambiente.
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A etapa de extracdo na determinacdo de acidos cloroacéticos e de
cloroacetatos foi relatada em alguns trabalhos cientificos, tais como:

e Extracdo com éter terc-butil etilico na determinacdo destas espécies em agua
potavel, com a posterior conversao nas espécies metiladas por metanol em
meio &cido e quantificagdo por GC/ECD, conforme proposto por Wang et al.
(2006) tendo como base EPA (2003);

e Microextracdo em fase soélida com carboxeno-polidimetilsiioxano na
determinacao de &cidos haloacéticos em agua, apos a derivacdo com dimetil
sulfato aos seus ésteres metilicos, de acordo com Sa et al. (2012);

e Microextracdo apos a derivacdo de grupos funcionais polares hidroxila, amino
e carboxilato por intermédio da acilacdo, sililacdo e esterificacdo, segundo
Farajzadeh et al. (2014).

Uma das alternativas na preparacdo de amostras para a injecao
cromatografica consiste em empregar a extragdo com 0 solvente organico pouco
polar, tirando partido das solubilidades diferentes dos ésteres formados e dos demais
constituintes da matriz (Atkins e Jones, 2010).

Neste estudo foi empregado o n-hexano por se tratar de um solvente de

emprego convencional no controle de qualidade industrial.

3.4 A técnica cromatografica: GC/FID, GC/ECD e GC/MS

Nesta secdo estudou-se a definicdo e otimizacdo dos procedimentos para a
determinacdo de MCAS e DCAS em CAPB pelas técnicas GC/FID, GC/ECD e
GC/MS.

A determinacdo cromatografica de acidos cloroacéticos e de cloroacetatos de
sédio esta relatada na literatura por intermédio das seguintes técnicas:

e Cromatografia de ions com deteccdo condutimétrica ou por ultravioleta,

Nair et al. (1994);

e Cromatografia liquida de alta eficiéncia empregando a detecc¢éo por fotodiédo

apos derivatizagdo com 1-naftilamina, Ghassempour et al. (2006);

e Cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando a detecc¢do por ultravioleta,

Soleimani et al. (2013);
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e Eletroforese capilar, Martinez et al. (1998).

As determinacbes de MCAS e DCAS em CAPB através da cromatografia de
ions, da cromatografia liquida e da eletroforese capilar ndo foram objetos do
presente estudo, cujo escopo delimitou-se a técnica de cromatografia a gas.

A aplicacao da cromatografia a gas tem como finalidade a separacao e analise
dos componentes da amostra e a posterior quantificacdo. Ela € considerada uma
técnica de amplo emprego para compostos volateis, termicamente estaveis e de
polaridade baixa e média (Lancas, 2008).

A analise qualitativa identifica os componentes da amostra e 0 parametro
utilizado € o tempo de retencdo, que vem a ser o tempo transcorrido desde a injecao
até o maximo do pico referente ao analito. A analise quantitativa relaciona a area de
cada pico no cromatograma as concentracbes dos componentes presentes na
mistura, de acordo com Skoog et al (2008).

A determinacdo de MCAS e DCAS por cromatografia a gas fez uso do método
da padronizacdo externa. De acordo com Ribani et al. (2004), este método compara
a area da substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas com
solucdes de concentracdes conhecidas preparadas a partir de um padrdo. As
concentracfes de cada padrdo foram relacionadas as areas obtidas e resultaram nos
graficos e nas equacOes da curva analitica. Por meio das areas obtidas no
cromatograma da amostra em exame foram calculadas as concentracfes das
substancias de interesse.

Apoés a introducdo no sistema cromatografico, a amostra € vaporizada e
injetada com divisdo de fluxo (split), onde uma valvula assegura que apenas uma
fracdo da amostra seja eluida para a coluna pelo fluxo de um gas adequado
denominado fase movel ou gas de arraste, segundo Collins et al. (2006). A injecéo
sem divisdo de fluxo (splitless) é aplicada em determinacbes onde se requer
introducéo de maior quantidade de amostra no sistema cromatografico.

O fluxo de gas juntamente com a amostra vaporizada passa por um tubo
aguecido contendo a fase estacionaria, que é uma coluna cromatografica onde
ocorre a separacdo dos constituintes da amostra. A fase estacionaria pode ser um
sélido adsorvente (cromatografia gas-sélido) ou, mais comumente, um filme de um

liquido pouco volatil, suportado sobre um sélido inerte (cromatografia gas-liquido com
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coluna empacotada ou recheada) ou sobre a propria parede do tubo (cromatografia

gasosa de alta resolugéo), conforme proposto por Ciola (1985).

De acordo com Grob (1995), a coluna pode ser considerada o item central da

cromatografia a gas e dentre as fases estacionarias capilares mais comuns

encontram-se as do tipo polisiloxano. No presente estudo foram empregadas as

colunas DB-1 e DB-5, que estdo detalhadas em materiais e métodos.

As caracteristicas da cromatografia a gas que devem ser exploradas segundo

Grob (1995) e que a tornaram relevante ao controle de qualidade, séo as seguintes:

Resolucdo: a técnica permite a separacdo de componentes com pontos de
ebulicdo préximos, principalmente, por meio da selecéo da fase estacionaria;
Sensibilidade: detectores convencionais como o de ionizagado de chama (FID)
e por condutividade térmica (TCD) detectam fracbes em partes por milhdo e
detectores mais especificos como o de captura de elétrons (ECD) detectam
em partes por bilh&o;

Tempo de Analise: a separacdo dos componentes de uma amostra pode levar
de segundos a minutos, de acordo com as condicbes operacionais de
equilibrio entre as fases mével e estacionaria;

Conveniéncia: por ser um procedimento relativamente direto, € possivel treinar
pessoal ndo especializado para separacdes de rotina;

Custo: comparados a instrumentos analiticos atuais, os cromatégrafos a gas
apresentam-se vantajosos nos valores de aquisicao e de manutencao;
Versatilidade: a cromatografia a gas adapta-se facilmente desde a analise de
gases permanentes a liquidos de elevado ponto de ebuli¢éo;

Poder de separacao: a baixa viscosidade da fase movel permite o emprego de
colunas longas com alto poder de separac¢ao;

Sortimento de sistemas de deteccdo: os detectores da cromatografia a gas
sao simples, sensiveis e possuem rapidas taxas de resposta;

Tratamento de dados: estes mesmos detectores comunicam-se com ampla
variedade de modulos de armazenamento e tratamento de dados;

Automacédo: a cromatografia a gas pode ser usada para monitorar varios
processos quimicos onde as amostras sdo coletadas on line e injetadas em

uma coluna para separacao e deteccgéo.
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A cromatografia a gas com o detector de ionizacao de chama (GC/FID) € uma
técnica por meio da qual o gas de arraste proveniente da coluna passa por uma
pequena chama alimentada por gas hidrogénio e ar, onde eletrodos posicionados
proximos a chama do detector FID estabelecem uma diferenca de potencial,
conforme ilustrado pela FIG. 3. Quando apenas o0 gas de arraste passa pela chama
gera pequena corrente entre os eletrodos. Ao passarem 0S compostos organicos da
amostra formam-se radicais que sofrem ionizacdo no campo elétrico, aumentando

consideravelmente a corrente que é amplificada e registrada (Skoog et al., 2008).

— I €& o,

Hy =
ﬂ
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2* CnHizn+2)
FIGURA 3 — Esquema do detector FID ilustrando a formacao de ions por meio da
gueima de composto organico em chama de H; e O,

Fonte: adaptada de Shimadzu do Brasil

O FID é sensivel a compostos organicos e ndo € sensivel as impurezas
comuns dos gases de arraste, tais como, H,O e CO, e estas propriedades o
tornaram de uso mais geral e Util para a analise da maioria das amostras organicas.
Devido a adequacdo de seu volume e da chama as técnicas de baixa vazao que
empregam colunas capilares, o FID fornece resposta proporcional a massa da
substancia por unidade de tempo, com simetria de pico e baixo ruido (Grob, 1995).

A determinagcdo MCAS e DCAS em CAPB pelo emprego de derivacdo e

deteccdo no modo FID, utilizou como ponto de partida o modelo proposto por
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Hoogenboom e Rammel (1987), que determinou monofluoracetato de sodio pela sua
conversdao a éster benzilico.

O modo de deteccdo FID ndo dispde da especificidade proporcionada pelo
GC/MS segundo Grande e Aquino (1990), nem a sensibilidade do GC/ECD (Skoog et
al, 2008), todavia € o0 menos complexo e o mais largamente empregado em controle
de qualidade industrial pela sua universalidade, ndo demandando a fonte radioativa
presente no detector ECD, ou uma tecnologia mais sofisticada como a
espectrometria de massas.

A cromatografia a gas com o detector por captura de elétrons (GC/ECD)
consiste de uma fonte de material radioativo de °*Ni que gera elétrons livres por meio
de colisdes com as moléculas do gas de arraste, conforme ilustra a FIG. 4,
produzindo a corrente elétrica que € amplificada e resulta na linha de base. As
moléculas organicas eluidas da coluna cromatografica passam pelo detector e
capturam elétrons, causando a diminuicdo da corrente proporcional a concentracao

destas espécies eletrofilicas (Grob, 1995).

] Wr

FIGURA 4 — Esquema do detector ECD, ilustrando o anodo com a fonte 3 emissora

de ®Ni (1), a saida de gases (2), o catodo (3), a cavidade onde ha supressdo da
corrente pela espécie eletrofilica (4) e a coluna cromatogréfica (5)

Fonte: adaptada de Shimadzu do Brasil

O ECD ¢é seletivo devido a sensibilidade para moléculas eletronegativas como
halogenetos organicos, aldeidos conjugados, nitrilas, nitratos e organometalicos e é

pouco sensivel a hidrocarbonetos, alcoois e cetonas (Skoog et al, 2008).
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De modo analogo ao proposto por Wang e Wong (2005) — que procedeu a
esterificacdo com metanol associada a técnica headspace com deteccdo ECD — e ao
proposto por Bakeas et al. (2003) — que procedeu a derivacdo aos seus respectivos
propil ésteres com detec¢do ECD - a determinacdo de MCAS e DCAS em CAPB foi
conduzida neste trabalho por meio da esterificagdo com etanol e detecgdo ECD.

O espectrémetro de massas acoplado ao cromatografo a gas (GC/MS) é um
detector de alta seletividade e sensibilidade. Conforme definicdo IUPAC, a
espectrometria de massas trata do estudo de sistemas pela formag¢do de ions em
fase gasosa, com e sem fragmentagcdo, que sao caracterizados por suas relagdes
massa-carga e abundancias relativas.

Segundo Karasek e Clement (1988), a espectrometria de massas pode ser
dividida em trés processos separados — a ionizagdo, a separacdo de massas e 0
registro de ions formados — e diferentes métodos de ionizacdo podem ser
combinados com diferentes técnicas de separagdo de massas. Os principais
componentes dos espectrometros de massas sdo 0s seguintes: a fonte de ions, o

analisador de massas e o detector de ions, de acordo com o ilustrado na FIG. 5.

Espectrémetro de Massa GC Mo Lu Amostra

FIGURA 5 — Esquema do modo de detec¢do MS onde ocorre a formacéo de ions de
compostos organicos na fonte de ions, que sdo separados pela razdo m/z no
analisador de massas e quantificados por abundancia no detector
Fonte: adaptada de Shimadzu do Brasil

A amostra € introduzida e vaporizada no sistema de injecdo operado sob

vacuo de tipicamente 10° Torr e temperatura superior a 300°C. Na fonte de fons a
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amostra contendo as moléculas do analito sofre impacto por feixe de elétrons de alta
energia (70 eV), produzindo o cation representado por M* e denominado ion
molecular (Grob, 1995).

O ion molecular M* é produzido em diferentes estados de energia. A energia
interna é dissipada por reacbes de fragmentacdo e os fragmentos de menores
massas sdo ionizados e também convertidos a fons. O ion M* permite determinar
diretamente o peso molecular do composto ou nimero inteiro mais proximo deste e
os demais ions com razdes massa-carga (m/z), fornecem informacdes importantes
para a elucidacao da estrutura (Skoog et al., 2008).

No detector o feixe de ions é convertido em sinal elétrico e os dados que
caracterizam os ions moleculares resultam do controle da funcédo de varredura.

Os dados podem ser adquiridos empregando dois modos. No modo de
monitoramento continuo do espectro total (full scan), ha varreduras repetitivas de
valores m/z em funcdo do tempo, gerando um cromatograma de corrente i6nica total
(total ionic current, TIC), que consiste em somar as correntes geradas pela totalidade
dos ions fragmentados a medida que passam através do detector (McMaster, 2008).

No modo de varredura por monitoramento de ions selecionados (selected ion
monitoring, SIM), as massas a monitorar sdo selecionadas antes da varredura. O
perfil cromatografico € obtido somente com base no sinal gerado para fragmentos
especificos, por serem caracteristicos de um determinado analito, beneficiando a
razao sinal/ruido e a seletividade da determinacédo (McMaster, 2008).

Conforme proposto por Karasek e Clement (1988), o ganho em sensibilidade
no modo de varredura SIM, quando comparado ao modo full scan, é proporcional a
reducdo de tempo em que a radiofrequéncia sintoniza os poucos ions selecionados.
O ganho em seletividade € intrinseco ao ndo monitoramento dos demais ions pelo
MS. Contudo, os mesmos autores advertem para o risco da perda de deteccdo dos
analitos pelo modo SIM diante de uma escolha pobre de ions a serem monitorados.

O espectro de massas é composto por um grafico de barras de abundancias
relativas de ions com base no ion mais abundante (pico base). De acordo com o
proposto por Karasek e Clement (1988), o espectro de massas contém informacdes
estruturais dos analitos e a sua interpretacdo detalhada é conduzida conforme as
seguintes etapas:

e Procurar o ion molecular M":
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Observar o aspecto geral do espectro: ele fornece pistas estruturais, tais
como, padrdes de fragmentos que decrescem com a massa molar como nos
alcanos e a elevada abundancia do ion molecular nos aromaticos;

Analisar o0 espectro por conjuntos de picos de padrdes isotopicos
caracteristicos: as abundancias isotopicas fornecem pistas dos tipos e nimero
de atomos que compdem a férmula empirica do composto;

Procurar pela perda de pequenos fragmentos neutros do ion molecular que
indicam a presenca de grupos funcionais ou unidades de cadeia: sao
exemplos os fragmentos CH3*, CH3CH,", OH" e NH,";

Procurar pelos fragmentos caracteristicos de baixa massa, tais como 0s que
fazem parte da conhecida série de m/z 43, 57, 71 e 85 de alcanos lineares;
Comparar aos espectros de referéncia da biblioteca NIST;

Verificar a interpretacdo contra o espectro do composto puro nas mesmas

condi¢des instrumentais.

A determinacdo de MCAS e DCAS em CAPB por meio da derivacdo com

etanol em meio acido sulfarico a etil ésteres, foi conduzida pelo emprego da extracao

liquido-liquido e por meio da deteccdo por espectrometria de massas, de modo

analogo ao descrito por Sarrion et al. (1999).

Com base no que foi proposto por Grob (1995), a otimizacédo da determinacéo

de MCAS e DCAS por cromatografia a gas, neste estudo, envolveu 0s requisitos

comuns as técnicas de separacao e teve por finalidade conseguir:

Limite de quantificacdo inferior ao maximo especificado para a impureza;
Tempo de andlise apropriado as necessidades de controle de qualidade;
Linearidade de resposta do detector na faixa de interesse;

Custo otimizado por analise;

Compatibilidade com a instrumentacéo corrente;

Emprego de colunas e consumiveis convencionais;

Robustez do método frente as oscilacdes instrumentais e operacionais;
Degradacdo e manuseio de amostra que nao afetem o desempenho do

método.
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Conforme proposto por Lancas (2008), as tendéncias em cromatografia a gas
apontam para a miniaturizacdo das técnicas de preparo da amostra (microextracao
em fase solida ou liquida) e das colunas cromatograficas, diminuicdo da quantidade
de amostra, o acoplamento a técnicas espectroscépicas e a integracao on line entre
preparo da amostra, clean-up e separagdo cromatografica (SPE-GC/MS).

Outras tendéncias, segundo Pedroso (2011), sdo a cromatografia a gas rapida
e a cromatografia a gas bidimensional, onde o sistema de deteccao tem de ser
rapido o suficiente para monitorar o efluente da coluna cromatografica, sendo
indicados para estas técnicas os detectores por ionizagdo de chama e o

espectrometro de massas com analisadores por tempo de voo.

3.5 Avalidacao e a incerteza da medicao

A demonstracdo da confiabilidade de medicbes quimicas por meio da
comparabilidade, incerteza e rastreabilidade, segundo Bulska et al.(2003), esta
sendo cada vez mais reconhecida e exigida, posto que importantes decisbes séo
baseadas em dados analiticos.

Para demonstrar que um método analitico produz resultados confiaveis, ele
deve sofrer uma avaliacdo denominada validacdo, que € a comprovacao por meio de
testes e apresentacdo de evidéncias objetivas de que o método desenvolvido é
adequado ao uso pretendido (INMETRO, 2011).

Motivacdes legais, regulatorias, técnicas e comerciais também justificam a
implantacdo da validacdo de métodos analiticos de separacédo, sendo fundamental
demonstrar por critérios objetivos, que as metodologias de ensaio conduzem a
resultados adequados a qualidade pretendida (Ribani et al., 2004, Leite, 2008).

A validacdo analitica deve ser representativa e conduzida de modo que a
variacdo das amostras em exame — em natureza e concentracao — seja adequada ao
uso pretendido da metodologia. Resultados ndo confiaveis podem conduzir a erros
ou decisfes desastrosas e seus consequentes custos (Bievre, 2005).

Um método para um composto majoritario requer uma abordagem diferente de
um metodo desenvolvido para a analise de tragcos, segundo Ribani et al. (2004). Para
analisar impurezas em baixas concentragdes, por exemplo, ndo ha necessidade de

validar a linearidade do método sobre toda a faixa dinAmica do equipamento.
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A intencdo de uso do método inclui os diferentes tipos de equipamentos, a
frequéncia e os lugares em que o método sera utilizado, ou seja, se o método €
desenvolvido para instrumento e laboratorio especificos, ndo ha necessidade de usar
instrumentos de outras marcas ou incluir outros laboratérios na validagéo.

Para comprovar a competéncia técnica, os laboratérios que executam as
analises devem submeter-se a uma acreditacdo por um 6rgdo de ambito nacional ou
internacional, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagéo e Qualidade Industrial (INMETRO), no Brasil.

Os documentos disponiveis para a validacdo de métodos analiticos sdo a
resolucdo RE n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e a
orientacdo DOQ-CGCRE-008 do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO, 2011).

A ANVISA e o INMETRO séao responsaveis por acompanhar e acreditar a
competéncia de laboratorios de ensaios e dispdem de documentos especificos para
esta finalidade. As diferentes terminologias e algumas caracteristicas de
desempenho de um método analitico sdo apoiadas pelo Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM, 2012).

Na TAB. 2 sdo apresentadas as definicdes adotadas pela ANVISA e pelo
INMETRO em seus respectivos documentos para 0s principais parametros de
desempenho que fazem parte da validacao analitica.

Segundo Goulart (2012) em seu estudo para a quantificacdo de alcaldides em
amostras de cocaina por cromatografia a gas, os parametros de validacao utilizados
por institutos como a farmacopéia americana (USP), a rede europeia para a
qualidade em quimica analitica (EURACHEM), o conselho internacional de
harmonizacdo (ICH) e a ANVISA, foram a seletividade, linearidade, precisao,

exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacao, intervalo e robustez.
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TABELA 2 - Definigbes dos parametros de validagéo do INMETRO e ANVISA

INMETRO

ANVISA

Seletividade

Linearidade

Repetibilidade

Exatidao

Limite de

Deteccéao

de

Quantificacao

Limite

Robustez

Habilidade do método identificar
e dosar o analito na presenca
de interferentes.

Dependéncia entre a resposta
medida e a concentracdo do

analito é proporcional e linear.

Dispersédo de resultados obtida
com 0S mesmos procedimento,
instrumento, analista e local
mediante repeticbes no menor
tempo.

Avaliada numericamente pela
tendéncia, que é expressa como
recuperacdo analitica (valor
observado/valor esperado).
Concentragdo minima de um
analito que pode ser detectada,

distinguindo de branco ou ruido.

Menor concentracdo do analito
determinada com tendéncia e
precisao satisfatérias.

Mede a influéncia de variacdes
no

procedimento nos

resultados.

Capacidade de medir um composto
em presenca de outros, tais como,
impurezas, produtos de degradacao
e componentes da matriz.
Capacidade de demonstrar que 0s
resultados sdo proporcionais a
concentracdo do analito, em um
intervalo especificado.
Concordéancia entre os resultados
em curto periodo de tempo com o
analista e

mesmo a mesma

instrumentacao.
Proximidade dos resultados do
método em estudo em relacdo ao

valor verdadeiro.

Menor concentragdo do analito que
pode ser detectada e nao
necessariamente quantificada, sob
as condicoes estabelecidas.

Menor concentragdo do analito que
pode ser determinada com precisao
e exatiddo aceitaveis.

Capacidade em resistir a pequenas
dos

e deliberadas variactes

parametros analiticos.

Fonte: adaptada de Araujo Neto e Barros (2013)

Por se tratar de um estudo cujas determinag¢des envolvem uma impureza com

teor inferior a 0,01 % empregando curva de calibragéo, foram utilizados os seguintes
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parametros de desempenho: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de
deteccédo (LD), limite de quantificacéo (LQ), faixa de trabalho e robustez, de acordo
com o proposto pela International Council for Harmonization of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use ICH (2005), organizagdo que
congrega autoridades reguladoras e a industria farmacéutica da Europa, Japao,
Estados Unidos e Canada e que harmoniza globalmente critérios de validag&o para o

segmento farmacéutico.
3.5.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade que o método possui em medir um composto ha
presenca de outros, distinguindo de forma inequivoca uma ou mais substancias de
interesse de outros componentes na matriz analisada (Leite, 2008). Trata-se de um
parametro de desempenho preliminar ao desenvolver uma metodologia analitica e
quando ndo assegurado, pode comprometer o0s demais parametros, como
linearidade, preciséo e exatidao (Ribani et al., 2004).

Um método analitico é dito seletivo quando, a despeito de produzir repostas
para varios compostos quimicos com caracteristicas comuns, tem a capacidade de
distinguir a resposta de um composto da resposta de outros (INMETRO, 2011).

Em cromatografia, a seletividade deve garantir que determinado pico
represente exclusivamente o composto em estudo (Ribani et al., 2004, Leite, 2008).
Quando nao € possivel obter a matriz isenta da substancia de interesse, a
seletividade pode ser avaliada pela adi¢cdo de padrdo a matriz por intermédio da:

e Observacdo do cromatograma gerado pela matriz fortificada pelo padrao;
¢ Homogeneidade das variancias em amostras com matriz e sem matriz, por
meio do teste Fisher-Snedecor (F) que é calculado segundo a equacédo 3 e

comparado a um valor tabelado:

s2 3)

onde:
s;” e s;° séo as variancias das injecdes em setuplicata dos ensaios com e

sem matriz, respectivamente;

25



e Comparacgdo das inclinacdes das curvas analiticas obtidas sem a presenca
da matriz e por adicdo da substancia de interesse a matriz;

e Comparacdo das médias obtidas em amostras com matriz e sem matriz, por
meio do teste t-Student (t) que é calculado de acordo com a equacédo 4 e
comparado a um valor tabelado:

|x; — X5 4)
t=—
s; | S5
nq n;

onde:

X1 € X2 sdo as medias das respostas dos analitos nas amostras com e sem
matriz, respectivamente;

ni e np representam o namero de replicatas para 0s ensaios com e sem
matriz, respectivamente;

s;” e s, sdo as variancias das injecées em setuplicata dos ensaios com e

sem matriz, respectivamente.

Neste estudo foram aplicadas a observagcao dos cromatogramas obtidos pelos

modos de detec¢do ECD, FID e MS e a homogeneidade das variancias.

3.5.2 Linearidade

A linearidade mede a capacidade do método produzir resultados proporcionais
a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de

aplicacao, conforme Goulart (2012).

Na maior parte dos casos, a relagcdo entre o sinal e a concentracdo da
espécie de interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais
medidos para as concentracdes conhecidas dessa espécie. Os modelos
matematicos obtidos pelo método da regresséao linear definem a funcdo conhecida
por curva analitica, que é a equacao da reta expressa por meio da equagéo 5 e o

coeficiente de determinacdo (R?), que expressa o ajuste da curva obtida pela
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avaliacdo da dispersdo dos pontos experimentais. A ANVISA (2003) recomenda R?
superior a 0,98 e o INMETRO (2011) R? superior a 0,81.

y=ax+Db ()

onde:

y é a resposta medida (area do pico cromatogréfico);
X € a concentracao do analito;

a é o coeficiente angular (inclinacdo da curva);

b é o coeficiente linear (interse¢&o da curva com o eixo y).

Uma curva analitica pode ser construida por diluicdo da solucdo mée ou
ponto a ponto (Leite, 2008). O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO, 2011) recomenda no minimo cinco niveis de concentragéo

com um namero de replicatas similar ao empregado na rotina do laboratério.

A verificacdo da linearidade deve ser realizada em cada ponto da curva
analitica por meio do desvio padréo dos residuos, assegurando a consisténcia dos
dados experimentais com a regressao linear. Aplica-se o teste t-Student (t) onde o

valor calculado por meio da equacéo 6 deve ser menor que o valor tabelado.

. res (6)

onde:
res € o residuo, ou seja, a diferenca entre o valor medido e o valor tedrico;
S; € a estimativa do desvio padrao dos residuos;

n representa o numero de replicatas.

3.5.3 Preciséao

A precisao representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos em uma mesma amostra ou em amostras semelhantes ou em padrdes, sob
condi¢Oes definidas (INMETRO, 2011; ANVISA, 2003; ICH, 1997).
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A precisdo é avaliada pelo desvio padrdo absoluto, que utiliza um namero
significativo de medi¢cdes, normalmente maior que 20. Na prética, conforme
Ribani et al. (2004), em validacdo de métodos o numero de determinacdes é
geralmente pequeno e 0 que se calcula é a estimativa do desvio padrao absoluto

(s), como mostra a equagéao 7.

Z(Xi - Xm)z @

n—1

S =

onde:
X € 0 valor individual de uma medicao;
Xm € a média aritmética de um pequeno numero de medicdes;

n representa o numero de medigdes.

Outra expressdo da precisdo é o desvio padrédo relativo (DPR), cuja

expressao esta demonstrada na equacgao 8.
S
DPR(%) = — .100 ®
Xl’l’l

onde:
S é a estimativa do desvio padréao;

Xm € a média aritmética de um pequeno numero de medicdes.

Segundo o INMETRO (2011), a aceitabilidade das caracteristicas de precisao
de um método analitico pode ser avaliada pelo desvio padrdo relativo (DPR) a

partir da expressao de Horwitz, ilustrada pela equacéo 9.

DPR(%) = 2(1-0.510gC) (9)

onde:

C é a concentracdo percentual do analito em estudo.

Por meio da equacdo 9 é possivel concluir que um método que quantifica

compostos entre 1 e 100 % tem DPR aceitavel de 1 a 2% e um método com
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analito em nivel de partes por milhdo (1 a 100 mg/kg) apresenta DPR aceitavel
entre 4 e 8 %.

De acordo com a ANVISA (2003), para impurezas o DPR nao deve exceder
15 %, exceto proximo ao limite de quantificacéo que pode alcancgar 20 %.

A precisdo em validacdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes:
repetitividade (série de corridas nas mesmas condi¢cBes operacionais), precisdo
intermediaria (série de corridas com alteracdo em uma das variaveis, como
periodo de execucdo, equipamento, analista) e a reprodutibilidade entre
laboratérios (INMETRO, 2011; ANVISA, 2003; ICH, 1997; Ribani et al., 2004).

No presente estudo empregou-se o limite de repetitividade (r), que indicou a
dispersdo dos resultados dentro das mesmas condicbes operacionais e foi

calculado de acordo com a equagéo 10.

r=t.v2.s (10)

onde:
t é o fator Student para n-1 graus de liberdade e 95% de confianca;
S é a estimativa do desvio padrao de sete replicatas de cada concentracdo da

curva analitica.

O interesse pratico do limite de repetitividade (r) consiste em disciplinar as
diferencas de respostas obtidas entre repeticbes, definindo se determinadas

replicatas devem compor o calculo da média ou devem ser descartadas.

3.5.4 Exatidao

Este parametro representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito
como verdadeiro (INMETRO, 2011; ANVISA, 2003).

Quando néo estao disponiveis um material de referéncia certificado (MRC)
ou uma segunda metodologia bem caracterizada e quando ndo é possivel a

participagdo em comparacoes interlaboratoriais, sugere-se a avaliagdo da exatid&ao
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por meio do emprego da adicdo de padrdo e o célculo do percentual quantificado
em relacdo a quantidade adicionada (recuperacao).

Segundo a ANVISA (2003), devem ser conduzidas nove determinacdes
dentro do intervalo linear do método, consistindo de trés réplicas de trés
concentragbes. Também de acordo com o INMETRO (2011), as amostras podem

ser fortificadas com o analito em trés concentracdes da faixa de uso do método.

Conforme proposto por Ribani et al (2004), taxas de recuperacdo de 70 a
120 % séo aceitas para concentracdes inferiores a 0,01 %.

3.5.5 Limite de deteccéao e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, porém nao necessariamente quantificada, sob as condicdes
experimentais estabelecidas (INMETRO, 2011; ICH, 2005 ; ANVISA, 2003).

O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método
relacdo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica (Ribani et
al., 2004). Os dois primeiros procedimentos estdo relacionados ao método de
integracao e de recursos que demonstram o ruido da linha de base e o método por

intermédio da curva analitica relaciona a resposta com a matriz.

Neste trabalho adotou-se o método da curva analitica devido ao interesse em

conjugar a resposta das técnicas instrumentais para a matriz CAPB.
O limite de deteccéo (LD) foi calculado conforme demonstra a equacéo 11.

LD=t.s (11)

onde:
t é o fator Student para n-1 graus de liberdade e 95% de confianca;

s € a estimativa do desvio padrdo de sete replicatas de menor concentracéo
da curva analitica.
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O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragcdo da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental (INMETRO, 2011; ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Tal como o LD, o LQ também é expresso como uma concentracao e a
mesma estratégia pode ser adotada: o LQ pode ser calculado a partir de
parametros da curva analitica, utilizando a média da resposta e 0 desvio padrédo da

resposta, como demonstra a equagao 12.

LQ=x.5.s (12)

onde:

X € a média da resposta para sete replicatas da menor concentracdo da
curva analitica;

S é a estimativa do desvio padrdo para sete replicatas da menor

concentracdo da curva analitica.

Por se tratar de metodologia por cromatografia a gas, LD e LQ foram
calculados por intermédio da curva analitica, porque estatisticamente melhor se
aplica a técnica e com a expectativa de que a curva analitica contenha a

concentracdo correspondente ao LQ (Ribani et al., 2004).
3.5.6 Robustez

A robustez avalia quanto um método resiste frente a pequenas e deliberadas
variacGes da metodologia proposta (INMETRO, 2011; Ribani et al., 2004).

No presente estudo, foram consideradas as influéncias no desempenho das
metodologias de varia¢des individuais, tais como, as condi¢cdes da esterificacdo e da

extracao e as variaveis de operacao do cromatégrafo.
3.5.7 Incerteza da Medicdo Cromatogréafica

A recente preocupacdo da ciéncia da medicdo quimica € representada pelo

calculo estatistico da incerteza associada aos resultados obtidos experimentalmente,
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conforme relato de Chui et al. (2001). Estes autores elegem como principais fontes
de variabilidade analitica a amostragem, a preparacdo da amostra, os titulos dos
padrdes e suas preparacdes, a extracao ou digestéao e interferéncias que vao desde
os efeitos de matriz até calibracdo dos instrumentos.

De acordo com o Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM, 2008), a
incerteza de uma medicdo é um parametro associado ao resultado, que

caracteriza a dispersao de valores em torno da média.

As fontes de incertezas devem ser reconhecidas e identificadas para que
possam ser quantificadas de forma a possibilitar a influéncia na medicéao final
(Leite, 2008). A analise do conjunto dessas incertezas conduzirq a estimativa da

incerteza combinada.

A incerteza total € a soma das incertezas geradas no processo de medicao,
expressas como um desvio padrdo, conforme proposto por Chui et al. (2001).
Através da combinacéo das variancias calcula-se a incerteza padrédo combinada e
estabelecido um grau de confianca, determina-se a incerteza combinada
expandida, por meio do critério do intervalo de confianca, utilizando o fator de
abrangéncia (k). Na maioria dos casos, usa-se o valor de k = 2 correspondente ao

estabelecimento do nivel de confianca de aproximadamente 95 %.

De acordo com o proposto no Guia Pratico RM 68 da Rede Metrolégica RS
(2013), no presente estudo foram conduzidos os seguintes passos para avaliar a

incerteza de medicéo:

e Definiram-se os modelos matematicos;

e Estabeleceram-se os componentes da incerteza;

e Estimaram-se as distribuicbes de probabilidade;

e Calcularam-se as incertezas-padrao;

e Obtiveram-se as incertezas combinadas e expandidas para expressar 0S

resultados.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os reagentes, os padrdes analiticos, as
amostras examinadas e os equipamentos utilizados na secdo Materiais, e as etapas
necessarias ao desenvolvimento das metodologias na se¢do Métodos.

A atividade experimental foi desenvolvida nos laboratérios do Centro de
Quimica e Meio Ambiente (CQMA) do IPEN.

As metodologias foram desenvolvidas para determinar os teores de MCAS
DCAS em CAPB, ap0s a esterificagdo dos analitos de interesse com etanol em meio
acido e a posterior extracdo com hexano.

A separacédo, a identificacdo e a quantificacdo foram conduzidas por meio da
cromatografia a gas acoplada aos detectores ionizacado de chama (FID), captura de
elétrons (ECD) e espectrometria de massas (MS), com o emprego de curva de
calibracdo. O fluxograma de execucao das determinacfes € apresentado na FIG. 6.

AMOSTRADE CAPB CONTENDO AS
IMPUREZAS MCASEDCAS

CURVA ANALITICA: PREPARO DAS
SOLUGOES DOS PADROES DOS ACIDOS

MONOCLOROACETICO E DICLOROACETICO

h 4

ESTERIFICAGAO DE MCAS E DCAS CONTIDOS
NOSPADROES E NA AMOSTRA EM EXAME

PELA REAGAO COM ETANOL EM MEIO ACIDO

SEPARAGAO DOS ESTERES FORMADOS DO
RESTANTE DA MATRIZ CAPE POR MEIO DA
EXTRAGAO COMHEXANO

¥
CROMATOGRAFIA A Gﬁ\_S PELO EMPREGO
DOSMODOSDEDETECAQFID,ECDEMS

FIGURA 6 - Fluxograma da determinacédo de MCAS e DCAS por GC FID/ECD/MS
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4.1 Materiais

A amostra do surfactante de carater anfétero CAPB foi obtida de um dos
produtores disponiveis no mercado nacional, que segue protocolos definidos para
amostragens de produtos acabados ou em processo. Esta amostra apresenta
caracteristicas fisico-quimicas uniformes reportadas em certificado analitico, tais
como, aspecto, pH e ingrediente ativo e foi mantida em condi¢cdes ambientais tipicas
de um laboratério quimico.

Na etapa de derivacao foram utilizados os seguintes critérios para a selecao
do reagente derivatizante: promover reacdo quantitativa, ndo causar alteracao
estrutural ou funcional na matriz e produzir derivados estaveis frente ao tempo de
reacao e quantificacdo, conforme proposto por Ferreira (2011).

Dentre os derivatizantes convencionais relatados na literatura - alcoois
metilico, etilico e n-propilico — realizaram-se os ensaios com alcool etilico 96 % e
alcool etilico absoluto, bem como, foram avaliados a temperatura e o tempo de
reacao para padronizar as melhores condi¢cbes de conversédo aos ésteres.

Com respeito a etapa da extracdo, os critérios utilizados para a escolha do
solvente foram: a facilidade de separacdo da fase aquosa, o desempenho do
solvente para extrair os ésteres formados e a conveniéncia quanto a disponibilidade
e aplicabilidade na cromatografia a gas.

Realizaram-se ensaios com n-hexano que atendeu aos requisitos do paragrafo
anterior e permitiu também padronizar o tempo e o meio de agitacdo para obter a
melhor recuperacéo dos analitos na injecdo cromatogréfica.

Os materiais quimicos utilizados no presente estudo foram:

e Coco Amido Propil Betaina (CAPB), produto técnico obtido de fabricante
nacional, numero CAS 61789-40-0, lote 757401, teor 30 %;
e Acido Monocloroacético P.A. Fluka Sigma-Aldrich, nimero CAS 79-11-8, lote

1371917, teor 100 %;

e Acido Dicloroacético P.A. Merck, nimero CAS 79-43-6, lote S6149141, teor

99,3 %j;

e Alcool Etilico Absoluto P.A. ACS, Alphatec, niimero CAS 64-17-5, teor 99,7 %:
e Acido Sulfarico P.A. ACS, Alphatec, nUmero CAS 7664-93-9, teor 95-99 %:
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Mistura de Hexanos Grau HPLC EMD, CAS 110-54-3, teor min. 98,5 %:;
Cloreto de Sédio P.A. Merck, nimero CAS 7647-14-5, teor 99,9 %:;

Agua desmineralizada pelo processo de osmose reversa.

Os equipamentos e acessorios utilizados no presente estudo foram:
Cromatografo a gas Shimadzu GC2010, equipado com detector por captura
de elétrons (Eletrons Capture Detector - ECD) e com detector por ionizacéo de
chama (Flame lonization Detector — FID), microprocessador de dados
equipado com o programa GC Solution;

Cromatografo a gas Shimadzu GC2010 Plus, acoplado ao detector de
espectrometria de massas Shimadzu QP2010 SE, microprocessador de dados
equipado com o programa GC/MS Solution;

OpenChrom: software de codigo aberto para visualizacdo e tratamento de
dados em cromatografia e espectrometria, a partir dos arquivos nativos dos
programas de diversos fornecedores, como Agilent, Shimadzu, Thermo Fisher
e Perkin Elmer;

Balanca Analitica Shimadzu AX200, resolucéo 0,0001 g;

Agitador magnético Quimis com aquecimento;

Forno do cromatografo a gas Perkin EImer GC Autosystem, adaptado como
estufa para a reacdo de esterificacdo, programado para estabilizar a 100°C
por 20 minutos;

Vidraria e consumiveis para cromatografia convencionais para laboratorios
analiticos: béqueres, balbes volumétricos, pipetas, frascos de vidro de 22 mL
para uso em headspace, vials de 2 mL, septos, microsseringa Hamilton de
10 pL e lacres metélicos;

Colunas capilares DB1 ou DB5, comprimento 30 m, diametro interno 0,32 mm
e espessura de filme 0,25 um, conforme caracteristicas demonstradas na
TAB. 3.
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TABELA 3 - Caracteristicas das colunas capilares DB-1 e DB-5

Caracteristicas Coluna DB-1 Coluna DB-5
Composicao 100% dimetilsiloxano 95% dimetilsiloxano
quimica 5% difenilpolisiloxano
Estrutura WH " CH; {TﬁHs
0—Si 0-—Si 051
CH; — 100% CH 95% C.H;, 5%
Polaridade N&o polar Né&o polar
Resisténcia ao Elevada Muito elevada
“sangramento”
Aplicacéo Geral, inerte e seletiva a Geral, inerte e seletiva a ampla
ampla gama de gama de compostos ativos e total
compostos ativos compatibilidade com GC/MS
Fases similares HP-1, Rtx-1, CP-Sil 5 HP-5, Rix-5, CP-Sil 8

Fonte: elaborada pelo autor

4.2 Métodos

A quantificacdo dos analitos foi realizada segundo o procedimento analitico de
padronizacdo externa, pela construgdo das curvas analiticas com cinco
concentracbes de padrdes e por intermédio da regresséao linear as equacdes foram
estabelecidas, permitindo determinar a concentracdo da amostra a partir da

normalizacéo de area.
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4.2.1 Preparo das solucgdes

As solucdes empregadas no presente estudo foram as seguintes:

Cloreto de Sédio 10%: Pesar 10 g de cloreto de s6dio com precisdo 0,1 g em
baldo de 100 mL, completar com agua e dissolver;

Solugdo estoque da curva de calibragdo: Pesar 0,09 g de Acido
Monocloroacético e 0,09 g de acido Dicloroacético com precisdo minima de
0,001 g em baldo de 100 mL, completar com agua e dissolver;

Padrdes de trabalho da curva de calibracdo: Pipetar aliquotas da solucdo
estoque e diluir com Etanol Absoluto P.A. em baldo volumétrico, conforme
ilustra a TAB. 4.

TABELA 4 - Volume de aliquotas e balées para o preparo da curva de calibracdo

Concentracao
Volume da Volume do )
] aproximada dos
Padréo aliquota Baldo _
(mL) L) analitos
m m
(mg/kg)
1 1,0 250,0 3
2 1,0 100,0 8
3 1,0 50,0 16
4 3,0 100,0 24
5 3,0 50,0 48

Fonte: elaborada pelo autor

4.2.2 Preparo da curva de calibracdo e da amostra em exame

As solucbes de trabalho — padrbes analiticos — e as amostras foram

preparadas conforme as etapas descritas a seguir:

Adicionar aos frascos de vidro para headspace 3 mL de cada solucédo padrao
ou 1 mL da amostra de CAPB e 2 mL de Alcool Etilico Absoluto P.A. utilizando
pipetas volumétricas;

Adicionar a cada frasco 0,2 mL de Acido Sulfurico P.A. com pipeta graduada
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e Lacrar os frascos e introduzir as amostras no forno programado para a
temperatura de 100°C e para o tempo de 20 minutos;

e Retirar os frascos da estufa e apOs estabilizacdo a temperatura ambiente,
adicionar 5 mL da solucéo de Cloreto de Sédio 10% com pipeta graduada e 5
mL de Hexano P.A. com pipeta volumétrica;

e Introduzir as barras de agitacdo magnética, lacrar os frascos e agitar por 5
minutos

e Aguardar a plena separacdo das fases e transferir a fase superior — em meio
Hexano — para o vial de 2 mL;

e Proceder com a injecdo cromatografica.

4.2.3 CondicOes de operacao do cromatografo a gas

As condi¢des cromatograficas para os detectores FID e ECD foram estudadas
para os modos de injecdo com e sem divisdo de fluxo - split e splitless - na
delimitacdo do volume de injecdo, para a temperatura do injetor e para as
polaridades das colunas capilares DB1 e DB5. Segundo Jennings et al (1997), o
compromisso entre todas estas variaveis afeta o desempenho cromatografico para a
separacao do solvente e constituintes da amostra.

Os estudos com o detector MS foram direcionados para a comparacao entre
0s modos de leitura por varredura continua de ions (full scan) e o modo por
varredura de ions selecionados (Selected lon Monitoring, SIM), reduzindo o nimero
de fragmentos a serem monitorados, conforme proposto por Amaral et al (2011).

A programacdo de temperatura do forno do cromatografo a gas foi
aperfeicoada para posicionar os picos de interesse em regifes de isoterma e a
temperatura do injetor foi elevada para obter ganho em simetria, conforme proposto
por Ciola (1985).

Os cromatégrafos GC/FID e GC/ECD foram operados nas seguintes
condi¢cBes: temperatura do injetor a 260°C, volume de injecdo de 1,0 yL, modo de
injecdo com divisdo de fluxo split de 1:20, programac¢ao do forno da coluna com
isoterma em 50°C durante 2 minutos, aquecimento de 10°C/min., isoterma em 120°C

durante 2 minutos, aquecimento de 30°C/min. e isoterma em 250°C durante 1
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minuto, fluxo do gas de arraste Helio ou Hidrogénio de 1 mL/min. e temperatura do
detector a 300°C.

Os tempos de retencdo obtidos foram de 5,2 = 0,2 min. para o
monocloroacetato de etila e de 6,5 £ 0,3 min. para o dicloroacetato de etila.

O GC/MS foi operado nas seguintes condi¢bes: temperatura do injetor a
275°C, volume de injecdo de 1,0 puL, modo de injecdo com divisdo de fluxo split de
1:10, programacgéo do forno da coluna com isoterma em 50°C durante 4 minutos,
aguecimento de 10°C/min., isoterma em 60°C durante 1 minuto, aquecimento de
7°C/min., isoterma em 120°C durante 1 minuto, aquecimento de 30°C/min., isoterma
em 280°C por 1 minuto, fluxo do gas de arraste Helio de 1mL/min., varredura de ions
no modo SIM monitorando os fragmentos com m/z 49, 51, 79, 83 e 85 e temperatura
do detector a 300°C.

Os tempos de retencdo obtidos foram de 55 * 0,2 min. para o
monocloroacetato de etila e de 7,6 = 0,2 min. para o dicloroacetato de etila.

De acordo com o proposto por Chan et al (2010), o desempenho do sistema
GC deve ser monitorado para assegurar que os dados produzidos pelas analises GC
sejam confiaveis.

O mesmo autor propde critérios para a qualificacdo operacional do sistema
GC, que a despeito de nao terem sido conduzidos no presente estudo, séo
recomendaveis para um regime de rotina. Os critérios relatados foram:

e Racional de testes: a verificacdo de desempenho do GC emprega testes
modulares e holisticos. Os testes modulares sdo medicOes diretas de
componentes do sistema GC realizadas por instrumentos calibrados, tais
como, termdmetros, medidores de fluxo e mandémetros. Os testes holisticos
compreendem determinacdes em materiais analiticamente bem caracterizados
feitas pelo GC em seu modo tipico de operacao.

e Avaliacdo de risco: combina a probabilidade de ocorréncia de falha em algum
componente com a severidade de seu impacto. Considera ainda a facilidade
de deteccéao da falha operacional.

e Precisao térmica: cujo modo de falha acarreta temperatura ndo reprodutivel

em componentes como injetor, forno e detector.
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e Exatiddo térmica: a sua falta pode se manifestar inclusive por meio de
funcionamento do forno com temperatura reprodutivel, mas com vicio que
prejudica a acuracidade.

e Precisdo da injecdo: a sua falha desdobra em quantidades variaveis de
introducéo da amostra.

e Linearidade da injecao; falha neste fundamento aponta que alteracdes no
volume de introducdo da amostra ndo refletem em alteracdo proporcional da

quantidade de amostra detectada.

4.2.4 Validagcédo das metodologias

A validacdo dos métodos valeu-se das figuras de mérito tipicas das técnicas
de separacéo para a determinacdo de impurezas em concentracéo inferior a 0,1%,
gue empregam curva de calibracéo: seletividade, linearidade, intervalo de aplicagéo,
precisao, exatidao, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez, de acordo
com o proposto em ICH (2005), Goulart (2012) e Ribani et al. (2004) e conforme a

série de experimentos apresentada na TAB. 5.

TABELA 5 - Parametros e ensaios relativos a validacdo das metodologias

Parametro Ensaios

Seletividade Curvas analiticas com 5 concentracdes de padrdes com e
sem a presenca da matriz, determinag¢des em triplicata

Linearidade Curvas analiticas com 5 concentracdes de padroes,
determinacdes em heptuplicata

Precisao Disperséao de resultados nas 2 matrizes disponiveis,
determinacdes em heptuplicata

Exatidao Recuperacéao da adicdo de padrdes em 3 niveis de
concentracdo, determinacfes em triplicata

Limites de deteccéao Curva analitica, menor concentracdo, determinacdes em
e quantificagéo heptuplicata
Robustez Variagbes em condi¢des otimizadas, determinagcées em
duplicata

Fonte: elaborada pelo autor
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A estimativa da incerteza teve como base a identificacdo e a quantificacao das
fontes de incerteza associadas as metodologias. Foi estabelecido o modelo
matematico para a preparacdo da amostra e a determinacdo cromatografica, foram
definidos os componentes da incerteza e as distribuicbes de probabilidade, foram
estimadas as incertezas-padréo e obtidas as incertezas combinada e expandida.

Os métodos podem ser aplicados a outras matrizes de surfactantes de carater
anfotero e betainicas que apresentem boa resposta a etapa de extracdo, bem
como, a outros acidos haloacéticos que apresentem recuperacdo compativel a
apresentada neste trabalho para as etapas de derivacédo e extracdo (Kowalska e
Dudziak, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo foram apresentadas a otimizacdo, a validacdo e a comparacao
das metodologias desenvolvidas e as interpretacdes em torno dos resultados obtidos
em cada uma destas etapas.

5.1 Preparacao da amostra: derivagao e extragdo

A conversao dos padrées de acidos cloroacéticos em ésteres foi inicialmente
realizada com alcool etilico 96 % a temperatura de 85°C durante 20 minutos. A
auséncia de picos cromatograficos caracteristicos dos padroes de MCAS e DCAS
evidenciou que a conversao foi incompleta e a necessidade do emprego de alcoois
anidros e temperaturas de aproximadamente 100°C, conforme Milinski (2007).

As solucgdes-padrdo contendo MCAS a 72 mg/kg e DCAS a 66 mg/kg foram
preparadas em quadruplicata para avaliar a reprodutibilidade da preparacdo da
amostra. Realizaram-se injecdes no GC/MS e no GC/FID e por ambas as técnicas o
perfil cromatografico néo foi reprodutivel. Este fato comprovou que os procedimentos
de esterificacdo e extracdo ndo estavam padronizados e requeriam ajustes de
condicodes.

Seguiram-se ensaios com etanol absoluto com tempo de esterificacdo de 20
minutos, onde foram observados extremos de temperatura da estufa de até 115°C e,
como consequéncia, 0 escurecimento das amostras e a auséncia de resposta no
detector ECD, sinalizando para a degradacédo dos compostos esterificados.

Em duas estufas convencionais de forno resistivo com controlador elétrico
onde foram realizadas as esterificacdes houve oscilacdes de temperatura medida por
termopar externo de até 10 % em relacdo ao valor nominal, que afetou a
reprodutibilidade desta etapa da analise, demonstrando a importancia do controle.

A correcdo deste problema deu-se pela adaptacdo de um forno no laboratério
com controlador eletrénico de temperatura, que assegurou o ajuste de temperatura
de 100,0 + 0,5°C.

A adaptacdo consistiu da remocédo da coluna de um cromatografo Perkin

Elmer que teve o seu uso descontinuado, conforme ilustrado pela FIG. 7, mantendo-
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se o recurso de programacédo de tempo e temperatura para assegurar a estabilidade

destas condicdes.

FIGURA 7 - Forno do cromatdgrafo adaptado para proceder a etapa de esterificacdo

Fonte: elaborada pelo autor

O ensaio de esterificacdo com butanol em substituicio ao etanol teve por
finalidade obter ganho em resposta pelo aumento do numero de carbonos
proporcionado por composto homologo de maior estrutura. Contudo, o incremento na
resposta do detector MS néo foi pronunciado e houve prejuizos, tanto na separacéo
entre as fases polar (agua:alcool) e apolar (hexano), quanto na resolucéao.

O cromatograma A da FIG. 8 ilustra a esterificacdo com etanol e demonstra 0s
picos relativos ao MCAS e DCAS bem separados em 55 e 7,5 minutos,
respectivamente. Por sua vez, a esterificagdo com butanol ilustrada pelo
cromatograma B da FIG. 8 demonstra que os picos relativos ao MCAS e DCAS
foram unificados no tempo de retencéo 6,7 minutos. Isto deveu-se ao aumento do
namero de carbonos na estrutura do éster, que diminuiu a capacidade de separagéo
da coluna entre as estruturas com um atomo de cloro (MCAS) e com dois atomos de
cloro (DCAS).
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FIGURA 8 - Perfis cromatograficos no GC/MS para MCAS com 24 mg/kg e DCAS
com 22 mg/kg esterificados com etanol (A) e butanol (B)

Fonte: elaborada pelo autor

No presente trabalho, o emprego do etanol como esterificante em substituicdo
ao metanol foi justificado pela toxicidade do metanol e pelo ganho em sensibilidade
nos modos de deteccdo FID e MS, proporcionado pela presenca de um carbono a
mais na estrutura esterificada com etanol.

A extracdo liquido-liquido com hexano empregou inicialmente a agitacao
manual de 100, 200 e 400 ciclos para emulsionar as fases aquosa e organica. Como
consequéncia houve baixa resposta para as espécies de interesse no GC/MS.

Adotou-se a agitacdo com a barra magnética por cinco minutos, por meio da
qual foi observado o ganho em resposta e esta condigcdo foi padronizada e o

resultado esta ilustrado pelo cromatograma da FIG. 9.
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FIGURA 9 - Perfil cromatografico no GC/MS para MCAS com 8,4 mg/kg e DCAS com
9,2 mg/kg extraidos por meio da agitacdo com barra magnética apés esterificacédo
Fonte: elaborada pelo autor

5.2 Determinacao cromatografica

Esta fase do estudo teve por finalidade a obtencédo de resposta, resolucao,
simetria e sensibilidade para os analitos MCAS e DCAS nos modos de deteccdo MS,
ECD e FID.

5.2.1 Otimizacao da determinagcéo por GC/MS

Os ensaios no GC/MS Shimadzu QP2010-SE iniciaram com a leitura no modo
de varredura continua (full scan) na faixa de razdo massa/carga de 29 a 200. O perfil
cromatografico apresentado na FIG. 10 e a investigacdo dos fragmentos formados
impediram a identificacdo das espécies MCAS e DCAS e apontaram a necessidade
de alteracdes nas condicBes de operacao do cromatografo a gas e do espectrometro

de massas.
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FIGURA 10 - Perfil cromatografico no GC/MS para MCAS 72 mg/kg e DCAS 66

mg/kg com varreduras de m/z 29-200
Fonte: elaborada pelo autor

Pelo modelo estabelecido para explicar a auséncia de resposta especifica aos
analitos presentes, entendeu-se que interferéncias promovidas pelas reacdoes dos
ions formados a partir dos analitos com moléculas neutras da matriz, do solvente e
dos gases no espectrometro de massas, impediram a discriminacao dos fragmentos
de interesse pela varredura continua.

Procedeu-se aos seguintes ensaios para otimizar a determinacéo via GC/MS:

e Utilizacdo da varredura por ions selecionados (Selected lon Monitoring, SIM):
este modo reduziu a quantidade de fragmentos a ser monitorada, de acordo
com o proposto por Amaral et al (2011). Com base no espectrograma tipico da
biblioteca NIST e nos fragmentos caracteristicos propostos por

Kitson et al. (1996), foram escolhidas no modo SIM as razbes massa/carga de

maior intensidade: m/z 42, 49, 77, 79 e 94 para o MCAS e m/z 48, 76, 77,83 e

85 para o DCAS. A seguir, sédo ilustrados os cromatogramas em cujas

condicbes obteve-se identificacdo dos analitos resposta proporcional a

concentracdo, MCAS no tempo de retencéo 5,5 minutos na FIG. 11A e DCAS

no tempo de retencao 7,5 minutos na FIG. 11B.
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FIGURA 11 - Perfis cromatograficos no GC/MS modo SIM para MCAS 18 mg/kg (A)
e DCAS 15 mg/kg (B)

Fonte: elaborada pelo autor

e A alteracdo da programacdo de temperatura do forno teve por finalidade
posicionar 0s picos em regido de isoterma e obter um padrdo de simetria com

picos de menor cauda posterior, conforme ilustrado na FIG. 12 para o MCAS.

SINAL
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- /
N

4 5 8 7 8 9 10 11 min.

FIGURA 12 - Perfil cromatogréafico no GC/MS modo SIM ilustrando o pico obtido na
regido da isoterma a 70°C para MCAS com concentracao 48 mg/kg

Fonte: elaborada pelo autor
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e A injecdo com divisao de fluxo (split) nas propor¢gdes 1:10, 1:20 e 1:40,
proporcionou 0 ganho em resposta com a preservacao da simetria, conforme
ilustrado na FIG. 13 pela condicao split 1:10.

SINAL /

50000

A "

T -
4 5 & 7 8 9 10 11 Min.

FIGURA 13 - GC/MS modo SIM split 1:10 para MCAS com concentracdo 18 mg/kg
Fonte: elaborada pelo autor

e Alteracéo na programacédo de aquecimento na regido dos picos de interesse e
aumento na temperatura do injetor de 250°C para 275°C: conseguida melhoria

em resolucao e simetria, como demonstrado na FIG. 14 e conforme correcfes
propostas por Ciola (1985).

o s

FIGURA 14 - Perfil cromatografico no GC/MS modo SIM para MCAS com
concetracdo 18 mg/kg com aumento na temperatura do injetor
Fonte: elaborada pelo autor

As otimizacbes em modo de varredura, injecdo com divisdo de fluxo,

programacao da temperatura do forno e temperatura do injetor, conferiram ganhos

em resolucéo, resposta, simetria e estimou-se também em sensibilidade.
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Contudo, no modo de varredura SIM, a quantidade de fragmentos a monitorar
foi otimizada em prol da identificacdo e da proporcionalidade de resposta para 0s
analitos de interesse. O excesso ou a reducdo a poucos fragmentos a serem
monitorados pelo espectrémetro de massas acarretam prejuizo a resposta e, pelos
testes empregando diferentes quantidades, concluiu-se pelo uso de trés razbes
massa/carga para cada espécie quimica, obtendo-se o cromatograma da FIG. 15.
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FIGURA 15 - GC/MS modo SIM com trés m/z especificos e a resposta nos tempos
de retencéo 5,5 minutos (MCAS 16,8 mg/kg) e 7,5 minutos (DCAS 18,4 mg/kg)

Feito: elaborada pelo autor

As condicdes discutidas nos paragrafos anteriores permitiram a construcao de
curvas de calibracdo e a conducdo dos ensaios para a etapa de validacdo da

metodologia, cujos parametros de desempenho foram relatados na sec¢éo 5.3.
5.2.2 Otimizacao da determinacédo por GC/ECD

As solucdes correspondentes as curvas de calibracdo construidas por GC/MS
foram injetadas no GC/ECD e produziram resolu¢do adequada e resposta intensa

para MCAS e DCAS nos tempos de retencéo indicados na FIG. 16, que ilustra o

cromatograma obtido para um dos padrdes da curva de calibragéo.
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FIGURA 16 - Perfil cromatografico no modo de deteccdo ECD para MCAS
16,8 mg/kg e DCAS 18,4 mg/kg com tempos de retencdo 5,0 e 6,3 minutos,
respectivamente

Fonte: elaborada pelo autor

Este resultado comprovou a padronizacdo da etapa de preparacdo da
metodologia e sinalizou para a adocéo de estratégia de otimizacdo da operacédo do
FID com critérios similares aos utilizados para GC/MS relativos a temperatura do
injetor, ao volume e modo de injecao, ao tipo de coluna e a presséo da fase movel.

Com base nas condi¢cdes de operacdo do GC/ECD foram construidas curvas
de calibracdo para verificar o0 desempenho da metodologia para MCAS e DCAS e
foram obtidos coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,99 e, isto permitiu a

conducéo dos ensaios de validacao relatados na secao 5.3.

5.2.3 Otimizacao da determinacédo por GC/FID

Os ensaios iniciais no modo de deteccdo FID foram conduzidos no
Cromatégrafo a Gas Shimadzu GC-17A e com a coluna capilar DB-1. Nao houve
qualquer identificacdo dos tempos de retencao relativos aos picos cromatograficos
de MCAS e DCAS que conferissem resposta proporcional as concentracdes de 40
mg/kg e 400 mg/kg.

Foram idealizados os seguintes ensaios que tiveram por finalidade obter
resposta na determinagdo via GC/FID, com base na otimizacdo da andlise

cromatografica e nas correcdes dos defeitos de operagao elegidas por Ciola (1985):
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e Alteracédo da divisédo de fluxo (split) 1:10 para injecdo sem divisao de fluxo
(splitless): esta condicao acarretou a saturagdo da amostra dos padrdes de
MCAS com 87 mg/kg e DCAS com 80 mg/kg no liner do injetor com a
consequente sobrecarga na coluna;

e Aumento do volume de injecdo de 1 pL para 2 puL e 3 pL: ndo houve resposta,
nem tampouco definicdo do tempo de retencédo dos analitos de interesse;

e Troca da coluna capilar DB1 para DB5: o cromatograma GC/FID obtido com a
coluna DB5 néo trouxe ganho em resposta, porque apesar da versatilidade da
coluna DB5 aos modos de deteccado FID e MS, a polaridade similar a DB1
produziu resposta similar;

e Programacdo de aquecimento do forno e temperatura do detector mais
severos: taxas de 10°C/min. até 120°C e 40°C/min. até 330°C e detector a
360°C, ndo foi obtido nenhum perfil cromatografico que permitisse a
identificagcéo das espécies de interesse.

Os ensaios de otimizacdo acima relatados ndo proporcionaram resposta ou
resolucdo que permitissem a definicdo dos picos cromatograficos dos analitos de

interesse.

Decidiu-se reaproximar as condi¢cdes do FID as condicdes estudadas para o
MS e ECD, no tocante a temperatura do injetor, divisao de fluxo, programacao do
forno, temperatura do detector, fluxo do gas de arraste e emprego de make up

obtendo-se o cromatograma ilustrado na FIG. 17.

SINA MCAS DGAS
2000

T T T T T T T T T T T T T
44 46 48 5 52 54 56 58 6 5,2 64 6,5 5,8 min.

FIGURA 17 - Perfil cromatografico no modo de deteccédo FID para MCAS 16,8 mg/kg
e DCAS 18,4 mg/kg com tempos de retencéo 5,0 e 6,3 minutos respectivamente

Fonte: elaborada pelo autor
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A identificagdo e quantificagdo dos analitos MCAS e DCAS permitiram a
construcéo de curvas de calibragdo e, uma vez definidas as condi¢cdes de operacgéo
do GC/FID, foram conduzidos os ensaios para a validagcdo da metodologia, cujos
parametros de desempenho estao relatados em 5.3.

5.3 Validac&do das metodologias

As metodologias foram avaliadas tendo como base alguns dos parametros de
desempenho que constam da ferramenta desenvolvida por Furusawa (2007), por
meio dos ensaios com padrbes e matriz CAPB, utilizando as éareas dos picos

cromatograficos.

5.3.1 Seletividade

A seletividade foi inicialmente avaliada por meio da separacao dos picos dos
analitos presentes na matriz. A FIG. 18 ilustra o ensaio que apresentou a resolucéo

obtida por meio da metodologia por GC/ECD.

SINAL DCAS
400000 -
200000 -
| e
0 T T T L — Ihx_ T L T S -
1 2 3 4 5 6 7 g min.

FIGURA 18 - Cromatograma da matriz CAPB por GC/ECD evidenciando os analitos
MCAS e DCAS nos tempos de retencéo de 5,1 e 6,3 minutos, respectivamente

Fonte: elaborada pelo autor
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A FIG. 19 ilustra a resolucao obtida por meio da metodologia por GC/FID com
a separacao e identificacdo inequivoca dos compostos MCAS e DCAS.

SINA DCAS
2000 MCAS

i X
T T T T T T T T 1 T 1 T T T T N
42 44 46 43 5 52 5.4 5,6 5,8 8 5,2 6.4 5,6 5,8 Tmin.

FIGURA 19 - Cromatograma da matriz CAPB por GC/FID evidenciando os analitos
MCAS e DCAS nos tempos de retencéo 5,0 e 6,3 minutos, respectivamente
Fonte: elaborada pelo autor

A FIG. 20 ilustra o ensaio que demonstrou a resolucéo obtida por meio da
metodologia por GC/MS, em que foram obtidas as separacdes dos picos de MCAS
e DCAS do restante da matriz.

SINA DCAS

2000 MCAS

T T T T T T T T T T .
5 52 54 56 5.8 6 52 6.4 66 5.2 min.

FIGURA 20 - Cromatograma da matriz CAPB por GC/MS no modo SIM evidenciando
as resolucdes dos compostos MCAS e DCAS, que foram identificados nos tempos
de retencéo de 5,5 e 6,6 minutos

Fonte: elaborada pelo autor

Os cromatogramas apresentaram tipicamente os analitos MCAS e DCAS
com a separacdo completa das demais espécies quimicas presentes na matriz de
CAPB. Nao foram observados picos interferentes nos tempos de retencdo dos
compostos estudados e foi comprovado qualitativamente que as metodologias sédo

seletivas.

A seletividade também foi avaliada pelo célculo da distribuicdo de Fisher-
Snedocor, que mede a razao entre duas variancias independentes, de acordo com

a equacao 3 apresentada na secao 3.5.1. O teste F-Snedocor foi aplicado para
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padrdes dos analitos com e sem a presenca da matriz, obtendo-se os resultados
apresentados na TAB. 6.

TABELA 6 - Resultados da seletividade pela aplicacdo do teste F para GC/ECD,
GC/FID e GC/MS por adicdo de padrbes MCAS e DCAS a matriz CAPB,
considerando Fiapelado = 4,28

Concentracao (mg/kg) Fcalculado para MCAS Fcalculado para DCAS
ECD FID MS ECD FID MS

4 1,59 3,01 1,33 3,97 3,33 2,77

9 1,38 2,61 1,39 1,20 1,95 6,46

18 3,97 1,48 6,01 5,94 2,27 5,59

26 6,58 5,13 3,89 2,28 1,55 11,39

52 1,47 7,44 1,42 2,81 8,50 3,77

Fonte: elaborada pelo autor

Pelas trés técnicas ha resultados de Fcaculado SUperior ao valor de Fiapelado -
N&o foi definitivo considerar a hipétese nula e observou-se que o efeito de matriz

esteve presente.

Embora as metodologias foram qualitativamente seletivas para os analitos
estudados, em um regime de controle de qualidade recomenda-se construir curvas

de calibracdo na presenca da matriz CAPB.

O efeito de matriz esteve presente nos trés modos de deteccdo. Uma coluna
cromatografica com maior polaridade beneficiaria quantitativamente este quesito
conforme CIOLA (1985).

5.3.2 Linearidade
Esta figura de mérito foi avaliada por intermédio dos coeficientes de

determinacdo R? obtidos a partir da regresséo linear entre a concentracdo do analito
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MCAS e as areas dos picos obtidos por GC/ECD, GC/FID e GC/MS, conforme
ilustrado pelos gréficos da FIG. 21.

MCAS por GC/ECD
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S00000
G00000
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y = 20490x + 223273
R*=0,992

0 10 20 a0 40 50 60
Concentragido (mg/kg)

MCAS por GC/FID
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y = 1451x + 1821
R*=10,937

G T T T T T 1
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MCAS por GC/MS
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&
(=1
=

¥ = T875x - 33307
R*=10997
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-50000 4 10 20 30 40 50 ]

Concentragdo (mg/kg)

FIGURA 21 - Representacao da linearidade do MCAS para a faixa de trabalho de 3 a
50 mg/kg por GC/ECD, GC/FID e GC/MS

Fonte: elaborada pelo autor
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A linearidade foi avaliada de modo analogo para o DCAS por meio da
GC/ECD, GC/FID e GC/MS, conforme ilustram os graficos da FIG. 22.
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FIGURA 22 - Representacédo da linearidade do DCAS para a faixa de trabalho de 4 a
55 mg/kg obtida por GC/ECD, GC/FID e GC/MS

Fonte: elaborada pelo autor
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Observou-se que para as espécies quimicas MCAS e DCAS foram obtidos R?

proximos a 0,99 para as faixas de trabalho estudadas por intermédio das trés

técnicas. As 3 metodologias séo lineares no intervalo estudado, porque produziram
R?> 0,81 (LEITE, 2008; INMETRO, 2011) ou R?> 0,98 (ANVISA, 2003).

Como complemento a linearidade, detalhou-se o estudo da faixa de trabalho

para cada analito, pela analise do desvio padrdo dos residuos com a aplicacao do

teste t (Student), calculado segundo a equacgéo 6 na secdo 3.5.2, cujos valores

estdo apresentados nas TAB. 7 e 8.

TABELA 7 - Resultados de tcaculado N andlise do desvio padréo dos residuos para
MCAS, considerando tiapelado = 2,776

Padrdo (mg/kg)

tcalculado MCAS

tcalculado MCAS

tcalculado MCAS

por ECD por FID por MS
4 0,323 1,868 2,701
9 2,768 1,241 3,509
18 2,110 2,113 0,596
26 2,402 2,736 0,017
52 1,421 1,739 0,196

Fonte: elaborada pelo autor
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TABELA 8 - Resultados de tcaculado N andlise do desvio padréo dos residuos para
DCAS, considerando tiapelado = 2,776

Padrdo (mg/kg) tcaiculado DCAS tcaiculado DCAS tcaculado DCAS
por ECD por FID por MS
4 0,427 1,054 3,006
9 2,382 0,914 1,565
18 1,166 0,317 2,764
26 3,213 3,912 0,685
52 1,569 1,627 0,638

Fonte: elaborada pelo autor

Os analitos MCAS e DCAS apresentaram tcaculado INfEror ao tipelado €M quase
todos os pontos das curvas analiticas obtidas pelas trés técnicas sem a presenca da
matriz, porquanto foi comprovado que a resposta € linear ao longo da faixa de
trabalho estudada, com ajuste adequado da regressdo linear aos pontos

experimentais.

5.3.3 Preciséao

A dispersado dos resultados produzidos pelas metodologias foi avaliada pelo

limite de repetitividade, de acordo com a equacédo 10 na secao 3.5.3.

Os resultados apresentados na TAB. 9 disciplinam as diferencas maximas

permitidas entre repeticdes para os niveis de concentracao reportados.

58



TABELA 9 - Repetitividade (r) para as areas dos picos dos compostos MCAS e
DCAS estudados sem a presenca de matriz CAPB

l'calculado Para MCAS I'calculado Para DCAS

Concentracao do
GC/ECD GC/FID GC/MS |GC/ECD GC/FID GC/MS

padrao (mg/kg)
4 70128 1147 7448 251076 11021 647
9 76057 9449 2204 613161 21036 5032
18 520060 14484 16666 681592 9499 7279
26 789624 49523 43134 2440034 44041 9566
52 1989918 130374 136734 3864361 24254 359532

Fonte: elaborada pelo autor

Em determinacdes de rotina, amostras que apresentam diferencas entre
replicatas superiores aos reportados na TAB. 9, indicam que a metodologia nédo

esta precisa, a causa-raiz deve ser apurada e a determinacao repetida.

N&o se procedeu a comparacao entre as técnicas pela repetitividade das
areas, visto que elas possuem niveis de resposta diferentes: 0 modo de deteccao
ECD é mais sensivel do que os modos MS e FID, assim sendo, a GC/ECD
comporta maiores diferencas entre as areas de replicatas, sem prejuizo a

repetitividade da concentracao.

O desvio padrao relativo (DPR) reportado em conjunto a recuperacdo na

TAB. 10 também nao destacou nenhuma técnica em relacdo as demais.
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5.3.4 Exatidao

A exatiddo foi ensaiada por meio da fortificacdo da matriz CAPB com o0s
analitos de interesse em dois niveis de concentracdo e foi aferida por meio do
percentual de cada analito que foi recuperado em relagcdo a quantidade nominal

adicionada a amostra.

As determinacdes foram realizadas em triplicata e a TAB. 10 apresenta a

média, o desvio padréo relativo (DPR) e a recuperacao para o analito MCAS.

TABELA 10 - Resultados da recuperacédo de MCAS em amostras de CAPB

Modo de deteccédo Nivel DPR Recuperacéo

(mg/kg) (%) (%)

ECD 14,5 24 62

39,7 17 85
FID 21,3 33 103
40,2 19 113

MS 14,0 38 94

39,2 12 92

Fonte: elaborada pelo autor

Para o0 MCAS as metodologias apresentaram DPR de 17 a 38% e
recuperacdo de 62 a 113 % e isto evidenciou a necessidade de melhorar a
padronizacdo das etapas de preparacdo da amostra e das condicdes

cromatograficas.
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A TAB. 11 apresenta 0s mesmos parametros da tabela anterior, média,

desvio padréo relativo (DPR) e recuperacgao, para o analito DCAS.

TABELA 11 - Resultados da recuperacdo de DCAS em amostras de CAPB

Modo de Nivel Média DPR Recuperacao
deteccao
(mg/kg) (mg/kg) (%) (%)
ECD 24,3 21,9 17 76
45,0 45,5 19 102
FID 25,5 23,7 18 71
46,2 42,3 21 86
MS 24,2 21,7 20 75
44.9 43,4 14 95

Fonte: elaborada pelo autor

Para o DCAS resultaram DPR de 14 a 20 % e recuperacao de 71 a 102 %,

indicando precisao e exatiddo superiores ao MCAS.

As taxas de recuperacdo de 62 a 113 % para MCAS e 71 a 102 % para
DCAS, afetadas por elevados desvios, apontaram a necesidade de aperfeicoar a
marcha analitica para ndo ocorrer prejuizo na quantificacdo dos analitos, ainda que
atendam em grande parte a faixa de 70 a 120 % preconizada por

Ribani et al. (2004) para concentracdes inferiores 0,01 %.

Contudo, considerando os estudos analogos de Hoogenboom e Rammel
(1987), Grande e Aquino (1990), Sarrion et al. (1999), Bakeas et al. (2003) e
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Wang et al. (2005), que também envolveram baixas concentra¢cdes de analito,
esperava-se taxa de recuperac¢do minima de 90 %.

5.3.5 Limite de deteccéao e limite de quantificacéo

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentragdo do analito que

pode ser detectada.

O seu célculo teve como base o método da curva analitica (INMETRO, 2011)
e foi realizado segundo a equacéo 11 da secédo 3.5.5.

Na TAB. 12 sédo apresentados os limites de deteccéo (LD) para os compostos

de interesse obtidos para as trés metodologias em estudo.

TABELA 12 - LD calculado para MCAS e DCAS por GC/ECD, GC/FID e GC/MS

LD para MCAS em mg/kg LD para DCAS em mg/kg
GC/ECD GC/FID GC/MS GC/ECD GC/FID GC/MS
1,0 11 0,5 0,7 2,2 0,5

Fonte: elaborada pelo autor

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo do analito

gue pode ser quantificada com seguranca.

O seu calculo também teve como base o método da curva analitica

(INMETRO, 2011) e foi realizado segundo a equacéo 12 da secao 3.5.5.

Na TAB. 13 sdo apresentados os limites de quantificacdo (LQ) para os

compostos de interesse pelas trés metodologias em estudo.
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TABELA 13 - LQ calculado para MCAS e DCAS por GC/ECD, GC/FID e GC/MS

LQ para MCAS em mg/kg LQ para DCAS em mg/kg
GC/ECD GC/FID GCIMS GC/ECD GC/FID GCIMS
7,8 5,7 5,8 2,8 9,4 3,7

Fonte: elaborada pelo autor

As trés técnicas apresentaram LQ elevados, contudo inferiores a metade do
limite minimo especificado para os analitos de 20 mg/kg para algumas das
aplicacbes de CAPB em cosméticos e detergentes.

5.3.6 Robustez

Esta figura de mérito ndo foi quantitativamente avaliada no presente estudo.

Realizou-se uma avaliacdo qualitativa sobre os resultados por meio de
experimentos com diferentes temperaturas e tempo de estufa na etapa de
esterificacdo, no modo de agitacdo para a etapa de extracdo e na variacdo da
programacao da temperatura do injetor e da coluna para a cromatografia, sendo

preditiva ao longo do trabalho a relevancia em controlar estas condicées.

A partir dos resultados obtidos para precisao e exatidao, decidiu-se por nao
aplicar os critérios quantitativos para a robustez, uma vez que as metodologias
estavam afetadas por desvios da ordem de 20 % e taxas de recuperacdo da ordem
de 70 %, que impedem o0 exato juizo sobre quais alteracdes afetam o desempenho

do método.
5.3.7 Incerteza da medicao cromatografica
A incerteza de uma medicao caracteriza a dispersdo de valores em torno da

média. A incerteza expandida representa o intervalo em torno do resultado que

abrange o maximo de valores do mensurando.

63



O modelo matematico definido para a preparacdo da solucdo estoque dos

padrbes de acidos cloroacéticos foi o expresso pela equacao 13.

C_lOOO.m.P (13)
B V

onde:

C é a concentracdo de MCAA ou DCAA na solugdo estoque em mg/kg;
m é a massa da pesagem de MCAA ou DCAA em mg;

P é a pureza centesimal do padrdo, adimensional;

V é o volume da solucdo em L.

Nota: considerada densidade da solugéo 1 kg/L

As diluicbes da solugcédo estoque para preparar as cinco solucdes-padrao foi

conduzida mediante férmula expressa pela equagéo 14.

C, .V, (14)

C, =

onde:

C2 é a concentracao da solucdo padréo diluida;
C1 é a concentracao da solucéo estoque;

V1 é o volume da aliquota da solucéo estoque;

V2 é o volume do baldo em que se prepara a solucao padrao diluida.

A determinacdo cromatografica empregou o calculo da concentracdo da
substancia de interesse na amostra em exame a partir dos parametros da curva de

calibracdo de acordo com a equacéao 15.

[MCAS]ou [DCAS] = &m0 F (15)

Inc

onde:

[MCAS] ou [DCAS] sao as concentracfes das espécies de interesse;
A é a area do pico cromatografico;

Int é a intercepgao da curva analitica ou coeficiente linear;

Inc é ainclinagéo da curva analitica ou coeficiente angular.
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Os componentes que contribuem para a incerteza total foram identificados
por meio do Diagrama de Ishikawa ilustrado na FIG. 23, que estrutura
hierarquicamente as contribuicdbes que foram agrupadas pelo conceito dos 6M
(material, maquina, mao de obra, método, medigdo e meio ambiente).

N,

A1 - Padrées \\\ B1 - Cromatégrafo

. C1 - Injegdo manual

N,

N,

A2 - Vidraria AN B2- Balanga C2- Preparo de solugdes

N .| [MCAS]e [DCAS] em CAPB

D1 - Curvade calibragio
E1 - Repetitividade F1- Temperatq‘ra de preparo
das solugbes /

D2 - Recuperagio

Método - D Medicéo - E Meio Ambiente - F

FIGURA 23 - Diagrama de Ishikawa que identifica as contribuicdes a incerteza da
medicao na preparacdo da amostra e determinacdo cromatografica

Fonte: elaborada pelo autor

As distribuicbes de probabilidade para a pureza dos padrdes de acidos
cloroacéticos, incerteza da balanca e variacdo do volume com a temperatura foram
retangulares com divisores raiz de trés. A distribuicdo de probabilidade da incerteza
da vidraria foi triangular com divisor raiz de seis. As distribuices de probabilidade
do acerto de volume da solucéo, da repetibilidade da area do pico cromatografico e
do desvio padrdo da recuperacao que incidiu sobre a intercepcdo e a inclinagcéo

foram normais com divisores constituidos pela raiz do nimero de repeticoes.

As incertezas-padrdo foram calculadas a partir dos desvios-padrdo do
fabricante, da repeticdo ou da validacdo afetados pelos divisores das distribuicbes

de probabilidade.
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As incertezas-padrdo combinadas foram calculadas pelo método simulado
proposto no guia EURACHEM (2002), em que séo apuradas as contribuicbes de
cada incerteza padrao ao resultado final e pondera-se a incerteza combinada pela
raiz quadrada da soma dos quadrados destas contribuicdes.

As incertezas expandidas para as determinacées de MCAS e DCAS em
CAPB por GC/ECD, GC/FID e GC/MS foram obtidas pela multiplicacdo da incerteza
combinada pelo fator de abrangéncia K igual a dois, que depende da probabilidade
do conjunto de valores verdadeiros de um mensurando estar contido no intervalo
especificado pela incerteza expandida. Os resultados para as incertezas
expandidas estao reportados na TAB. 16 junto as médias e desvios padrao.

Procedeu-se também ao balanco das contribuicbes para a incerteza
combinada conforme ilustrado pelas FIG. 24 e 25, que exemplificam a preparacéo
dos padrbes de DCAA e a quantificacdo de DCAS em CAPB por GC/ECD.

100

20
&0
40
20 I
D m B

u(P) u(W2) L) u{w1) u(w3) uc

Incereteza padrio (%)

Contribuigao

FIGURA 24 - Balanco das incertezas-padrao para preparar cinco concentracdes de
acido dicloroacético DCAA, demonstrando a contribuicdo da incerteza da pureza do
padrdo u(P), da repetitividade do volume do baldo e pipeta u(V2), incerteza da
balanca u(m), incerteza da volume do baldo u(V1) e da influéncia da temperatura na
variacdo do volume u(V3) para a incerteza combinada uc

Fonte: elaborada pelo autor
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FIGURA 25 - Balan¢o das incertezas-padrdo para a determinacdo de DCAS por
GC/ECD, demonstrando a contribuicao da area do pico u(A), do desvio no ensaio de
recuperacao expresso pela intercepcao e inclinagdo u(Int) e u(Inc) e da preparacéo
dos padrbes u(Prep) para a incerteza combinada uc

Fonte: elaborada pelo autor

5.4 Determinacdo em amostras comerciais

A similaridade entre as metodologias foi estudada através da comparacédo das
médias para ensaios nao pareados, que produzem resultados de modo

independente.

Para aferir a equivaléncia entre as determinacdes de MCAS em CAPB por
GC/ECD, GC/FID e GC/MS foi parametrizado o teste t para amostras

independentes e a TAB. 14 demonstra os resultados obtidos.
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TABELA 14 - Teste t para equivaléncia das técnicas GC/ECD, GC/FID e GC/MS
para a determinacao de MCAS em CAPB

MCAS GC/ECD vs GC/FID GC/ECD vs GC/MS

Média 7,7 9,5 7,7 5,4
Desvio Padrao 3,2 4,4 3,2 1,0
Variancia 10,1 19,5 10,1 1,0

Fo/F1 1,92 - 0,10 -

GL; 1,45 2,78 1,45 0,15
GLefetivo 5,5 6 (arred.)* 0,016 1 (arred.)*
ttabelado 2,45 - 12,71 -

SD 2,055 - 1,264 -

t efetivo 0,87 - 1,83 -

* Arred.: o grau de liberdade efetivo (GLefetivo) € arredondado para a unidade acima

Fonte: elaborada pelo autor

As metodologias produziram resultados similares para determinar MCAS em
CAPB por GC/ECD, GC/FID e GC/MS, uma vez que as comparacdes resultaram em

tefetivo inferior a ttabelado-

Para aferir a equivaléncia entre as determinacdes de DCAS em CAPB por
GC/ECD, GC/FID e GC/MS foi parametrizado o teste t para amostras

independentes e a TAB. 15 demonstra os resultados obtidos.

68



TABELA 15 - Teste t para equivaléncia das técnicas GC/ECD, GC/FID e GC/MS
para a determinacdao de DCAS em CAPB

DCAS GC/ECD vs GC/FID GC/ECD vs GC/MS
Média 14,5 19,2 14,5 14,0
Desvio Padrao 3,4 7,3 3,4 4,9
Variancia 11,6 52,6 11,6 23,6

FalF4 4,54 - 2,04 ;

GL; 1,66 7,52 1,66 3,37
GLefetivo 6,9 7 (arred.)* 6,5 7 (arred.)*
ttabelado 2,37 - 2,37 -

SD 3,029 - 2,243 -

t efetivo 1,53 - 0,24 -

* Arred.: o grau de liberdade efetivo (GLefetivo) € arredondado para a unidade acima

Fonte: elaborada pelo autor

As metodologias produziram resultados similares para determinar DCAS em
CAPB por GC/ECD, GC/FID e GC/MS, uma vez que as comparacdes resultaram em

t efetivo inferior a ttabelado-

Os desvios-padréo elevados contribuiram para a similaridade entre as
metodologias, porque ao afetarem a média produziram regides de coincidéncia
entre 0s conjuntos de resultados possiveis e beneficiaram os critérios de

comparacdao reduzindo os graus de liberdade e aumentando tiapeiado.

Os ensaios ndo pareados também tiveram por finalidade a obtenc&o de
desvios-padrao relativos inferiores a 20% e os resultados estdo apresentados na
TAB. 16.
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As incertezas expandidas também foram reportadas na TAB. 16 para a

expressao do resultado em conjunto com a média.

TABELA 16 - Resultados da determinacdo de MCAS e DCAS em amostra comercial

de CAPB reportando a média e o desvio padrao para sete replicatas por cada

técnica e a incerteza expandida calculada pelo método simulado EURACHEM

Composto e modo de Média Desvio padrao Incerteza expandida
detecgao (mgik) (mg/k) (mgikg)
MCAS por ECD 7,7 3,2 4.8
MCAS por FID 9,5 4.4 2,5
MCAS por MS 54 1,0 11
DCAS por ECD 14,5 3,4 51
DCAS por FID 19,2 7,2 5,0
DCAS por MS 14,0 4.8 1,8

Fonte: elaborada pelo autor

Os desvios-padrao relativos e incertezas expandidas relativas superiores a

20 % da média indicaram a necessidade de aperfeicoar as metodologias, por

intermédio do aumento de replicatas, ou da disponibilidade de inje¢cdo automatica, ou

pelo emprego de padréo interno.

De modo geral, para aperfeicoar as metodologias em precisao e exatidao,

recomendam-se 0s controles de tempo e temperatura durante a esterificacdo, o

emprego do meio de agitacdo magnético com tempo controlado na extracdo e

dispor de condi¢cBes reprodutiveis de inje¢do, aguecimento e modos de deteccéo.

Especificamente, constituem estratégias essenciais para ganhos em precisao

e exatidao, construir curvas de calibragdo com base na matriz do surfactante no
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momento da analise, aumentar o numero de replicatas, dispor de injecéo

automatica e empregar a padronizagéao interna.
Os aspectos relevantes do presente trabalho estédo apresentados a seguir:

e As condi¢cdes cromatogréaficas foram ajustadas para os modos de deteccdo
ECD, FID e MS, permitindo a separacéo, identificacdo e quantificacdo de
MCAS e DCAS em CAPB;

e A técnica GC/FID é a de maior conveniéncia para a industria pela praticidade
operacional, menor custo do equipamento em relacdo as demais e menor
complexidade para a aquisicdo de proficiéncia pelo corpo técnico e o
presente estudo evidenciou que ela substitui as demais sem qualquer

prejuizo de desempenho;

e A monitoracdo de MCAS e DCAS no processo produtivo de CAPB, com
vistas a atender aos requisitos especificados nos segmentos cosmeéticos e
detergentes, requer atingir limites de quantificacao inferiores a 5 mg/kg com
as técnicas cromatograficas a gas. Isto permitira as organizacdes elegerem a
melhor técnica para as suas inspecdes, de acordo com 0S recursos

disponiveis no controle de qualidade;

e O estudo apresentou propoésitos conjugados entre uma entidade com
finalidade académica e o setor industrial, sendo que Clayden et al (1995)
destacam na secdo Organic Chemistry and Industry, o sistema sinérgico

representado pela parceria da Quimica Organica com o segmento industrial.
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6 CONCLUSOES

Os procedimentos de derivacao dos analitos MCAS e DCAS com etanol e de
extracdo destes analitos da matriz CAPB com hexano foram definidos e permitiram
a determinacao cromatografica empregando as detecc¢bes FID, ECD e MS.

A técnica GC/ECD foi aperfeicoada e o desenvolvimento das técnicas
GC/FID e GC/MS constituiram-se em alternativas para a determinacao de MCAS e
DCAS em CAPB, permitindo ao controle de qualidade industrial decidir acerca da

técnica apropriada conforme os recursos disponiveis nos laboratérios.

As figuras de mérito estudadas na validacdo n&o permitiram colocar em
evidéncia uma técnica em relagcédo as outras, demonstrando que as vantagens e as
deficiéncias se assemelham para a GC/ECD, GC/FID e GC/MS e comprovando a
importancia da preparacdo da amostra. Outrossim, a validacdo indicou a
necessidade em melhorar o desempenho das trés técnicas em seletividade,

precisao e exatidao.

As metodologias desenvolvidas mostraram-se lineares na faixa de trabalho
estudada de 4 a 50 mg/kg. Os fatores de determinacéo superiores a 0,99 e os
baixos desvios dos residuos comprovam o ajuste da regresséo linear aos pontos

experimentais.

As metodologias produziram resultados similares em amostra comercial,
embora as elevadas incertezas de medicdo tenham ampliado o universo de

resultados provaveis para as trés técnicas.

Diante de tudo quanto foi visto no presente estudo, os modos de deteccao
FID, ECD e MS apresentaram desempenhos equivalentes. O FID apresenta as
vantagens da aplicacdo mais universal, menor custo, proficiéncia menos complexa

e da dispensa de demandas pelo emprego de fonte radioativa em sua operacéo.
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TRABALHOS FUTUROS

Algumas possibilidades que em perspectiva futura contribuiriam para

aprofundar o tema da determinacdo de cloroacetatos em surfactantes de carater

anfétero sao:

Extracdo em fase sélida na etapa de preparacdo da amostra, pela
associacao dos modos de operacgao de enriquecimento e de isolamento do
analito (clean up), conforme proposto por Langas (2008);

Emprego da fase estacionaria constituida por polietilenoglicol, que tem por
finalidade obter ganhos em limite de quantificacéo, precisao e exatidao;
Uso de injetores automaticos (no presente trabalho foi utilizado somente na
GC/MS) e de padronizacéo interna, para melhorar a precisao e a exatidao;
Emprego da cromatografia a gas ultrarrapida e de alta resolucédo em alta
temperatura, que proporcionam ganhos no tempo de execucédo de analise;
Aplicacdo de um sistema dual detection constituido por FID e ECD com a
finalidade de obter o maximo de informacdes de matrizes complexas como
os anféteros betainicos e de quantificar outros compostos de interesse por

intermédio da mesma metodologia cromatografica.
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ABSTRACT

Cocoammde Propyl Betaine 1s a feedstock for consumer products of cosmetic and household segments. Sodmum
monochloroacetate and sodium dichloroacetate impurities are toxic, irritating and harmful to the environment and
lower concentrations - parts per million level - are required in process control of producers and regulatory
affairs. Regarding analytical test method, two conditions should be met: quantification linmt, precision and
accuracy should be appropnate; different techmiques for gas chromatography - ECD, FID and MS - should be
available_ since for manufacturer is not so easy to keep electron capture detector by radioactive source N1 63 due
to government control and need of qualified radiological protection. The samples are obtained at manufacturers;
for the analyte separation, treatment methodologies are employed by liquid-liquid extraction and solid phase
extraction. Alternative detectors used in this study are: Flame Ionization and Mass Spectrometer with Electron
[omzation. The validation process will be applied to methodology to ensure a selective, robust, accurate and
reproducible analytical deternunation.
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