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Avaliagao de Compostos Organicos Semi-Volateis em Amostras
de Agua Subterraneas via CG/EM utilizando Microextragcao
Liquido-Liquido Dispersivo - DLLME

Raphael Fabbro Gomes

Resumo

A contaminacdo das aguas subterrdneas e recursos hidricos superficiais nas
Ultimas décadas representam uma ameaca para a saude publica. No Brasil, as
aguas subterraneas desempenham importante papel no abastecimento publico e
privado, suprindo as mais variadas necessidades de agua em diversas cidades e
comunidades. Com a finalidade de garantir a qualidade da agua consumida, o ser
humano vem desenvolvendo desde a década de 70 diversas técnicas analiticas
para monitorar a presenca de contaminantes. No entanto, algumas dessas
técnicas podem gerar residuos piores ao meio ambiente do que as ja existentes.
Desta maneira a partir da década de 90, surge uma nova tendéncia na forma
como conduzir as analises quimicas, com o intuito de reduzir o impacto ambiental.
No presente trabalho, foi explorada uma técnica de extracdo que atende tais
objetivos, denominada como microextracdo liquido-liquido dispersivo — DLLME,
desenvolvida por M.Rezaee e colaboradores. Onde foram validados os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, atingindo limites entre 0,04 a 1,56 ugL™,
também foram analisadas amostras de &guas subterrdneas coletadas

aleatoriamente, em 4 postos de gasolina localizados na cidade de Sao Paulo.



Evaluation of Semi-Volatile Organic Compounds in Groundwater
Samples by GC / MS using Liquid-Liquid Microextraction
Dispersive - DLLME

Raphael Fabbro Gomes

Abstract

Contaminations of groundwater and surface water resources in recent decades
represent a threat to public health. In Brazil, groundwater plays an important role
in public and private provision, meeting the diverse needs of water in various cities
and communities. In order to ensure the quality of water consumed, the human
being has been developing since the 70°s analytical techniques to monitor the
presence of contaminants. However, some of these techniques can generate
worst waste to the environment than the existing ones. Thus from the 90's, a new
trend in how to conduct chemical analysis, aiming to reduce the environmental
impact arises. In the present study, we explored a technique for extraction that
meets these goals, termed as dispersive liquid-liquid microextraction - DLLME,
developed by M.Rezaee and collaborators. Where polycyclic aromatic
hydrocarbons have been validated, reaching limits between 0.040 to 1.558 pgL™,
also groundwater samples randomly collected from four gas stations located in the
city of S&o Paulo analyzed.
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1 Introducao

A agua € o elemento fundamental da vida. Seus mdultiplos usos séo
indispensaveis a um largo espectro das atividades humanas, onde se destacam,
entre outros, o abastecimento publico e industrial, a irrigacdo agricola, a producao
de energia elétrica e as atividades de lazer e recreacédo, bem como a preservacao

da vida aquatica.

O homem no decorrer de sua civilizagdo se estabeleceu em locais
onde sempre existiu grande abundancia de agua. Mas com o aumento das
populacdes e a exploragdo dos recursos naturais para seu proprio beneficio, ele
vem se comportando de uma forma voraz, criando formas perigosas de poluicédo

ndo s6 para a vida aquatica, mas também para sua prépria vida.

As aguas subterraneas sado fundamentais para o desenvolvimento
humano. No Brasil, elas desempenham importante papel no abastecimento
publico e privado, suprindo as mais variadas necessidades de agua em diversas
cidades e comunidades, bem como em sistemas autbnomos residenciais,
industrias, servicos, irrigacdo agricola e lazer. Menos reconhecido, mas
igualmente importante, € seu papel ecologico, fundamental para manutencéo da
flora, fauna e fins estéticos ou paisagisticos em corpos d’agua superficiais, pois a
perenizacdo da maior parte dos rios, lagos e pantanos é feita pela descarga de
aquiferos, através dos fluxos de base. Esse mesmo fluxo de base também é
importante para auxiliar na diluicdo de esgotos e evitar 0 assoreamento dos rios
pelo acumulo de sedimentos e lixos nas cidades devido a sua perda de
capacidade de arrasto. 2

Com a finalidade de garantir a qualidade da agua consumida, o ser
humano vem desenvolvendo desde a década de 70 diversas técnicas analiticas
para monitorar a presenca de contaminantes. No entanto, algumas dessas

técnicas podem gerar residuos piores ao meio ambiente do que as ja existentes.

Desta maneira a partir da década de 90, surge uma nova tendéncia na
forma como conduzir as analises quimicas, com o intuito de reduzir o impacto

ambiental. Essa nova visdo é denominada Green Chemistry, ou quimica verde,
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quimica limpa, ou ainda, quimica auto-sustentavel. O conceito da quimica verde,
que inclui 12 principios basicos, é definido como o projeto, o desenvolvimento e a
aplicacdo dos produtos e processos quimicos visando a reducéao, eliminacao, ou
ainda a utilizacdo de substancias nocivas a salude humana e ao meio ambiente.
Iniciaram-se desta forma diversas pesquisas com o objetivo de desenvolver

métodos ambientalmente seguros. 3

Um dos principais alvos dos estudos envolvendo a quimica verde € o
monitoramento da qualidade das aguas, haja vista o papel fundamental
desempenhado pela agua, na manutencdo de todos outros segmentos da
natureza. Para que esse monitoramento (ndo apenas da agua, mas também de
outras matrizes, como solos e atmosfera) fosse realizado de forma eficaz,
diversas agéncias de controle ambiental foram criadas. Dentre elas, destacam se
a agéncia de protecdo ambiental, EPA, do inglés - Environmental Protection
Agency que, atualmente, é um dos principais 6rgaos de controle ambiental do
mundo e, em ambito nacional, o Ministério do Meio Ambiente (MMA),

representado pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).3

Segundo a Lei da Politica Nacional do Meio Ambiente, Lei de n° 6938
de 31 de agosto de 1981, artigo 2 “A Politica Nacional do Meio Ambiente tem por
objetivo a preservacdo, melhoria e recuperacdo da qualidade ambiental que
propicia a vida, visando assegurar, no Pais, condigfes ao desenvolvimento socio-
econdmico, aos interesses da seguranca nacional e a protecdo da dignidade da
vida humana”. Portanto, o monitoramento das aguas se torna de vital interesse

econdmico e social do Pais.*

Segundo o artigo 7° da Lei n° 6.938/1981, juntamente com a criacao
do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, e a Secretaria Especial do
Meio Ambiente — SEMA, estabeleceu dentre outras propostas, as normas, limites
e critérios para o licenciamento de atividades efetivas ou potencialmente
poluidoras, bem como determinou a realizacdo de estudos das alternativas e das
possiveis consequUéncias ambientais de projetos publicos ou privados,

requisitando aos 6rgdos federais, estaduais e municipais. *

A contaminacdo das aguas subterraneas e recursos hidricos

superficiais nas ultimas décadas representam uma ameaca para a saude publica.



16

A partir de uma perspectiva analitica, os poluentes organicos na agua podem ser
classificados como compostos organicos volateis VOC do inglés — “volatile
organic compounds” e compostos organicos semi-volateis SVOC do inglés —
“semi-volatile organic compounds”. A agéncia de protecdo ambiental dos Estados
Unidos (EPA) listou inimeros compostos organicos volateis, tais como os BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), e semi-volateis, como 0s pesticidas
organoclorados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, fendis, nitrofenois,
ésteres de ftalatos, cetonas, anilinas, nitrosaminas e cetonas como compostos

regulamentados. °

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) apresentados na
Figura 1-1 sdo um dos principais poluentes no ponto de vista ambiental,
originados da combustdo incompleta de matéria organica e combustiveis fosseis.
Os HPA's com 4 ou mais anéis aromaticos tendem a condensar em particulas e
sd0 mais carcinogénicos e mutagénicos que agueles que possuem poucos anéis

aromaticos. °

e
Seas
Acenaftileno Acenafteno Antraceno Benzo(b)fluoranteno
soe o5
X X [ Q)
Benzo(a)pireno  Benzo(g,h,i)perileno Criseno Dibenzo(a,h)antraceno
pare
5 0o o

Benzo(a)antraceno Indeno(1,2,3-cd)pireno naftaleno Fenantreno
)
5
Pireno Fluoranteno Fluoreno

Figura 1-1: Estruturas dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA).
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Os compostos fendlicos apresentados na Figura 1-2, sdo substancias
guimicas que estdo presentes em muitos processos industriais e,
consequentemente, sdo liberados em muitos efluentes e aguas residuais. Em
razdo da sua toxicidade e persisténcia no ambiente, uma variedade de fendis
foram incluidos em programas de monitoramentos, como a da protecdo ambiental
dos EUA (EPA) e da Unido Européia (UE). ’

Fendis também tém um efeito adverso sobre 0 gosto e o odor da agua
potavel mesmo em baixas concentragdes. Sua toxicidade e sua influéncia sobre o
gosto e o cheiro sdo as razdes pelas quais estes compostos sdo atualmente

analisados em agua potavel e de superficie. ®

O O

L,

3 - metilfenol

2.4 - dimetilfenol

-~

2 - metilfenol

2.4 - dinitrofenol

R

4 - metilfenol

S

fenol

Figura 1-2: Estrutura dos Compostos Fendlicos

A legislacdo da Unido Européia (UE) em 1980, estabeleceu que a
concentracdo maxima admissivel de fendis na agua destinada ao consumo
humano como sendo de 0,5 ugL™ para o teor total e 0,1 pgL™ para os compostos
individuais. °

Os ésteres de ftalato demonstrados na Figura 1-3 tém uma grande

variedade de aplicacfes industriais, agricolas e domésticas, o0 mais importante € a

sua utilizacdo como plastificantes que melhoram a flexibilidade e funcionalidade
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dos materiais poliméricos. Devido a estas propriedades, nos ultimos anos, a
producao de ésteres de ftalato e sua utilizacdo tém aumentado significativamente,
como consequéncia os ésteres de ftalato migram dos materiais para 0 meio

ambiente, sendo encontrados na 4gua, solos, ar, alimentos e no corpo humano. *°

0 0O
O~ T s i
O 0O
Dibutil ftalato Dietil ftalato
o 0
‘el O/\C\/\
O O\/Q/\/
O 0
Dimetil ftalato Bis(2-etil-hexil) ftalato

Figura 1-3: Estruturas dos Esteres de ftalato

Os ftalatos mais utilizados sao dimetil-, dietil-, di-n-butil-, butilbenzil-,
bis(2-etilhexil)-, e di-n-octil ésteres de ftalato. O bis(2-etil-hexil) adipato entre
outros plastificantes, tém sido incluidos nas listas de poluentes prioritarios em
varios paises. Por exemplo, EPA estabeleceu uma concentracdo maxima
admissivel em agua de 6 ugL™ para o bis(2-etil-hexil) ftalato e 0,4 mgL™ para o
bis(2-etil-hexil) adipato, sendo este o mais utilizado e representa um quarto da

producao total de plastificantes. **

Técnicas analiticas com grande sensibilidade tais como a
Cromatografia a gas (CG) e a Cromatografia Liquida (Cromatografia liquida de
alta eficiencia, CLAE) associadas aos diversos detectores inclusive a
espectrometria de massas, tém contribuido constantemente para a andlise de

amostras ambientais na determinacdo de compostos em baixas concentracdes.
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Apesar dos avancgos tecnolégicos substanciais no campo analitico, a
maioria dos instrumentos ainda ndo pode lidar diretamente com as matrizes
complexas das amostras. Portanto uma primeira etapa de preparacdo €
fundamental antes da andlise instrumental, sendo o seu principal objetivo de
eliminar interferentes e concentrar os analitos de interesse e tornando-os mais

compativel com o sistema de andlise. =

A extragdo liquido-liquido LLE do inglés — “liquid-liquid extration” €&
baseada na transferéncia de um analito presente em amostra aquosa para um
solvente imiscivel com a fase aquosa, sendo amplamente utilizada na preparacdo
de amostras. No entanto, existem algumas desvantagens, tais como a formacao
de emulséo, o uso de grande volume de amostra e de solvente organico téxico e
por conseqiéncia a geracdo de grandes quantidades de poluentes. Desta forma,
a técnica de extracdo se torna muito cara, demorada e prejudicial ao meio

ambiente. 13

Outra abordagem na preparacdo de amostra mais popular € a extracao
em fase solida SPE do inglés — “solid-phase extraction” que embora utilize menos
solvente que a LLE, o uso pode ainda ser considerado significativo e normalmente
€ necessario um passo extra de concentracdo do extrato até alcancar um volume

menor. 3

Nas ultimas duas décadas, foi empregado um esforco substancial para
adaptar e desenvolver métodos de extracao com o objetivo de economizar tempo,
trabalho e materiais. Desta forma a miniaturizagdo tem sido a peca fundamental

para alcancar esse objetivo. =

No presente trabalho, foi explorado uma técnica de extragdo que

1B que é

atende tais objetivos, desenvolvida por M.Rezaee e colaboradores
denominada com microextracdo liquido-liquido dispersivo DLLME do inglés —

“dispersive liquid-liquid microextraction”.

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo
denominada validacdo. A validacdo de um método € processo continuo que
comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu

desenvolvimento e transferéncia. Um processo de validacdo bem definido e
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documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os

métodos e os sistemas sédo adequados para o uso desejado. **
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2 Objetivo

O objetivo do trabalho € determinar os compostos organicos semi-
volateis SVOC, buscando aprimorar e validar o método de micro-extracao liquido-
liquido dispersivo DLLME em a&aguas subterrneas através da técnica de

cromatografia & gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).
Os objetivos especificos para atingir este trabalho seréo:

e Aprimorar a técnica de micro-extracao liquido-liquido dispersiva
(DLLME) para a extracado dos SVOC em aguas subterraneas;

e Realizar a validacao da técnica de micro-extracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME) para obtencéo dos SVOC; e

e Analisar amostras de 4guas subterraneas coletadas em postos
de gasolina no estado de Séao Paulo;
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3 Revisao da Literatura

Durante a segunda metade do século XX, foi observado um
crescimento na demanda por técnicas de separacdo mais complexas, tais
mudancas se deram principalmente devido a aceleracdo da industrializacdo. O
surgimento das induastrias petroquimicas, de processamento de alimentos, a
melhoria dos produtos farmacéuticos e as contaminacdes ambientais entre outros
motivos, exigiram uma melhoria na metodologia analitica ja existente. Como
resultado destas demandas, a quimica analitica evoluiu de procedimentos muito
simples em sua maioria qualitativos e semiquantitativos, para determinagdes

instrumentais complexas.

3.1 Técnicas de Extracao

Uma das etapas fundamentais para analise quimica organica é o
processo de extracdo, que com o passar do tempo, esse processo tem evoluido
junto com as técnicas instrumentais. A seguir sdo demonstradas, algumas

técnicas utilizadas ultimamente.

3.1.1 Extracéo liquido-liquido — LLE

A extracédo liquido-liquido (LLE — liquid-liquid extraction) & uma técnica
aplicada entre solventes imiscivel, amplamente difundida nas industrias e
laboratérios. Consiste, basicamente, em utilizar um solvente para remover um ou

mais analitos da amostra liquida, conforme se verifica na Figura 3-1. *°

Pode-se descrever a distribuicdo entre dois solventes imisciveis
através do coeficiente de distribuicdo. O Coeficiente de distribuicdo é uma
constante de equilibrio que descreve a distribuicdo de uma substancia a ser
analisada (A) entre dois solventes imisciveis, por exemplo, uma solucdo aquosa e

uma fase organica. *°
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Esse equilibrio pode ser obtido por agitacdo de uma solugdo aquosa
contendo o analito A com um solvente organico. Esse processo pode ser

expresso com na equacéo 1:

A< Aprg) (1)

Sendo, Anxqg € Aorg) as fases aquosas e organicas respectivamente. A razéo das
atividades de A entre os dois solventes é uma constante e pode ser representada

na equacao 2:

— (Aorg )
(Aag)

(2)

Sendo, K4 o coeficiente de distribuicdo, o valor numérico de Kq nos fornece
valores constantes uteis, a uma dada temperatura. A expressdo mais util é a
fracdo do analito extraido (E), geralmente expresso em porcentagem conforme

demonstrado nas equacgodes 3 e 4:

c vV
E(%) — A(org )Y A(aq) 100 (3)
(CA (org )VA (org )+CA (aq )VA (aq ))

ou

KqV

0, - 4
E(%) = (1+KqV)

00 (4)

Sendo, Caorg) € Ca(ag) S80 as concentragbes do analito na fase organica e aquosa,
Va(org) € Va(ag) SA0 0s volumes das fases organicas e aquosa, respectivamente e V

é a razdo entre (Varg) Vaaq))-
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Desta maneira, para se obter uma recuperagédo quantitativa (>99%) do
analito em uma das fases, serdo necessarios duas ou trés extracdes com o

solvente extrator isento de contaminantes, considerando o valor de Ky igual a 10.

A equacéo 5 é utilizada normalmente para determinar a quantidade de

analito extraido apos sucessivas extracoes:

E=1-[——] (5)

(1+K4V)

Sendo, n 0 nimero de extracdes. Portando, se a raz&do entre os volumes das duas
fases for igual a 1 e o Ky for igual a 3, serdo necesséarios 4 extracdes para

conseguir uma recuperacao maior que 99%.

3.1.2 Extragao de fase solida - SPE

A extracdo por fase solida, mais conhecida como SPE (Solid Phase
Extration), consiste basicamente em condicionar uma fase estacionaria com um
solvente organico e em seguida € eluido um liquido que contenha o composto
alvo por uma fase estacionaria, podendo ser uma coluna ou mesmo um disco no

intuito de reter este composto. *°

Existem diversas tipos de fases estacionarias (silica, alumina, florisil,
carbono e resinas) cuja selecdo depende da natureza dos analitos e as quais
correspondem diferentes tipos de interacéo do analito-fase estacionaria: *’

a) Fase Reversa - envolve interacdes de analitos presentes em
matrizes polares com uma fase estacionaria apolar. Como exemplo tem-se as

fases constituidas por cadeias C8 e C18 ligadas a grupos silanol de silica. **

b) Fase Normal - envolve interagBes entre uma fase estacionéaria polar

e analitos presentes em matrizes apolares. Por exemplo, as de fases polares sao
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as de silica, alumina ou a silica funcionalizada com grupos polares tais como, CN,

NH, ou diol. *’

c) Troca lonica - envolve interacdes idnicas entre a fase estacionaria
(positiva ou negativa) e os solutos carregados. Uma diversidade de resinas

anidnicas ou catiénicas podem ser usadas neste tipo de interacdes. *’

d) Adsorcdo - envolve a interagbes entre analitos e materiais néo
modificados, ficando o0s compostos de interesse retidos no adsorvente,

geralmente um material poroso. *’

Ao mesmo tempo em que os analitos sao retidos, interferentes podem
se mostrar presentes, desta maneira sdo realizadas etapas de clean-up com
misturas de solventes que removam os interferentes sem retirar o analito. Apos
essa etapa € realizada a remocdo do analito com pequenas quantidades de
solvente que tenha afinidade pelo analito. Na Figura 3-2 s&o apresentadas

algumas ilustragdes com todo o processo de SPE. 16

Existem varios procedimentos de tratameno de amostra por SPE, que
tanto variam no emprego de diferentes tipos de solventes, quanto no volume de

amostra, como no volume de solvente para ativacao e eluicéo dos analitos.

A escolha do solvente € um passo importante na SPE, portanto deve
ser considerada as informacdes a respeito do analito, dada a natureza da matriz e

o conhecimento das impurezas a serem eliminadas. *°

3.1.3 Microextracao de fase sdélida - SPME

A microextracdo de fase soélida ou SPME (Solid Phase microextraction)
€ um processo do qual um analito € adsorvido por uma fibra revestida de silica,
sendo esse 0 método de concentracdo. Em seguida o analito é dessorvido em um

instrumento adequado para a separacéo e quantificacdo. *°

A fase mais importante para esse sistema de extracdo em dois
estagios é a adsorcéo do analito numa fibra adequadamente revestido de silica ou

fase estacionaria. A escolha do adsorvente é fundamental, oportunidade em que
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deve ser escolhido um adsorvente com forte afinidade para os compostos
organicos alvos, os analitos, de modo que a pré-concentracdo possa ocorrer a
partir de qualquer amostra aquosa diluida ou a fase gasosa. O abrangéncia e a
distincdo dos meios disponiveis para a sorcdo é cada vez maior, porem sua

exploracdo tem ocorrido com maior freqiéncia na técnica de SPE. 16
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Figura 3-2: Todas as etapas do processo de extracao por SPE.
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7

A fase estacionaria mais relatada na literatura para SPME € o
poli(dimetilsiloxano), pois além de ser uma fase apolar utilizada para extrair
inUmeros analitos apolares, apresenta grande estabilidade a altas temperaturas,
apresentando geometria cilindrica que permite melhor incorporacdo na superficie

da seringa. *°

O cartucho de SPME tem duas funcdes, fornecer protecéo para a fibra
durante o transporte e permitir a perfuragdo do septo de borracha do injetor do

cromatografo a gas por meio de uma agulha, como demonstrado na Figura 3-3.

retirar retirar
. Para o "
Perfura o septo extrair 2 3 dessorgdo
- cromatégrafo &
B % = & b

- i 13
>
L

o
%4

Injetor do cromatografo

Extragdo Analise Cromatografica

Figura 3-3: Etapas do processo de extracdo por SPME.
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3.1.4 Microextracdo liquido-liquido Dispersivo - DLLME

A microextracdo liquido-liquido dispersivo ou DLLME (dispersive liquid-
liquid microextraction) foi proposta em 2006 por M. Rezaee e colaboradores.**?
Essa técnica de extracdo e pré-concentracdo de amostras atende aos requisitos
de miniaturizacdo, baixo custo, rapidez e eficiéncia de extracdo tendo alto

potencial para aplicacéo direta em campo. %

Desde a primeira publicagcdo em 2006, cada vez mais essa técnica tem
sido difundida e aplicada em diversas areas, chegando a 816 no ano de 2013, na
Figura 3-4 pode-se observar o crescimento da técnica de DLLME na quimica

analitica.

Artigos Publicados utilizando DLLME

0% _\1% 3%

| = 2006

2008
= 2009
= 2010

2011
= 2012

= 2013

Figura 3-4: Diagrama mostrando o crescimento do numero de
artigos publicados utilizando DLLME nos ultimos 8 anos. (Fonte: Google
Scholar acesso em 03/02/2014).

Esté técnica consiste em utilizar um solvente dispersor (fase organica)
em uma amostra liquida (fase aquosa) que em seguida com um solvente extrator,
imiscivel na fase aquosa sdo removidos 0os compostos de interesse, baseando-se

desta maneira em um sistema ternario de solventes. Pode-se observar na Figura
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3-5, as etapas da técnica de DLLME como a dispersdo do solvente, a

centrifugacéo e a coleta da micro gota. %

A técnica DLLME é normalmente realizada em duas etapas. A primeira
etapa consiste na injecdo de uma mistura adequada dos solventes extrator e
dispersor na amostra que encontra-se na fase aquosa, e que contém os analitos.
Nesta etapa, 0 solvente extrator é disperso na fase aquosa em gotas muito finas
extraindo os analitos. Esta dispersdo do solvente extrator € favorecida pelo
solvente dispersor, que deve ser sollvel na amostra aquosa e na fase organica.
Devido a grande area superficial entre o0 solvente extrator e a amostra aquosa, 0
equilibrio é atingido rapidamente e a extracdo é independente do tempo, sendo
esta a principal vantagem deste método. A segunda etapa € a centrifugacdo da
solucdo turva e a transferéncia da fase sedimentada para um frasco (microvial)

que permitird a determinacado dos analitos.*

A DLLME baseia-se no processo de particdo dos analitos entre duas
fases liquidas imisciveis, sendo uma delas a fase aquosa (onde encontra-se o
analito) e a outra um fase orgéanica (solvente organico) A solubilizacdo dos
analitos em qualquer uma das fases € governada pela polaridade relativa do
sistema, os analitos sdo geralmente apolares, apresentando maior afinidade pela
fase organica, composta por um solvente organico apolar, em comparacao com a

fase aquosa, que &, por sua vez, altamente polar. %

A fase organica ou extrato podera conter a maior propor¢éao do analito.
Se esta quantidade for proxima a 100% pode ser considerada uma técnica de
extracdo exaustiva e a exatiddo do método, expressa em termos de recuperacao,

pode ser calculada através da equacéao 6.
R%) = [£=2] 100 ()

Sendo, C1 é a concentracdo do analito determinada na amostra fortificada, C2 é a
concentracdo do analito na amostra ndo fortificada e o C3 é a concentragdo do

analito adicionada na amostra fortificada.
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Figura 3-5: Etapas de extracdo da técnica de DLLME.
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Se a transferéncia do analito entre a fase aquosa e a fase organica for
parcial, a extracdo por DLLME sera considerada uma técnica de equilibrio. Neste
caso, a recuperacao (R) pode ser definida como a quantidade total de analito, em
porcentagem, que é transferida para a fase extratora (ou organica) ao final da
extracdo. A razao entre o volume da fase doadora (aquosa) e a fase aceptora
(organica) também governa a recuperacao do analito, de acordo com a equacao
7.

KdVS(org)
0 —
R(/O) N (KdVS(org)+VS(d)] 100 (7)

Sendo, Ky o coeficiente de distribuicdo, Vserg € 0 volume da fase orgénica e Vs
€ 0 volume da fase doadora (ou aquosa). Portanto a extracdo em duas fases &
favorecida para analitos hidrofobicos, ou seja, com elevados coeficientes de

particdo entre 500 e 1000, ou maiores. %

Adicionalmente, a recuperacédo pode ser favorecida aumentando-se a
razdo entre as fases aceptora (organica) e doadora.’* Outro parametro
comumente utilizado para demonstrar a eficiéncia dos processos de micro
extracdo em fase liquida, como no caso da DLLME, é o fator de enriquecimento
E, que informa o grau de concentracédo do analito obtido na extracdo e pode ser

calculado pela equacéo 8:

E= ————
100 Vs(org)

(8)

Sendo, R a recuperagéo, Vsgq) € Vs(org S80 0s volumes do solvente dispersivo e do
solvente extrator e como a razao entre os volumes sdo normalmente elevados,

altos fatores de enriquecimento séo obtidos.
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3.2 Cromatografia

Existem muitas divergéncias de quanto ao surgimento da técnica de
cromatografia. Contudo, ao invés de somente duplicar as diversas publica¢cfes do
assunto, Tabela 3-1 apresenta uma lista cronoldgica dos eventos mais relevantes
no desenvolvimento da cromatografia. Os diferentes tipos de cromatografia
(liquido, gas, papel, em camada delgada, troca ibnica, fluido supercritico e
eletroforese) apresentam muitas caracteristicas em comum e todas elas devem
ser consideradas no seu desenvolvimento. %

O termo cromatografia foi utilizado pela primeira vez pelo botanico
russo Michael Tswett. Ele realizou a separacao da clorofila e da xantofila, em uma
coluna de vidro contendo carbonato de calcio finamente dividido como fase
estacionaria, fazendo passar um liquido no qual extratos das duas substancias
estavam diluidos. O termo cromatografia do grego (kroma = cor e graphos =
escrita) ocorre em decorréncia das espécies separadas por Tswett,
apresentarem-se como bandas coloridas na coluna. #*

A cromatografia € um método de separacéo fisica, onde os analitos a
serem separados sdo distribuidos de forma seletiva entre duas fases, a fase
estacionaria e a fase movel. Esta técnica é classificada conforme as fases
modveis, assim descritos: cromatografia por fluido supercritico (SFC),
cromatografia a gas (GC), e cromatografia liquida (LC). Repetidos processos de
sorcdo e dessorcdo ocorrem durante a passagem dos analitos através da fase
estacionaria, havendo a separacdo em decorréncia das diferencas entre o0s
coeficientes de distribuicdo de cada analito que constitui a amostra.*® Compostos
mais fortemente ligados a fase estacionéaria, tem a sua mobilidade diminuida
durante o fluxo da fase movel, desta forma, compostos fracamente ligados, tem
sua mobilidade favorecida passando mais rapidamente pela fase estacionaria.
Assim acontece a separacdo dos compostos em bandas discretas, analisadas

qualitativamente ou quantitativamente. 2°



Tabela 3-1: Lista cronoldégica dos eventos mais relevantes no

desenvolvimento da cromatografia.

Ano da Publicacéo Cientista Comentarios

Runge, F.F. Separou solugdes salinas em papel

1878 Shénbein, C. Utilizou tiras de papel para analise de
solucdes;

1906 - 1907 Twsett, M. Separou o pigmento clorofila utilizando

carbonato de calcio como fase estacionaria e

éter de petréleo como fase mdvel,;

Wilson, J.N. Escreveu o primeiro trabalho te6rico em

cromatografia;

1941 Martin, A.J.P. e Apresentou o primeiro modelo que poderia

Synge, R.L.M. descrever a eficiéncia da coluna, recebendo

0 Prémio Nobel em 1952;
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Tabela 3-1: Lista cronoldgica dos eventos mais relevantes no

desenvolvimento da cromatografia (continuacao).

Ano da Publicacéo Cientista Comentérios
1944 Consden, R. , Desenvolveram a cromatografia em papel;
Gordon,A.H. e Martin,
A.J.P.

1946 Claesson, S. Desenvolveu a cromatografia sélido-liquido;

1948 Tiselius, A. Ganho o Premio Nobel em 1948, pelo
desenvolvimento da analise de adsorcdo e
eletroforese.

1949 Martin, A.J.P Contribuiram para relacéo entre retencéo e
constante de equilibrio termodinamico

1951 Cremer, E. Introduziu a cromatografia gas-sélido

1952 Phillips, C.S.G. Contribuiu a cromatografia liquido-liquido;

1952 James, A.T. e Martin, Introduziram a cromatografia gas-liquido;

AJ.P

1955 Glueckauf, E. Derivou a primeira equacdo abrangendo a
relagdo do calor e tamanho das particulas;

1956 van Deemter, J.J., et  Simplificaram o trabalho de Lapidus e

al Ammundson em funcdo da distribuicdo de

Gauss;

1957 Golay, M. Relatou o desenvolvimento de colunas
tubulares;

1965 Giddings, J. C. Revisou e aplicou as primeiras teorias de

cromatografia;

3.2.1 Cromatografia em fase gasosa (CG)

A primeira publicacdo sobre cromatografia a gas (CG) é a de

determinacdo de acidos graxos, que consistia em procedimento de titulacdo em

conjunto de uma microbureta como detector. 2*
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ApoOs sua introducdo por James e Martin, a técnica de cromatografia a
gas se desenvolveu rapidamente, passando de simples pesquisa a instrumento
altamente sofisticado, chegando a movimentar milhdes de ddlares em apenas 4
anos, como um dos primeiros instrumentos analiticos a ser associado a um
computador para controlar a analise, o dados e seus resultados. 2*

O instrumento tem evoluido ao longo dos anos, embora maior parte
dos dispositivos e técnicas tenham sido introduzidas nos trés primeiros simpdésios
internacionais realizados em 1956, 1958 e 1960, patrocinados pelas industrias do
petréleo. #*

O maior interesse da industria do petréleo no desenvolvimento dessa
técnica é a facilidade da separacdo de uma mistura contendo grande numero de
hidrocarbonetos em relagdo aos métodos convencionais utilizados na época. %

Mesmo sendo uma técnica em constante evolucdo a disposicdo de
seus componentes ainda sdo as mesmas desde 0 seu surgimento e estao
representados pelo diagrama na Figura 3-6, sendo:

1. Gas de arraste (fase movel) — Um gas inerte e barato, que tem como
funcd@o carregar a molécula do analito desde onde foi injetada, passando pela
coluna chegando até o detector, com um fluxo controlado. Esse gas € usualmente
escolhido de acordo com o detector a ser utilizado. '

2. Sistema de Injecdo — Idealmente deveria propiciar uma introducéao
instantanea da amostra, 0 que nao € possivel em termos praticos, uma forma de
contornar € injetar a amostra de modo a obter uma banda tao estreita quanto
possivel. A escolha da temperatura do injetor, volume da amostra e tipo de
injecdo depende do estado fisico em que ela se encontra. 2’

3. Coluna (fase estacionaria) — E o coracdo do sistema, onde
efetivamente acontece a separacdo dos analitos. O ponto de partida para a
escolha de uma coluna é a afinidade entre compostos similares, quanto mais
semelhantes forem a fase estacionaria e os compostos a serem separados, mais
eficiente sera a separacao, o diametro da coluna também exerce influéncia sobre
0 processo de separacao, e por fim o comprimento da coluna é determinante,
sendo quanto maior mais efetiva a separagcdo. As colunas podem ser
empacotadas, sendo produzidas em tubos de metal ou vidro, também podem ser

capilares tendo até centenas de metros. 2’
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4. Forno — Responsavel pelo ajuste da temperatura da coluna, tem
papel determinante na separacdo dos compostos, para a grande maioria das
amostras, quanto menor a temperatura da coluna, mais efetiva € a separacéo e
quanto mais alta a temperatura menor é o tempo de analise. O ideal é conseguir
uma temperatura intermediaria, ndo tdo alta que ndo possa existir uma boa
separacdo, nem tdo baixa que o tempo de analise seja demasiadamente
grande.?’

5. Detector — Sua func¢do principal é detectar a presenca de um analito
e medir a sua quantidade. Espera-se de um detector que ele gere a maior
guantidade de sinal elétrico possivel a uma dada concentracdo (sensibilidade),
que tenha um baixo ruido (permitindo que sejam detectadas com seguranca as
menores quantidades possiveis do analito), que possua boa resposta aos
componentes analisados (podendo ser universais quando respondem com um
bom sinal elétrico a todos os tipos de compostos como exemplo o detector de
condutividade térmica, ou seletiva quando respondem somente a determinadas
classes de compostos como o detector de ionizacdo de chama), e que tenha
ampla faixa de linearidade (a resposta obedeca a uma boa relacdo de
proporcionalidade com a concentracdo do analito). Também é desejavel que um
detector seja barato, simples, tenha facil disponibilidade e seja robusto. No
mercado existem mais de 50 tipos de detectores disponiveis sendo mais
utilizados o detector de condutividade térmica e o detector de ionizacdo de
chama.?’

6. Registrador — Tem como funcdo o registro do sinal obtido pelo
detector em funcéo do tempo permitindo que seja conhecido, o tempo decorrido
entre a entrada de um analito no sistema e a sua saida (tempo de retencéo),
altura do pico cromatogréfico, e também a area do pico. Desta forma é possivel
realizar uma analise qualitativa e/ou quantitativa dos analitos. A partir da década
de 80 com o uso de interfaces de conversdo analdgico-digitais, o computador
passou a ser utilizado como registrador, sendo este também responsavel por todo

o controle de fun¢des do cromatégrafo. 2



Unidade de Gas

Controle de Fluxo

Programador de Fluxo

1
Unidade de Amostragem
Injetor
{Manual ou Automatico)
2
Unidade$p Forno
Unidade da Coluna
Coluna
3
Unidade do Detector
> Detector
5

Controlador de Fluxo <—

Controle do Injetor <—

Controlador do forno dacoluna <——

Controle do Detector [<—

39

Processador de Dados
{Computador)

Figura 3-6: Diagrama de um cromatografo a gas: 1- Unidade de Gas; 2- Unidade de Amostragem; 3- Unidade da

Coluna; 4- Unidade do Forno; 5- Unidade do Detector; 6- Processador de Dados.
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3.3 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

O detector de massas acoplado a cromatografia a gas, € constituido de
versao simplificada de um espectrometro de massas adaptado para deteccéo de
picos cromatogréficos. Suas primeiras duas versées mais populares surgiram no
inicio da década de 80 produzidas pela Finnigan e pela Hewlett Packard. Essa
técnica € bastante seletiva e permite a realizacdo de analises tanto quantitativa,
quanto qualitativa. 2’

Um espectrometro de massas € constituido de unidades fundamentais
como: uma fonte de ionizagdo, um analisador ou filtro de massas e um detector,

como apresentado na Figura 3-7:

lons

Moléculas

\ g -
HH - ~ Detector

U

Quadrupolo

Figura 3-7: Unidades fundamentais do espectrometro de massas.

3.3.1 Processo de lonizagao

Quando um elétron é acelerado através de um campo elétrico, ele
ganha energia cinética, dessa maneira quando chega a energia de 70 eV
(elétrons volts), esse elétron pode interagir com moléculas carregadas ou neutras
(M), provocando a ejecdo de um elétron presente na molécula conforme a

equacéo 9. %
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e +M - M+ 2e” 9)

Desta maneira, dois elétrons sdo eliminados na reacdo deixando uma
espécie carregada positivamente (M°*), chamada de ion molecular. Quando
aplicamos 70 eV , em alto vacuo, algumas moléculas adquiram tanta energia
extra que elas se separam “fragmentam” formando ions de menor massa, como

demonstrado na equagéo 10. 2

pe) +pM) -qM™)+ 2e”+ (A7) +s(BT) (10)

Esses fragmentos s&o caracteristicos de cada substancia, semelhantes
a uma impressao digital, assim denominado espectro de massas, e podem ser

comparados e identificados através de bibliotecas de espectros de massas.

3.3.2 Razédo Massa/Carga (m/z)

O mecanismo de ionizagdo, a fragmentagdo e o espectro de massas
sao apresentados na Figura 3-8.

A massa de um elétron € muito pequena em comparacdo a massa total
de uma molécula, consequentemente a massa molecular relativa de uma
molécula € quase a mesma que a do seu derivado molecular iénico. Portando se
considerarmos a massa de uma carga positiva sendo o equivalente a um, a razao
massa-carga seré o valor da massa molecular. %2

A separacdo dos ions se da com base na razdo massa-carga das
espécies idnicas. A razdo massa-carga € algumas vezes referida somente pelo
termo conveniente de “massa”. As massas atbmicas sdo em geral expressas

daltons (Da). %
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Figura 3-8: Mecanismos de reacao e fragmentacao ocorridos no espectrometro de massas e 0 seu espectro de massas.
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3.3.3 Analisador ou Filtro de Massas Quadrupolar

O analisador de massas “Filtro de massa quadrupolar” € constituido por
quatro varetas cilindricas orientados numa disposicdo quadrada. E, quando
aplicado um potencial de radiofrequéncia (RF) e corrente continua (DC) a estas
varetas, 0s ions com m/z especifico podem atingir o detector sem perturbagéo,
sendo os outros ions com m/z indesejados, absorvidos pelas varetas, durante a
sua trajetoria. %°

Com o baixo custo e uma taxa de digitalizacao rapida esse analisador
de massas é o mais utilizado em CG/EM. %

Outro analisador de massas é o “ion-trap” no qual os ions séo
confinados por campos elétricos e magnéticos. Desta maneira, 0s ions com m/z
especifico orbitam dentro do analisador até a remoc¢ao quando atingem o detector,
sendo os outros ions com m/z indesejados, absorvidos pelas paredes do “lon

Trap” durante a sua trajetéria orbital. *°

3.3.4 Detector

Um dos detectores mais comuns nos espectrdmetros de massas é a
eletromultiplicadora, cujo principio diz que quando uma particula que viaja em alta
velocidade, provoca a ejecao de outras particulas secundarias quando atingem
uma superficie metélica.

Partindo desse principio, ions selecionados pelo quadrupolo ou ion-trap
sdo direcionados para um primeiro prato (dinodo) que gquando atingem seu
objetivo ejetam os elétrons que sdo acelerados a um determinado potencial
elétrico de modo atingir um segundo dinodo. %

Se considerarmos que cada ion que entre em colisdo no primeiro
dinodo provoque a liberacdo de 10 elétrons, e que ao atingir o segundo dinodo
cada elétron gere mais 10 elétrons para o terceiro dinodo. Podemos concluir que
a cada ion que chega ao primeiro dinodo o sinal € amplificado em 100 vezes no
segundo dinodo. Normalmente uma eletromultiplicadora comercial trabalha em
media com 11 dinodos, podendo chegar uma amplificagdo de sinal de até 10° em

ordens de grandeza. %
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Esse fluxo de elétrons fornece uma corrente elétrica que pode ser
aumentada com o uso de amplificadores operacionais simples, fornecendo dessa

maneira um sistema de deteccéo de fons sensivel. %

3.4 Validacédo de Método

Na dltima década a validacdo de método tornou-se um dos
instrumentos mais importantes no meio analitico, pois além de garantir a
confiabilidade dos resultados, estabelece padrdes e referéncias a serem seguidas

posteriormente.

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas,
através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, vem sendo cada
vez mais reconhecida e exigida, posto que dados analiticos ndo confiaveis podem

conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. **

Existem varias agéncias, instituicdes e organiza¢ces que foram criadas
com a finalidade de estabelecer métodos ou protocolos para a validacdo de
método. Internacionalmente € reconhecida a Eurachem que é uma rede de
organizacbes na Europa, com o0 objetivo de estabelecer um sistema de
rastreabilidade internacional das medi¢cdes quimicas e promover boas préticas da
qualidade, além de criar um forum de discussdo para o desenvolvimento e
consideracbes na questdo técnica e politica.®® Tem-se a ISO (International
Organization for Standardization) que € uma organizacao ndo-governamental que
faz uma ligacao entre o setor publico e privado, estabelecendo normas para 162
paises sendo seu escritério central em Genebra, Suica.*? Outra organizacéo é a
WHO/OMS “World Health Organization” ou Organizacdo Mundial da Saude que é
a autoridade de coordenacdo da saude dentro das Nagbes Unidas sendo
responsavel pela satde mundial, organizando pesquisas, estabelecendo normas
e padrbes, articulando opg¢des politicas baseadas em evidéncias e fornecendo

apoio técnico aos paises.*

No Brasil € reconhecida a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) que tem a finalidade de promover a protecdo da saude da populagéo

por intermédio do controle sanitario da producédo e da comercializacdo de
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produtos e servigos, inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das
tecnologias a eles relacionados.** Outra instituicdo nacional é o INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial) que possui
entre outras finalidades a de executar as politicas nacionais de metrologia e da
qualidade, verificar a observancia das normas técnicas e legais, manter e
conservar os padrdes das unidades de medida, assim como implantar e manter a
cadeia de rastreabilidade dos padrées das unidades de medida no Pais e planejar
e executar as atividades de acreditacdo de laboratérios de calibracdo e de

ensaios. >°

Observa-se que cada agéncia apresenta sua definicdo para a validagéo

de método como demonstrado a seguir:

* “A validagao deve garantir, através de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados” — (ANVISA). ¢

* “Validacao é o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar
gue o0 método sob investigacdo tem capacidade de desempenho consistente com

o0 que a aplicacdo requer’ — (EURACHEN). ¥

» “Confirmacgao por testes e apresentagdo de evidéncias objetivas de
que determinados requisitos sdo preenchidos para um dado uso intencional” —
(INMETRO). 38

* “Avaliagao sistematica de um procedimento analitico para demonstrar

que esta sob as condicdes nas quais deve ser aplicado” — (OMS). *

Estudos de validacdo de métodos sdo realizados em diversas etapas,
de modo a garantir a confiabilidade dos resultados analiticos. Estas etapas podem
variar, dependendo da agéncia regulamentadora de cada pais, sendo entre as
mais importantes: seletividade, linearidade, faixa de trabalho ou faixa linear, limite

de deteccédo, limite de quantificac&o, recuperacao, preciséo, exatiddo. *

A seletividade é a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como

impurezas, produtos de degradacéo e componentes da matriz. *°
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hY

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,

dentro de uma determinada faixa de aplicacéo. **

Pode-se obter a linearidade por padronizacédo interna ou externa e
formulada como expressdo matematica usada para o calculo da concentracao do
analito a ser determinado na amostra real. A equacgéo da reta ou curva analitica

que relaciona as duas variaveis é descrita na equacédo 11.

y=a+ bx (11)

Sendo, (y) a resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.), (x) e a
concentracdo, (a) é a intersecdo com o eixo y, quando x for igual a zero,
(coeficiente linear) e (b) a inclinacdo da curva analitica ou a sensibilidade

(coeficiente angular).

O método € mais sensivel quando pequenas variacbes de

concentracdo resultam em maior variagdo na resposta, ou seja, maior inclinagao

(b).

Em geral, serdo necessérios varios niveis de concentracdo, no minimo
cinco, para construir a curva analitica. O nimero de replicatas em cada nivel de
concentracdo deve ser o mais proximo possivel daquele empregado na rotina do

laboratorio. °

Além dos coeficientes de regressao (a) e (b), também ¢é possivel
calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo R?. Este
parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais
proximo de um, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor
a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. Um coeficiente de
correlagcdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos
dados para a linha de regressdo.'* A ANVISA recomenda um coeficiente de

correlagéo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90.
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Quando se esta trabalhando com cromatografia a gas com detector de

espectrometria de massas € geralmente utilizado um padrao interno para auxiliar

na correcao das respostas de cada injecdo. Pode-se utilizar desta forma o fator de
resposta como critério de avaliacdo de uma curva de calibracgéo.

O fator de resposta é calculado a partir da equacgéo 12:

FR= 2ap

ApiCa

(12)
Sendo, (A,) a area do pico (ou altura) do analito ou “surrogate”; (A,;) a area do

pico (ou altura) do padréo interno; (C,) a massa ou concentracdo da substancia a

analisar ou “surrogate” e (C,;) @ massa ou concentracao do padrao interno
Para métodos de CG/EM podem ser utilizados a soma de dois ions
(m/z) para cada analito alvo e para cada padrao interno.
A linearidade da calibragcdo pode ser avaliada através do fator de
resposta médio que é calculado pela equacao 13:
FRM = &

= .100
FR

(13)

Sendo, (S;) 0 desvio padrdo de todos os fatores de resposta e (FR) a média de
todos os fatores de resposta;

Segundo os critérios de avaliagdo da EPA o FRM ou DRM (Desvio
Padréo Relativo) ndo deve ser superior a 20 %. *°

Além da curva analitica citada anteriormente se faz necessario ter uma
faixa de trabalho que deve cobrir a faixa de aplicacéo para a qual o ensaio vai ser

se situar no centro da faixa de trabalho. No

usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel,
limite

inferior da faixa de
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7

concentracdo, o fator limitante € o valor do limite de quantificacdo e no limite

superior depende do sistema de resposta do equipamento de medicao. *

Limite de deteccéo (LD) é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado,

sob as condicdes experimentais estabelecidas. *°

O limite de deteccéo (LD) pode ser expresso pela equacéo 14:

LD = 3,3 é (14)

Sendo (s) a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa
do desvio padréo do branco, da equacéo da linha de regresséo ou do coeficiente
linear da equacéo e (Ca) € a inclinagao (“slope”) ou coeficiente angular da curva

analitica

Limite de Quantificacdo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as

condicBes experimentais estabelecidas. *°

Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, porém
utiizando a relagéo 10:1, dessa maneira a relagao entre a estimativa do desvio
padrdo da resposta (s) e a inclinagdo da curva analitica (Ca), representado pela

equacéao 15:

LQ =10 é (15)

O melhor caminho para resolver o calculo do LD e LQ € utilizar o
método baseado nos parametros da curva analitica, que é estatisticamente mais

confiavel.

Apos a realizagdo do estudo do LD e do LQ, o processo analitico é

avaliado com o estudo de recuperacao.
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A recuperacado é geralmente determinada pelo estudo de materiais de

referéncia relevantes ou por estudos de adicdo de padréo. *’

7

Em relacdo aos valores de referéncia apropriados € importante o

estabelecimento da rastreabilidade aos padrdes reconhecidos. *

A Recuperacédo (R) em % pode ser definida pela equacéo 16:

_ Valor observado
Valor esperado

100 (16)

Finalmente apés a realizacdo de todos os estudos citados
anteriormente é necessario determinar, se 0 processo analitico possui precisédo e

exatidao.

A precisdo pode ser definida como a concordancia de uma série de

medidas da mesma grandeza. *°

Podendo ser avaliada pelo desvio padrao absoluto (o), que utiliza um
namero significativo de medi¢bes, normalmente maior que 20. Na pratica, na
validacdo de métodos, o niumero de determinagbes é geralmente pequeno e o
que se calcula é a estimativa do desvio padrédo absoluto (s), seguindo a equacao
17.

(17)

Sendo, x a média aritmética de um pequeno nimero de medicdes (média das
determinacgdes), a média verdadeira (média da populacéo); xi € o valor individual

de uma medicédo e n € o numero de medi¢des.

A precisdo também pode ser expressa através do intervalo de

7

confiangca da média (ICM), que € uma faixa de valores no qual existe uma
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determinada probabilidade de se encontrar certo valor de uma variavel, calculada

pela equacao 18:

- S
ICM = Xitn—l

Sendo t,; o0 valor critico da distribuicdo de “t-student” com (n — 1) graus de
liberdade. O valor t é tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de
confianca. Outra expressao da precisdo é através da estimativa do desvio padrao
relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV) expresso
em %, calculados pela equacéo 19:

RSD ou CV = 2 .100 (19)

Rilwn

Sendo s o desvio médio de uma determinada populacdo e x € & media aritmética

da determinada populacao.

E comum que métodos que quantificam compostos em macro
guantidades requeiram um RSD de 1 a 2%. Em métodos de andlise de tracos ou
impurezas, sdo aceitos RSD de até 20%, dependendo da complexidade da

amostra.

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia

aceito como verdadeiro. **

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sdo: materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacao;

adicdo padréo.

Os materiais de referéncia certificados (CRM) sao materiais de

referéncia acompanhados de um certificado que possui o0 valor de concentragcéo
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de uma dada substancia, ou outra grandeza para cada parametro e uma incerteza
associada. Os materiais de referéncia certificados séo fornecidos por organismos
reconhecidos e confiaveis, como NIST (“National Institute of Standards and
Technology” - USA), LGC (“Laboratory of the Government Chemist” - UK), FAPAS
(“Food Analysis Performance Assessment Scheme” - UK).

A comparacdo de métodos consiste na comparacdo entre resultados
obtidos empregando-se o método em desenvolvimento e o0s resultados
conseguidos através de um método de referéncia, avaliando o grau de
proximidade entre os resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, o grau de

exatiddo do método testado em relacdo ao de referéncia. **
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4 Materiais

Os reagentes, materiais, padrdes e equipamentos necessarios para o

desenvolvimento do trabalho estéo listados a seguir:

Equipamentos e Materiais:

o Cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas — CG-EM,
marca Agilent, CG - modelo 7890 e EM — modelo 5975.

o Coluna cromatografica - DB-5ms — 20 m x 0,18 mm x 0,18 pm
o Centrifuga
J Tubos de ensaio com tampa de 15 mL.

o Microseringas volumetrias de 10, 50, 150, 500 e 1000 pL
o Vial de 2 mL para CG
o Insert de 200 pL

No presente trabalho foram utilizados varios solventes, reagentes e padrdes que

estao listados das tabelas Tabela 4-1 e Tabela 4-2.
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Tabela 4-1: Lista de Reagentes

Reagentes Pureza Marca

Diclorometano Grau HPLC Tédia

Acetonitrila Grau HPLC J T Baker

Isooctano Grau Analitico Synth

Acido Sulfarico Grau Analitico Tédia

Tabela 4-2: Lista de Padrdes

. . 1 Namero de
Padrdes Concentracdo (mgL™) Marca Lote
catalogo

Method
8270D-PAH 2000 AccuStandard M-8270-13-ASL 211091007

mix

Method 8270
Surrogate 4000 AccuStandard M-8270-SS B7080269
Standard
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5 Amostragem

No presente trabalho foram utilizadas amostras de rotina de um
laboratério de analise ambiental, o local de amostragem e o cliente ndo podem
ser revelados devido a termos de confidencialidade que o laborat6rio tem com os

seus clientes.

Foram utilizadas 4 amostras de agua subterranea coletadas em postos
de gasolina, seguindo o procedimento ABNT NBR 15847:2010 onde estdo
estabelecidos métodos para a purga de po¢os de monitoramento utilizados para a
investigacdo ambiental. Esta Norma apresenta os métodos de Purga por Volume
Determinado, Purga Baixa Vazdo, Purga Minima e Amostragem Passiva, e as
amostras sdo foram armazenadas em camera fria a uma temperatura abaixo de

7°C, até o momento de sua extragéo. **
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6 Resultados e Discussao

6.1 Otimizacdo do método de DLLME

Antes de realizar o estudo de validacdo foi necessario adaptar a
técnica de extracdo para a determinagdo dos SVOC com a realidade do
laboratério. Dessa forma em um tubo de ensaio foi adicionado 5 mL de &gua-
ultrapura e em todos os tubos de ensaio foram adicionados 5 pL da solucéo

padréo de SVOC com a concentracdo de 5 mgL™.

Para os testes a variacdo do pH foi considerada, sendo realizados
testes em pH neutro, acido e basico, para isso foi adicionado 1 mL
separadamente das solucées de Acido sulfarico a 0,05 molL™ e hidréxido de sédio

a0l molL™ nos tubos de ensaio.

Em seguida foram adicionados 500 pL do solvente dispersivo, no caso

foram utilizados os solventes: metanol, acetona e acetonitrila.

Apés a homogeneizacdo da mistura foi adicionada com auxilio de uma
seringa 100 puL de solvente extrator, para essa otimizacdo foram utilizados os

solventes: diclorometano e isooctano.

Os compostos presentes na solucdo padrdo de compostos organicos
semi-volateis séo: 1,4 - diclorobenzeno, 1,3 - diclorobenzeno, fenol,
nitrobenzeno, isoforena, 1,2,4 - triclorobenzeno, naftaleno, hexacloro-1,3-
butadieno, 2-cloronaftaleno, 2-nitroanilina, dimetilftalato, acenaftileno, acenafteno,
dibenzofurano, dietilftalato, fluoreno, 4-clorodifenil éter, 4-bromodifenil éter,
hexaclorobenzeno, fenantreno, antraceno, azobenzeno, carbazol, dibutilftalato,
fluoranteno, pireno, benzil-butilftalato, criseno, benzo[a]antraceno, bis(2-
etilhexil)ftalato, di-n-octilftalato, benzo[b]fluranteno, benzo[k]fluranteno,

benzo[a]pireno, benzo[ghi]perileno, dibenzo[a,h]Jantraceno, indeno[1,2,3-cd]pireno.

Através dessas avaliacfes, foram observados 0s seguintes volumes de

extratos apresentados na tabela 6-1.:



Tabela 6-1: Recuperacao dos Solventes em funcéo da variacdo do pH, do
solvente dispersor e do solvente extrator.

Volume recuperado aproximado (uL)

Metanol Acetona Acetonitrila
pH<7 pH=7 pH>7 pH<?7 pH=7 pH>7 pH<7 pH=7 pH>7
Diclorometano 15 50 10 36 45 30 40 30 47,5

Isooctano 45 575 70 68 50 80 70 70 90
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Os extratos foram injetados no CG/EM seguindo as seguintes

configuracoes:

Cromatdgrafo a gas:

v Tipo de Injecao: Splitless

v" Volume de injecao: 2 uL

v" Fluxo do Gas: 0,87 mLmin™
v

Temperatura do Injetor: 290 °C

Seguindo a seguinte programacédo do forno do cromatografo:

Manter 50°C por 0,57 minutos, iniciar o aquecimento do forno com uma

taxa de 52,24°C por minuto até 130°C e mantendo essa temperatura por 2,87

minutos; iniciar novo aquecimento com uma taxa de 17,41°C por minuto até

180°C e mantendo essa temperatura por 2,87 minutos, novamente aquecer com

uma taxa de 17,41°C por minuto até 240°C e mantendo essa temperatura por

2,87 minutos, aquecer hovamente com uma taxa de 20,89 °C por minuto até 320°

C e mantendo essa temperatura por 2,30 minutos. A Figura 6-1 a seguir

demonstra como deve ficar a programacao do forno.
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Programacao do forno
350

300 7

250 /

o —
‘;
5 200 g
=
2
Q 150
§
2 100
50
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tempo (minutos)

Figura 6-1: Programacdo de aquecimento do forno do cromatografo

para analise dos SVOC

EspectrOmetro de Massas:

v' Temperatura da linha de transferéncia: 320 °C
v" Modo de leitura: Scan (Varredura) — 45 a 500 Da.

Dessa maneira foram obtidos os seguintes resultados de recuperacéo
gque sao apresentados na Tabela 6-2, onde pode ser observado que a melhor
recuperacdo da solucdo mae foi a combinacdo metanol-isooctano, mesmo nao

sendo a melhor recuperacgéo do extrato.

Observou-se também que a extracdo deve ser realizada em meio
acido, pois a maioria dos compostos estudados apresentam caracteristicas acidas
em suas estruturas e desta maneira quando realizamos a extracdo em meio acido
a moléculas passam do estado do estado ionizado para o estado fundamental,

possibilitando uma melhor extragcdo dos analitos.

Pode-se observar também pelos resultados obtidos que a técnica de
DLLME apresenta variagdes nas recuperagdes entre as diferentes classes
guimicas, portanto para ter um melhor desempenho no estudo de validacdo a

separacao entre as classes quimicas se faz necessario.
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Portanto o estudo de validagdo no presente trabalho foi centralizado
aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), que apresentaram uma

recuperacado média de 99% entre as demais classes nas mesmas condicoes.



Tabela 6-2: Resultados da recuperacao (%) do padréo em diferentes condi¢cdes de extracao.

59

Solvente Dispersante

Metanol

Acetona

Acetonitrila

Solvente Extrator

Variacéo de pH
1,4 —diclorobenzeno
1,3 -diclorobenzeno

fenol
nitrobenzeno
isoforena
1,2,4 -triclorobenzeno
naftaleno
hexacloro-1,3-butadieno
2-cloronaftaleno
2-nitroanilina
dimetilftalato
acenaftileno
acenafteno
dibenzofurano

dietilftalato

Diclorometano

pH<
7

O O O O O O O o o o o o o o o

pH=
7

o O o o

pH>
7

w A O W B O W W B N O O O o o

pH<
7

Isooctano
pH= pH>
7 7
9 8
8 27
6 0
6 62
8 1
18 68
30 78
47 102
8 46
0 0
0 26
24 70
50 122
16 82
16 21

o O O O o o o o o o o o o o o

Diclorometano

pH<
7

O O ©O O O O O o o o o o o o o

pH=
"

o O O o o o o o

g g g g o W
& 0 © ™ S

145

pH>
7

w A~ O W B~ O W W B N O O O o o

pH<
7

Isooctano
pH= pH>
7 7
8 0
22 0
0 0
0 0
3 2
50 60
54 56
81 89
68 55
0 0
8 21
80 45
150 88
67 52
24 12

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Diclorometano

pH<
7

O O O O o o o o o o o o o o o

ph=
-

© © B~ O O

pH>
7

0
0
0
0
0
11

9
17

17
13
11

Isooctano
pH< pH= pH>
7 7 7
0 12 18
0 6 17
0 0 32
0 10 4
0 0 3
0 23 30
0 23 29
0 32 42
0 31 24
0 0 0
0 0 5
0 29 25
0 63 59
0 38 36
0 6 35




Tabela 6-2: Resultados da recuperacgéo (%) do padréo em diferentes condi¢cdes de extragdo (continuagao).
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Solvente Dispersante

Metanol

Acetona

Acetonitrila

Solvente Extrator

Variagédo de pH
fluoreno
4-clorodifenil éter
4-bromodifenil éter
hexaclorobenzeno
fenantreno
antraceno
azobenzeno
carbazol
dibutilftalato
fluoranteno
pireno
benzil-butilftalato
criseno

benzo[a]antraceno

Diclorometano

pH<
7

O O O ©O O o o o o o o o o o

pH=
7

23
19
44

= W
(o) NN V]

O O O 0 N o1 o ou o

pH>
7

NN N B N TN WO OTW N~ O

pH<
7

Isooctano
pH= pH>
7 7
26 127
15 93
47 102
53 137
14 121
0 94
0 59
0 77
16 65
15 128
17 133
6 49
0 78
0 94

O O O O o o o o o o o o o o

Diclorometano

pH<
7

O O O O O O O O o o o o o o

pH=
"

82
89
0
152
121
63
49
34
78
176
170
82
102
136

pH>
7

NN N OB BN O W O O W N~ O

pH<
7

Isooctano
pH= pH>
7 7
122 85
77 70
81 89
152 105
106 77
34 54
37 34
70 68
75 49
133 81
129 91
31 33
35 42
39 60

O O O O O O o o o o o o o o

Diclorometano

pH<
7

O O O O O o o o o o o o o o

pH=
-

66
60
71
76
93
56
45
73
40
85
73
42
32
44

pH>
7

18
13
17
21
18
16
9
4
10
18
20
13
13
14

Isooctano
pH< pH= pH>
7 7 7
0 51 80
0 39 62
0 32 42
0 64 86
0 42 71
0 19 52
0 15 43
0 0 11
0 27 51
0 45 50
0 49 58
0 3 34
0 9 25
0 9 31
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Tabela 6-2: Resultados da recuperacao (%) do padréo em diferentes condi¢cfes de extragdo (continuagéao)

Solvente Dispersante Metanol Acetona Acetonitrila

Solvente Extrator Diclorometano Isooctano Diclorometano Isooctano Diclorometano Isooctano

pH< pH= pH> pH< pH= pH> pH< pH= pH> pH< pH= pH> pH< pH= pH> pH< pH= pH>

Variacéo de pH 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
bis(2-etilhexil)ftalato 0 21 6 0 16 103 O 95 6 0 95 78 0 128 38 0 27 62
di-n-octilftalato 0 10 3 0 3 76 0 46 3 0 30 46 0 49 17 0 10 38
benzo[b]fluranteno 0 0 2 0 0 120 O 100 3 0 68 63 0 40 17 0 12 30
benzo[k]fluranteno 0 0 0 0 0O 178 O 93 0 0 31 0 0 53 27 0 15 0
benzo[a]pireno 0 0 0 0 0 60 0 42 0 0 32 24 0 27 7 0 8 11
benzo[ghi]perileno 0 0 0 0 0 63 0 25 0 0 39 20 0 23 5 0 5 9
dibenzo[a,h]antraceno 0 0 0 0 0 73 0 45 0 0 36 26 0 19 10 0 0 8
indeno[1,2,3-cd]pireno 0 0 0 0 0 78 0 43 0 0 53 30 0 27 8 0 5 11
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Para o estudo de validacdo dos HPA foram seguidas as seguintes

condicoes:

Extracéo:

O preparo das amostras seguiu 0 seguinte procedimento:

Foram adicionados 5 mL de agua ultra-pura em um tubo de ensaio,
em seguida foi adicionado 1 g de NaCl, 5 pL da solucdo padrao de surrogate

na concentracdo de 10 mgL™.

Em seguida foram adicionados concentracdes variadas do padréo
de HPA nas concentracdes de 10, 50, 100, 1000, 2000, 5000 e 8000 ugL™.

ApOs a homogeneizacdo, foi adicionado com auxilio de uma

microseringa 500 pL de Metanol e agitado levemente.

Com auxilio de uma microseringa adicionar 100 pL de Isooctano no
meio da amostra, provocando o processo de dispersdo das microgotas do

isooctano.

Levar a centrifugacdo a 3000 rpm (rotagbes por minuto) durante 5
minutos, apos esse periodo remover cerca de 50 pL do extrato sobrenadante
com auxilio de uma microseringa e transferir para um “insert” e adicionar 5 pL
da solucdo do padréo interno a 10 mgL™ e levar para injecdo no cromatégrafo a
gas.

Cromatdgrafo a gas:

v Tipo de Injecao: Splitless
v" Volume de injecao: 2 uL
v" Fluxo do Gas: 1,0 mL.min*

v' Temperatura do Injetor: 290 °C
Seguindo a seguinte rampa cromatogréafica:

Manter 50°C por 1,2 minutos, iniciar o aquecimento do forno com

uma taxa de 67°C por minuto até 130°C a partir dessa temperatura alterar a
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taxa de aquecimento para 28°C por minuto até 320°C e mantendo essa

temperatura por 2,7 minutos. A Figura 6-2 demonstra a programacao do forno.

Programacao do Forno
350

300 P
250

200 /

150 /

100 /

SOT
0

T T T T T T T 1

2 4 6 8 10 12 14

Temperatura (°C)

Tempo (min)

Figura 6-2: Programacao de aquecimento do forno do cromatografo

para analise do PAH

Espectrometro de Massas:

v' Temperatura da linha de transferéncia: 320 °C

v" Modo de leitura: SIM (Selective lon Monitoring).

No modo SIM o espectrometro de massas é uma das ferramentas
gue transforma essa técnica mais seletiva. Entretanto, para se obter um pico
cromatografico de alta resolucéo, € necessério criar grupos de leituras de ions
e cada ion deve ter o seu valor de “dwell time” na intengdo de que cada grupo
tenha 3,33 ciclos de leituras de ions por segundos, portanto para o presente

trabalho foram criados 9 grupos que sdo apresentados na Tabela 6-3.
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Tabela 6-3: Grupos de monitoramento de ions e os “dwell time”

Composto fons primario/ |  lons secundario / lons terciarios /
(Dwell time) (Dwell time) (Dwell Time)
Grupo 1
D8-Naftaleno 136 (70) 68 (30)
Naftaleno 128 (70) 129 (30) 127 (20)
Grupo 2
2-Fluorbifenil 172 (100) 173 (50)
(surrogate)
Grupo 3
Acenatftileno 152 (70) 151 (20) 153 (20)
D10-Acenafteno 164 (70) 162 (20) 120 (20)
Acenafteno 154 (70) 153 (20) 152 (20)
Grupo 4
Fluoreno 166 (100) 165 (50) 167 (50)
Grupo 5
D10-Fenantreno 188 (70) 94 (30) 80 (20)
Fenantreno 178 (70) 179 (30) 176 (30)
Antraceno 178 (70) 176 (30) 179 (30)
Grupo 6
Fluoranteno 202 (70) 101 (20) 203 (30)
Pireno 202 (70) 200 (20) 203 (30)
D14-Terfenil (surrogate) 244 (70) 122 (30) 212 (20)
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Tabela 6-3: Grupos de monitoramento de ions e os dwell time

(continuacéo).

Composto fons primario/ | lons secundario / ions terciarios /
(Dwell time) (Dwell time) (Dwell Time)

Grupo 7
Benzo(a)antraceno 228 (70) 229 (30) 226 (20)
D12-Criseno 240 (70) 120 (30) 236 (20)
Criseno 228 (70) 226 (20) 229 (30)

Grupo 8
Benzo(b)fluoranteno 252 (70) 253 (20) 125 (30)
Benzo(k)fluoranteno 252 (70) 253 (20) 125 (30)
Benzo(a)pireno 252 (70) 253 (20) 125 (30)
D12-Perileno 264 (70) 260 (30) 265 (20)

Grupo 9
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276 (70) 138 (30) 227 (20)
Dibenzo(a,h)antraceno 278 (70) 139 (30) 279 (20)
Benzo(g,h,i)perileno 276 (70) 138 (30) 277 (20)

A partir dessas condi¢cbes foi obtido o seguinte cromatograma

apresentado na Figura 6-3.
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Figura 6-3: Cromatograma dos 16 PAH na concentragéo de 1000 pg.L™
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7 Resultados e Discussao

7.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a
capacidade de avaliar de forma inequivoca, as substancias em exame na
presenca de componentes que podem interferir com a sua determinacdo em
uma amostra complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de
espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de
degradacédo, bem como outros compostos de propriedades similares que
possam estar porventura, presentes. A seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse e se nao for
assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente

comprometidas. **

Uma das maneiras de realizar o estudo de seletividade é através do
célculo da distribuicdo de Fisher, que mede a razdo entre duas variancias

independentes.

Portanto, foi aplicado o calculo do teste F para cada analito, sendo
as variancias as seguintes: amostras isentas de contaminagcado “brancos” e
amostras contendo os analitos na concentracdo de 10 pg, obtendo assim os
resultados apresentados nas tabelas de 7-1 a 7-16. Onde € apresentado a
média dos resultados, a variancia, o numero de leituras, o grau de liberdade

utilizado e os valores do teste F calculado.
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Tabela 7-1: Resultado do Calculo do Teste F para o Naftaleno.

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug) Branco (ug)
variancias

Média 49,86 5,12
Variancia 4,26 1,28
Observacoes* 10 10

gl** 9 9

= 3,32

P(F<=f) uni-caudal 0,04

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Tabela 7-2: Resultado do Calculo do Teste F para o Acenaftileno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug) Branco (ug)
variancias
Média 9,42 0,23
Variancia 1,92 2,63x10%
Observacdes* 10 10
gl** 9 9
F 729,72
P(F<=f) uni-caudal 8,56x10*
F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F
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Tabela 7-3: Resultado do Célculo do Teste F para o Acenafteno.

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug) Branco (ug)
variancias

Média 9,79 0,26
Variancia 1,02 3,32 x10™
Observacoes* 10 10

gl** 9 9

F 307,59

P(F<=f) uni-caudal 4,12 x10™°

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Tabela 7-4: Resultado do Célculo do Teste F para o Fluoreno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 pg) Branco (ug)
variancias

Média 10,35 0,31
Variancia 4,07 3,79 x10%
Observacbes* 10 10

gl** 9 9

F 1074,87

P(F<=f) uni-caudal 1,50 x10*

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F
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Tabela 7-5: Resultado do Calculo do Teste F para o Fenantreno.

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug) Branco (ug)
variancias

Média 11,19 0,15
Variancia 2,94 1,30 x10™%
Observacoes* 10 10

gl** 9 9

F 2252,97

P(F<=f) uni-caudal 5,40 x10™**

F critico uni-caudal 3,18

representa o numero de leituras

**

grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Tabela 7-6: Resultado do Calculo do Teste F para o Antraceno.

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug) Branco
variancias (ug)
Média 11,17 0,10
Variancia 7,09 2,58 x10
Observacdes* 10 10
gl** 9 9

F 27477,71

P(F<=f) uni-caudal 7,01 x10™"°

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F
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Tabela 7-7: Resultado do Célculo do Teste F para o Fluoranteno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 pg) Branco
variancias (19)
Média 10,54 0,25
Variancia 5,19 1,75 x10%
Observacoes* 10 10
gl** 9 9

F 2960,35

P(F<=f) uni-caudal 1,58 x10™

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Tabela 7-8: Resultado do Céalculo do Teste F para o Pireno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug)  Branco (ug)
variancias

Média 10,64 0,10
Variancia 5,26 1,97 x10*
Observacbes* 10 10

gl** 9 9

F 26654,21

P(F<=f) uni-caudal 8,03 x10™*°

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F



Tabela 7-9: Resultado do Célculo do Teste F para

Benzo[a]antraceno:
Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 pg) Branco
variancias (19)
Média 11,29 0,44
Variancia 3,93 4,80 x10™*
Observacoes* 10 10
gl** 9 9
F 818,51
P(F<=f) uni-caudal 5,11 x10™*°
F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Tabela 7-10: Resultado do Célculo do Teste F para o Criseno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 pg) Branco
variancias (ug)
Média 9,47 0,36
Variancia 4,07 6,21 x10°%
Observacoes* 10 10
gl** 9 9

F 654,92

P(F<=f) uni-caudal 1,39 x10™

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F



73

Tabela 7-11: Resultado do Calculo do Teste F para o
Benzo[b]fluoranteno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 pg) Branco
variancias (19)
Média 14,79 0,70
Variancia 30,60 6,70 x10™%
Observacoes* 10 10
gl** 9 9

F 456,74

P(F<=f) uni-caudal 7,01 x10™

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Tabela 7-12: Resultado do Calculo do Teste F para o

Benzol[k]fluoranteno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug) Branco
variancias (19)
Média 11,35 0,48
Variancia 3,28 3,62 x10™%
Observacoes* 10 10
gl** 9 9

F 90,77

P(F<=f) uni-caudal 9,44 x10™%®

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F
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Tabela 7-13: Resultado do Calculo do Teste F para o

Benzo[a]pireno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 pg) Branco
variancias (ng)
Média 10,97 0,78
Variancia 4,44 4,97 x10'%
Observacoes* 10 10
gl** 9 9

F 89,34

P(F<=f) uni-caudal 1,01 x10™

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Tabela 7-14: Resultado do Calculo do Teste F para o
Indeno[123-cd]pireno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug) Branco
variancias (ng)
Média 25,03 3,54
Variancia 85,66 1,34
Observacoes* 10 10
gl** 9 9

F 63,70

P(F<=f) uni-caudal 4,49 x10’

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F
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Tabela 7-15: Resultado do Calculo do Teste F para o

Dibenzo[a,h]antraceno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 pg) Branco
variancias (19)
Média 26,41 6,35
Variancia 321,88 5,82
Observacoes* 10 10
gl** 9 9

F 55,35

P(F<=f) uni-caudal 8,31x107’

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Tabela 7-16: Resultado do Calculo do Teste F para o

Benzo[g,h,i]perileno

Teste-F: duas amostras para Menor Ponto (10 ug) Branco
variancias (ng)
Média 21,71 1,76
Variancia 48,25 0,46
Observacoes* 10 10
gl** 9 9

F 103,84

P(F<=f) uni-caudal 5,21x107

F critico uni-caudal 3,18

* - representa o numero de leituras

** _ grau de liberdade utilizado para calcular o teste F

Segundo distribuicdo de Fisher se o valor do teste F calculado for
maior que o F critico, consideramos a hipétese nula, caso contrario a hipotese

é verdadeira. Desta maneira, todos os resultados calculados anteriormente
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ficaram acima do valor do F critico, desta forma consideramos que o método

em guestao é seletivo para os 16 compostos organicos semi-volateis.

No entanto, podemos observar que o F calculado para o naftaleno
esta bem proximo ao F critico, isso ocorreu devido a natureza do solvente
utilizado, pois o isooctano apresenta contaminagao natural de naftaleno e como
nao foi utilizado um solvente de alto grau de qualidade essa contaminacdo se
tornou evidente, mas mesmo assim foi possivel realizar a validacdo desse

composto.

7.2 Curvas de Calibracéao e faixa linear de trabalho

7

A verificacdo da linearidade € um artificio que permite que seja
observado o quanto é verdadeira a proporcionalidade da relac&o entre o sinal e

a concentracdo do analito presente na amostra. *2

As figuras de 7-1 a 7-16 apresentam as curvas de calibracéo dos 16
compostos organicos semi-volateis:

Curva de Calibracao: Naftaleno
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Figura 7-1: Curva de Calibracdo do Naftaleno



Curva de Calibragao: Acenaftileno
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Figura 7-2: Curva de Calibragc&o do Acenaftileno
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Figura 7-3: Curva de Calibracdo do Acenafteno
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Figura 7-5: Curva de Calibracdo do Fenantreno
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Curva de Calibragao: Antraceno
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Figura 7-7: Curva de Calibracdo do Fluoranteno
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Figura 7-8: Curva de Calibragdo do Pireno
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Figura 7-9: Curva de Calibracdo do Benzo[a]antraceno
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Curva de Calibragao: Criseno
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Figura 7-10: Curva de Calibragdo do Criseno
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Figura 7-11: Curva de Calibracdo do Benzo[b]fluoranteno
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Curva de Calibragao: Benzo[k]fluoranteno
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Figura 7-12: Curva de Calibracdo do Benzo[k]fluoranteno
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Figura 7-13: Curva de Calibracdo do Benzo[a]pireno



83

Area do composto/Area do PI
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Figura 7-14: Curva de Calibracdo do Indeno[123-cd]pireno
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Curva de Calibragao: Benzo[b,h,i]perileno
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Figura 7-16: Curva de Calibracdo do Benzo[b,h,i]perileno

Para avaliar as curvas de calibracao foi calculado o fator de resposta
médio e o desvio padrdo relativo para cada analito. Os resultados séo
apresentados na tabela 7-17. Pode-se observar que todos os analitos
apresentaram um coeficiente de regressdo acima de 0,90 estando dentro do
limite estipulado pelo INMETRO estipula, porém quando avalia-se o desvio
padréo relativo do fator de resposta médio os analitos, Indeno[123-cd]pireno e
Dibenzo[a.h]antraceno apresentaram valores acima de 20 % como estipulados
pela EPA.

Ainda segundo o EPA para a analise de HPA o fator de resposta
médio deve sempre estar proximo a 1 e nao foram observados esses valores
para 0s compostos Indeno[123-cd]pireno, Dibenzo[a,h]antraceno e
Benzo[g.h.i]perileno.

Uma das explicagbes para esses trés analitos ficarem fora dos
critérios de aceitagdo € a presenca de sitios ativos no sistema cromatografico

gue adsorvem compostos com massas moleculares mais elevadas.
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Tabela 7-17: Resultados do calculo do Fator de Resposta Médio

e Desvio Padrao Relativo.

Compostos Fator de Resposta Desvio Padréao Relativo (%)
Médio

Naftaleno 0,812 13
Acenaftileno 1,649 15
Acenafteno 0,873 15
Fluoreno 1,018 18
Fenantreno 0,898 18
Antraceno 0,862 16
Fluoranteno 1,039 19
Pireno 1,076 19
Benzoa[a]ntraceno 0,963 12
Criseno 0,958 10
Benzo[b]fluoranteno 0,841 17
Benzo[k]fluoranteno 1,043 15
Benzo[a]pireno 0,795 19
Indeno[123-cd]pireno 0,248 38
Dibenzo[a,h]antraceno 0,264 40
Benzo[g,h,i]perileno 0,444 20

7.3 FaixalLinear de trabalho

Para qualguer método quantitativo, existe uma faixa de
concentracdes do analito ou valores da propriedade no qual o método pode ser

aplicado.

Todo experimento de determinacdo da faixa de trabalho é iniciado
pela escolha de uma faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de
aplicacao para a qual o ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada

da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho.
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No limite inferior da faixa de concentracao, o fator limitante é o valor
do limite de quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem

do sistema de resposta do equipamento de medicéo.

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear
e dentro desta, a resposta do sinal tera uma relacdo linear com o analito ou
valor da propriedade. A extensao dessa faixa pode ser estabelecida durante a

avaliacao da faixa de trabalho

Para o presente trabalho foram realizadas extracbes em diversas
concentra¢des partindo de 10 ugL™ até 20.000 pgL™. Onde podemos observar
que a faixa linear de trabalho fica limitada entre 10 pgL™ a 5000 pgL™, devido a
uma particularidade do método de DLLME que consiste na saturacdo do
solvente extrator.

Tais resultados sao apresentados nas figuras 7-17 a 7-33.

Faixa Linear para Naftaleno
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Figura 7-17: Estudo da Faixa Linear para o Naftaleno
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Faixa Linear para Acenaftileno
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Figura 7-18: Estudo da Faixa Linear para o Acenaftileno.
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Figura 7-19:Estudo da Faixa Linear para o Acenaftileno.
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Figura 7-20: Estudo da Faixa Linear para o Acenafteno.
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Figura 7-21: Estudo da Faixa Linear para o Fluoreno.
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Figura 7-22: Estudo da Faixa Linear para o Fenantreno.
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Figura 7-23: Estudo da Faixa Linear para o Antraceno.
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Figura 7-24: Estudo da Faixa Linear para o Fluoranteno.
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Figura 7-25: Estudo da Faixa Linear para o Pireno.
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Figura 7-26: Estudo da Faixa Linear para o Benzo[a]antraceno.
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Figura 7-27: Estudo da Faixa Linear para o Criseno.
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Figura 7-28: Estudo da Faixa Linear para o Benzo[b]fluoranteno.
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Figura 7-29: Estudo da Faixa Linear para o Benzo[k]fluoranteno.
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Faixa Linear para Benzo[a]pireno
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Figura 7-30: Estudo da Faixa Linear para o Benzo[a]pireno.
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Figura 7-31: Estudo da Faixa Linear para o Indeno[123-cd]pireno.
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Figura 7-32: Estudo da Faixa Linear para o Dibenzo[a,h]antraceno.
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Figura 7-33: Estudo da Faixa Linear para o Benzo[g,h,i]perileno.

7.4 Limites de Deteccao (LD) e Limites de Quantificacao (LQ).

Apés a obtencdo das curvas de calibragcdo e do estudo da faixa

linear de trabalho, o proximo passo a ser tomado € a determinacdo dos limites

de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) para cada analito.
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Dessa forma, obtiveram-se o0s seguintes valores de LD e LQ

apresentados na Tabela 7-18 a seguir, onde foi observado também os LDM

(limite de deteccdo do método) e LQM (limite de quantificacdo do método), que

consiste na inclusdao do valor do volume final do extrato e o volume total da

amostra nos valores de LD e LQ gue foram calculados em massa absoluta.

Tabela 7-18: Resultados dos Ilimites de Deteccao e
Quantificagéo.
Compostos LD (ug) LQ (ug)  LDM (ug.L™) LQM (ug.L™)
Naftaleno 8 22 0,076 0,224
Acenaftileno 1 4 0,013 0,040
Acenafteno 2 5 0,017 0,053
Fluoreno 3 10 0,033 0,101
Fenantreno 4 12 0,041 0,124
Antraceno 6 19 0,062 0,189
Fluoranteno 4 11 0,037 0,112
Pireno 4 12 0,040 0,122
Benzoa[a]antraceno 3 9 0,028 0,085
Criseno 2 6 0,019 0,059
Benzo[b]fluoranteno 3 10 0,032 0,096
Benzo[k]fluoranteno 3 9 0,029 0,088
Benzo[a]pireno 4 13 0,042 0,126
Indeno[123-cd]pireno 28 85 0,282 0,854
Dibenzo[a,h]antraceno 51 156 0,514 1,558
Benzo[g,h,i]perileno 22 66 0,216 0,656

A partir dos resultados obtidos de LDM e LQM é possivel observar

gue a metodologia consegue realizar leituras inferiores aos limites de

investigacao estipulados pelo CONAMA 420 que séo apresentados na tabela 7-

19, com excecao dos analitos Indeno[123-cd]pireno e Dibenzo[a.h]antraceno

que apresentaram valores de Limites de Quantificacdo superiores. 43



96

Tabela 7-19: Comparacao dos Limites de Quantificagdo com o

Conama 420.
Compostos LQM (ug.L™) Limites Conama 420 (ug.L™)
Naftaleno 0,224 140,00
Acenaftileno 0,040
Acenafteno 0,053
Fluoreno 0,101
Fenantreno 0,124 140,00
Antraceno 0,189
Fluoranteno 0,112
Pireno 0,122
Benzo[a]antraceno 0,085 1,75
Criseno 0,059
Benzo[b]fluoranteno 0,096
Benzo[k]fluoranteno 0,088
Benzo[a]pireno 0,126 0,70
Indeno[123-cd]pireno 0,854 0,17
Dibenzo[a,h]antraceno 1,558 0,18
Benzo[g,h,i]perileno 0,656

7.5 Precisao e Exatidao

Para realizar o estudo de precisdo e a exatidao foram realizadas

diversas leituras de amostras contaminadas com o menor concentracbes da

curva de calibragéo (10 pg.L™?), obtendo os seguintes resultados apresentados

na Tabela 7-20.
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Tabela 7-20: Resultados dos Céalculos de Precisdo e Exatidao e

suas Avaliacdes.

Compostos Precisdo (%) Exatidao (%) Avaliacéo
Naftaleno 4 2 preciso exato
Acenaftileno 5 1 preciso exato
Acenafteno 4 3 preciso exato
Fluoreno 8 4 preciso exato
Fenantreno 8 12 preciso exato
Antraceno 12 11 preciso exato
Fluoranteno 8 8 preciso exato
Pireno 9 8 preciso exato
Benzo[a]antraceno 6 14 preciso exato
Criseno 4 3 preciso exato
Benzo[b]fluoranteno 7 15 preciso exato
Benzo[k]fluoranteno 8 3 preciso exato
Benzo[a]pireno 10 7 preciso exato
Indeno[123-cd]pireno 13 98 preciso inexato
Dibenzo[a,h]antraceno 25 65 impreciso inexato
Benzo[g,h,i]perileno 12 88 preciso inexato

A critério de avaliacdo da validacéo da técnica de DLLME considera-

se que a maioria dos analitos foram precisos e exatos, no entanto, Indeno[123-

cd]pireno, Dibenzo[a,h]antraceno e Benzo[g,h,i]perileno apresentaram valores

acima do critério de aceitacdo recomendado pelo INMETRO, desta maneira o

método é impreciso e inexato para estes analitos.

7.6 Resultados em Amostras Reais

Todas as extracbes foram realizadas por um laboratério ambiental

terceirizado, seguindo o método de DLLME validado no presente trabalho. A
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Tabela 7-21 apresenta os resultados naftaleno, fluoreno e fenantreno, os
demais compostos ficaram abaixo dos limites de quantificacdo para os dois

métodos.

Tabela 7-21: Resultados das amostras de agua subterranea.

Amostral Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Compostos Resultado Resultado Resultado Resultado
(ug.L™) (ug.L™) (ug.L™) (ug.L™)
Naftaleno 7,770 2,37 21,400 35,230
Acenaftileno < 0,040 < 0,040 < 0,040 < 0,040
Acenafteno < 0,053 < 0,053 <0,053 < 0,053
Fluoreno <0,101 <0,101 <0,101 <0,101
Fenantreno 2,170 0,620 2,050 1,180
Antraceno <0,189 <0,189 <0,189 <0,189
Fluoranteno 2,760 0,460 2,490 1,190
Pireno <0,122 <0,122 <0,122 <0,122
Benzo[a]antraceno < 0,085 < 0,085 < 0,085 < 0,085
Criseno < 0,059 < 0,059 < 0,059 < 0,059
Benzo[b]fluoranteno < 0,096 < 0,096 < 0,096 < 0,096
Benzo[k]fluoranteno < 0,088 < 0,088 < 0,088 < 0,088
Benzo[a]pireno <0,126 <0,126 <0,126 <0,126
Indeno[123-cd]pireno < 0,854 < 0,854 < 0,854 < 0,854
Dibenzo[a,h]antraceno < 1,558 < 1,558 < 1,558 < 1,558
Benzo[g,h,i]perileno < 0,656 < 0,656 < 0,656 < 0,656

Ao avaliar os resultados com os valores orientadores descritos na
legislacdo CONAMA 420, foi possivel identificar que nenhum dos compostos
avaliados ultrapassou os limites estabelecidos, o que demonstra que as areas

avaliadas estdo em conformidade com os parametros analisados.
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8 Conclusao

A técnica de DLLME apresentou algumas limitacbes quanto a
analise da varredura dos compostos organicos semi-volateis estipulado pela
EPA, posto que existem diversas classes quimicas que apresentam diferentes

coeficientes de distribuicao.

Desta maneira, pode-se concluir que cada classe quimica apresenta
seu solvente dispersor e extrator proprio, assim como a quantidade de solvente

utilizado.

Em relacdo ao processo de validacdo dos HPA, pode-se observar
que foram atingidos limites de deteccéo e quantificacdo entre 0,04 ugL™ a 1,58
ugL™? que atendem & legislacdo CONAMA 420, com excecdo aos compostos
indeno[123-cd]pireno, dibenzo[a,h]antraceno e benzo|g,h,i]perileno que
apresentaram uma grande imprecisdo, devido a presenca de sitios ativos no
sistema do cromatografo a gas que mesmo realizando todas as manutencgdes e

instrugbes passada pelo fabricante e pela EPA, ndo foi possivel remove-los.

No que diz respeito ao naftaleno, seu limite também foi superior aos
demais compostos, pois 0 isooctano apresenta uma contaminagao natural de
naftaleno, que nos testes preliminares nao foi possivel identificar, a qualidade
do reagente utilizado foi colocada em questédo devido a falta de um reagente de
melhor qualidade no mercado.

Vale ressaltar que a economia de tempo apresentada nesta técnica
foi relevante, oportunidade em que considera-se ser possivel aumentar em 5
vezes a quantidade de amostras extraidas, em comparacdo ao mesmo tempo

gue sao extraidas pela técnica de liquido-liquido.

Sendo uma técnica extremamente rapida e econémica, ainda existe
dificuldades em coletar a gota do extrato final. Desta forma a automacdo da
técnica de DLLME deve ser o préximo passo para uma maior divulgacdo dessa

técnica.

Ap6s a avaliacdo dos resultados obtidos e a comparacdo com a
legislacdo vigente, conclui-se que os postos de gasolina amostrados estdo

atendendo os requisitos e padrées de qualidade ambiental
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Através dos resultados apresentados no presente trabalho pode-se
observar que a técnica de DLLME tem um grande potencial para se tornar uma
das pecas fundamentais na reducdo da quantidade de solvente utilizado nos

laboratérios, cumprindo os preceitos da quimica verde.
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