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RESUMO

Foram determinados, através de técnicas quimiométricas, valores das varidveis Temperatura
do detector e Vaziio de Gas, para ofimizag#o da sensibilidade de wm detector por captura de elétrons
(DCE) para alguns pesticidas, Aldrin, Dieldrin, Hexaclorobenzeno e Heptaclor, analisados
individualmente e misturados. As técnicas quimiométricas foram utilizadas em sequéncia. Com o
Fatorial Compleio 22 foi estabelecida a tendéncia da influncia das duas varidveis sobre a
sensibilidade e estas informacdes foram wtilizadas no estudo com o Simplex Sequencial. O Simplex
Sequencial gerou valores proximos daqueles que fornecem a méxima sensibilidade do DCE; estes
valores foram utilizados no estudo com a téenica de Superficie de Resposta, para a defini¢io de
Temperatura e da Vazdo de Gas que fornecem a melhor resposta do detector por pesticida. Utilizando
os resultados do estudo da otimizagdo para cada pesticida, foram estabelecidos, por meio de
Superficie de Resposta, valores de Temperatura e Vaziio de Gas que permiferm a melhor sensibilidade
do DCE para a mistura desses compostos.

Para quantificagiio dos picos cromatograficos assimétricos obtidos nos estudos foi testada uma
modificagio da metodologia computacional convencional de caleulo de 4reas de picos.
Convencionalmente as 4reas séo obtidas somando-se os sinais compreendidos entre o infcio e o fim
do pico. Na modificagfio, a integraglio dos sinais & feita entre o inicio e 0 méximo do pico. Os dois
metodos foram comparados, concluindo-se que a modificag#io melhora as caracteristicas de curvas de
calibraglio para varios compostos.

Também foi estudado qual o melhor modo de preparaciio de solugSes padrfio para a
construcio de curvas de calibraggio. O método adotado foi o de adicionar volumes iguais de solugfio e
de solvente. Os modos de preparacfio de solugdes foram, diluir as solugSes pela adic#o de solvente a
urma mesma solugio estoque, e diluir as solugdies a partir da solugfio anterior, isto €, por diluigdo
sucessiva. O primeiro modo de preparo de soluges foi adotado.

Para a amostragem com pré-concentraglio dos pesticidas em amostras de aguas e solos foi
construido um micro-extrator de vidro, que esta sendo testado.



ABSTRACT

Effects of the defector body temperature and of the make-up gas flow into the detector upon
the intensity of the signals obtained with an Electron Capture Detector (ECD) were studied using four
chiorinated pesticides as analytes. The purpose of this study was the optimization of the ECD
sensitivity for its use in the analysis of pesticides in soil and water samples. Three chemometric
programs were used for data treatment of the values of temperature and meke-up gas flow that
optimized the ECD sensitivity. The results obtained with a Complete Factorial 22 program were a first
approximation: to the optimum values which were then used as data mnput to & Sequential Simplex
program o generate a further approximation. This second, and better, approximation was, in ifs tum,
used as data input to a Response Surface program to yield the values of temperature and make-up gas
flow that procdhaced the best sensitivity of the ECD for each pesticide. The same methodology was
applied to the data obtained from the chromatographic analysis of mixtures of the four pesticides.

A modification of the conventional computational method of peak area calculation by
summation of digitized slices of the peak area was also studied. In this modification, called SMA,
signifying from start to maximum area, the slices are summed from the peak start to the peak
maximum, instead of from the begining of the peak to the peak end sum of the conventional method.
Both methods were applied to asymmetric peaks obtained with the ECD and with a flame ionization
detector. Comparison of the calibration curves calculated using the two fypes of areas suggests that
the SMA method results in more reliable calibration curves.

Two methods of preparation of standard solutions using small quantities of solute and solvent
were also compared. Both methods are based on the assumption that if a dilution is made by mixing
equal volumes of solvent and stock solution the error due to volume measurement is negligible or very
small. The method of dilution by several additions of & fixed volume of solvent to this same volume of
stock solution was shown fo be adequate for our analytical purposes as it resulied in very reliable
calibration curves.

The use of a micro-extractor based on simultaneous distillation and solvent extraction for the
pre-concentration of the pesticides was also initiated and will be continued in the near future.



1. Intredugdo

Minimizar erros em uma andlise quimica quantifativa demanda planejar as etapas do
procedimento analitico para que elas sejam executadas controladamente. Nisfo ests envolvido
balancear adequadamente os conhecimenios das técnicas analiticas, as informacBes dispon{veis sobre
a amostra e Os principios quimicos que permitem adequar as técnicas 4 amostra. A sistemética de
trabalho deve ser tal que permita detectar e corrigir alguns erros - os sistematicos. Também é parte
dela expressar a imponderabilidade dos (nfio-detectaveis) erros aleatorios por meio de alguma
estatistica. Portanto, aos conhecimenios inerentes ao seu trabalho experimental, o Quimico deve
acrescentar o dos métodos estatisticos adequador para a expressfio dos seus resultados.

Atualmente os equipamentos eletrfnicos com recursos de computagio sfo muito utilizados
nos procedimentos quimico analiticos. Com o uso destes equipamentos avolumam-se os problemas
experimentais, tanio os que podem ser comigidos quanto os que devem ser estatisticamente
confornados. Isto ¢ decorréncia do processamento que a amostra sofre no equipamento, onde um
detector gera os sinais e estes passam pelos processamentos eletrBnicos e pelo computador, que os
transformam em medidas, as quais, também processadas, originam os resultados finais. Estes
resultados incorporam alteragdes devidas 4 instrumentagfio. Mesmo que existissem sinais puros,
produzidos num detector ideal, durante o seu "trajeto” para gerar os resultados estes sinais sofreriam
alteragBes, por peculiaridades de projetos e de componentes eletrnicos, assim como de algoritmos e
de programagdo. O equipamento pode gerar erros aleatérios {ruido, por exemplo) e sistematicos (nfo-
linearidade de um detector ou de um amplificador de sinais). Uma grande dificuldade ¢ que os erros
incorporados n#o podem ser discriminados do sinal pelo proprio equipamento que os provocou. Ouira
€ que 0s exros podem ser devidos a fontes que nio sejam independentes entre si. Mais uma é que eles
podem ser aleatorios e sisteméticos. Isto ¢ complicante quanto aos tratamentos estatisticos
necessarios para se obter um resultado expressado com o seu grau de confiabilidade conveniente.

No desenvolvimento deste trabatho foi necessario o envolvimento, em alpum grau, com os
problemas citados no paragrafo anterior, porque o nosso proposito foi o de estudar a quantificacio de
compostos organoalogenados de interesse ambiental, peralmente presentes a pivel de tragos, por
Cromatografia Gasosa, utilizando um cromatégrafo com um Detector por Captura de Elétrons (DCE)
e digitalizagiio, aquisigio e tratamento dos dados por microcomputador.

A analise quantitativa por Cromatografia Gasosa de composios organoalogenados, volaieis e
volatilizdveis, em amostras brutas como &guas e solos, requer procedimentos de pré-concentragiio e
separacio para evitar interferéncias oriundas da complexidade das matrizes. No caso dos
volatilizAdveis estes procedimentos envolvem extraclio com solventes, cujos extratos - a amostra para
cromatografia - podem ter os organoalogenados misturados com outros tipos de compostos. Estas
amostras podem ser complexas ao ponto de niio se conseguir uma resolucio cromatografica que



discrimine os picos dos halogenados dos outros componentes. A consequéneia s#io picos parcial on
totalmente mascarados que dificilmente prestam-se para analise quantitativa de tragos. O problema de
falta de resoluglo cromatografica pode ser sohucionado com um detector seletivo que seja "cego" aos
componentes contaminantes e sensfvel aqueles que constituem o interesse de analise. O principio
analitico ¢ o de que a resolughio cromatografica seja complementada pela seletividade do detector, de
modo que a analise possa ser realizada com uma amostra que passou pelo menor mimero de etapas
(fontes de erros) no procedimento do seu preparo. Na anélise de organoalogenados a nivel de tragos o
detector mais utilizado € o Detector por Captura de Elétrons, porque ele apresenta altas sensibilidades
para halogenados e sensibilidades muito baixas para praticamente todas as demais classes de
compostos. Em contrapartida, como é comum com os defectores altamente seletivos e sensiveis, o
DCE ¢ um detector dificil de operar.

Estes compromissos analiticos entre as caracteristicas gerais esperadas para amostras, as
limitagBes que se pode ter com as resohigdes cromatograficas dos seus componentes, a necessidade
de picos cromatograficos bem definidos para fazer analise a nivel de tragos e a disponibilidade de um
DCE determinou uma das etapas deste trabatho: a de adaptacdo do DCE para uso com colunas
capilares {originalmente projetado para uso com colunas empacotadas) e estudar o seu desempenho
com compostos organoalogenados.

Os estudos do DCE evoluitam dos trabalhos de adaptagBes mecinicas e de festes que
evidenciaram problemas com formatos de picos, que trariam dificuldades para as analises
quantitativas. Portanto, foi necessario estudar como otimizar o detector pelo confrole das suas
condi¢des de operagfo. Especificamente, foi estudado como a temperatura do detector e a vaziio de
gas na sua cela afetam os seus sinais. Este ¢ um problema que envolve duas varisveis controlveis
pelo operador e uma resposta que ¢ dependente destas duas variaveis. Aqui, o termo resposta ¢
deliberadamente vago, porque se refere a trés caracteristicas ligadas com as necessidades de analise
quanfitativa: os formatos dos picos cromatogrificos e a maximizag8o da sensibilidade e da
linearidade de resposta do DCE. O tratamento dos dados originados por mudancas das duas
vanaveis, objetivando otimizar a operagio do detector constituin ums outra etapa (paralela) de
trabalbo: o uso de estatisticas de analise multi-dimensional. Este tipo de analise foi necessario porgue
nio existia qualquer razio que justificasse supor que a temperatura ¢ a vaziio s3o variadveis
independentes entre si, ou que elas atuem independentemente sobre a resposta. As observagdes sobre
as trés caracteristicas, genericamente denominadas acima como resposta, aliadas & possibilidade de
trabalhar com um software de aquisi¢éo e tratamento de dados que pode ser modificado, resultou em
uma terceira etapa do trabalho, relacionada com o método computacional de calculo de 4reas de picos
cromatograficos.

As dificuldades para se estabelecer a 4rea de um pico cromatografico sdo dependentes da sua
assimetria, isto ¢ de quanto ele se afasta de um perfil gaussiano. Nos métodos manuais, triangular um



pico ¢ desenhar o trifingulo que melhor o represente e admitir que a area deste trifingulo aproxima-se
adequadamente da do pico. E claro que triangular um pico assimétrico exige mais medidas e calculos
do que a triangular um pico simétrico, de forma que, para minimizar erros nas areas, é importante
trabalhar as condi¢8es cromatograficas para se obterem picos o mais préximos possivel de simétricos.
Os céleulos de dreas por métodos computacionais também dependem da simetria do pico, porque so
baseados em algum tipo de algoritmo que descreva numericamente o perfil do pico e o tranforma, por
um processo de integragdo matematica, mum valor proporcional 4 4rea. Como & complexo determinar
funcdes mateméticas que descrevam picos assimétricos, o método mais utilizado para os cleulos de
dreas ¢ baseado num processo bem mais simples: somar os valores dos sinais digitalizados
{discretos) compreendidos entre o inicio, o fim e a linha de base do pico. Para estabelecer onde
localizam-se © inicio, o maximo e o fim, é acompanhada a tendéncia da primeira derivada do sinal:
quando elas mantém uma tendéncia de aumentar ha indicio do infcio; o méixime est4 na regifio em
que o sinal da derivada passa de positivo para negativo; o fim estd na regifio em que os valores
absolutos das derivadas negativas tornam-se suficientemente baixos. Este método também depende
da simetria do pico, principalmente para estabelecimento do seu fim, porque na cauda de um pico os
sitais variam mais suavemente do que no seu inicio e quanio maior esta suavidade, maior a
dificuldade de definir o valor da derivada que determina o retorno a linha de base. A esta dificuldade
somam-se outras, como nivel de ruido e o método de atenua-lo e a propria definiglio do
posicionamento da linha de base.

A ferceira etapa deste trabalho foi definida a partir de um conjunto de informagBes geradas no
nosso laboratério. O nosso programa de tratamento de dados cromatograficos usa o método de soma
dos ginais discretos e a detecgio de inicio, méximo e fim de picos pela primeira derivada. Resuliados
obtidos em outro estudo, com picos simulados, sugeniam fortemente que curvas de calibragio podem
ser melhoradas se, ao invés de usar a 4rea compreendida enfre o inicio ¢ o fim dos picos
cromatograficos, fossemn uvsadas as 4reas entre o inicio e 0 méximo do pico. Por outro lado, em todos
os estudos de otimizag#o da resposta do DCE eram obtidos picos assiméiricos. Por isto, foi decidido
comparar as curvas de calibragfio originadas com as 4reas totais dos picos eom curvas obtidas com as
areas "de inicio a méximo". Os resultados experimentais, coerentes com os do estudo simulado,
permitiram recalcular as condigSes de otimizagdo do DCE a partir do método de calculo de 4reas que
ndo usa os sinais da regifio pos-méximo do pico, ou seja os que refletem a sua assimetria.

Deste modo, a procura de melhores valores das variaveis que afetam o DCE ¢ o uso de um
método nio convencional de caleulo de area de picos assimétricos, bem como festes para determinar
qual o melhor modo de preparo de soluges e as modificac8es do equipamento cromatografico foram
realizados com o objetivo de corrigir problemas experimentais encontrados pelo Quimico no
desenvolvimento de uma andlise quantitativa.



. Analise Quimica Quantitativa

I1.1 Etapas de um procedimento analitico

A determmnagiio de poluentes halogenados pouco volateis em aguas ou solos ¢ feita segundo
um determinado procedimento de analise, o qual inclui varias etapas que devem ser criteriosamente
estudadas para contornar problemas de falta de exatidéio e precisio. Neste trabatho foi dado énfase as
efapas de quantificacfio e pré-concentragio dos componentes de interesse.

Uma etapa critica de um processo analitico é a de amostragem, pois, se ela nio for conduzida
corretamente, o fesultado analitico serd duvidoso. () A amostra a ser analisada deve ser uma parte
representativa do total, isto ¢, uma fragdo selecionada para possuir as caracteristicas essenciais deste
"total" (1) Assim, ela deve ser amostrada segundo critérios corretos (que, por muitas razdes, no futuro
podem ser substituidos), por um amostrador devidamente treinado e monitorado.2) No caso da agua,
denire os diversos cuidados a serem observados temos: perdas de constituinies volateis durante
agitagiio ou na presen¢a de grande quantidade de ar, possibilidade de degradago por bactérias ou
modificaglio quimica (oxidagdo, hidrolise) e presenca de impurezas orginicas como uma segunda
fase pdo uniforme distribnida na 4gua.(® O tipo de material que constitui o frasco de amostragem ¢
outro fator importante a ser considerado nesta etapa. No caso de analise de pesticidas deve-se evitar o
uso de frascos plésticos, pois os pesticidas sfio adsorvidos pela parede do frasco.3)

Na analise quantitativa de componentes de dguas brutas ou tratadas é praticamente inevitavel
uma efapa de pré-enriquecimento, pois comumente as amostras de agua sfo muito complexas, muito
diluidas e incompativeis com o sistema cromatogrifico, exatamente por conterem 4gua (4
Independente do tamanho, natureza ou composicio da amostra original, na pré-concentracio ela &
processada para que as substancias de interesse analitico sejam concentradas numa fracdo que facilite
a separagiio e a detecgio pelo equipamento cromatografico. Uma grande quantidade de métodos
fisicos, quimicos e cromatogrificos tem sido empregados para propositos de pré-conceniragfio. A
separacdo e a concentraglio dos composios da matriz original pare outra matriz podem ser obtidos por
processos estaticos ou dinfmicos. Nos processos estaticos mantém-se, por um determinado tempo,
um volume fixo da amostra em contato direfo com a nova matriz, até que o equilibrio de distribuigiio
seja alcangado. No processo dinfimico, ou a fase da amostra, on a do extrator, é passada
continuamente através da segunda fase, de forma que nffo existe equilibrio entre elas.(5) A quantidade
de material a ser coletado dependera do grau de enriquecimento necessario para a marcha analitica.

Apés uma pré-concentragio adequada, em que seja mantida a representatividade da amostra,
a proxima etapa do processo analitico € a analise cromatografica, cuja finalidade basica é a
quantificagio dos compostos. Ela também pode auxiliar na tarefa de identifica-los.



A identificagfio fentativa dos componentes ¢ realizada durante a eluigo, através de padrSes ou
por detectores especiais. A determinagio qualitativa através de padrdes pode ser por método direto ou
mdireto. No método direto injeta-se em uma mesma corrida cromatogréafica o padrio e o componente
desconhecido € no método indireto compara-se 0 tempo de retengio do padrfio com o tempo de
retencdo do componente desconhecido.

O parémetro quantitativo em cromatografia gasosa é a 4rea do pico cromatogréfico, que deve
ser proporcional 4 quantidade do material (5) No entanto a relagio entre 4rea e quantidade é sujeita a
erros, que refletem-se no formato do pico cromatoprifico. Sfio varias as fontes de erros. Na etapa de
separagio dos componentes da amostra podem ocorrer erros ¢omo: adsorgHo irreversivel de parte da
amostra na fase estaciondria, o no suporte; resposta do detector afetada por suas condigBes de
operagdo; quantidade de amostra injetada que pode estar fora da faixa linear do detector.(®) Em
decorréncia destes, entre outros erros, os picos cromatograficos registrados podem apresentar formato
siméfrico on assimétrico, e suas 4reas podem nio representar a quantidade de compostos injetada
para analise.

Os problemas com picos assimétricos podem refletir severamente nos resultados quantitativos.
Picos simétricos sfo ideais para cdlculo de érea e portanto estdo pouco sueitos a erros. Este niio é o
caso com 08 assimétricos. Evitar as assimetrias pode ser dificil ou impossivel, porque ela depende de
fatores extra e intra-coluna. Numa coluna eromatografica ideal, © processo de separagio
cromatografica de uma amostra infinitamente pequena (ideal) geraria picos guassianos. Isto ndo
existe na pratica, de um lado porque a massa de amostra introduzida na coluna ndo & infinitesimal e
de outro porque os fenémenos de particdo e adsorgo responsdveis pela separagfio nfio sfo
termodinamicamente ideais.() Alguns dos efeitos extra-coluna, que contribuem para a assimetria de
picos, sfio: tempos de resposta de um detector e de amplificadores e registradores (%2}, o modo de
injegfio da amostra, os volumes mortos em conectores, detectores. )

Portanto, ¢ necessario considerar as técnicas usadas para a determinacio do tamanho de um
pico cromatografico e consequentemente, do miimero que representa quanio de um componente existe
na amostra. Dois tipos basicos de medidas podem ser usado para a determinaco da grandeza de um
pico cromatografico. A primeira é a altura do pico, a outra é a area do pico, cuja medida pode ser feita
através de uma variedade de métodos.

Determinado o tamanho do pico através do melhor método de célculo, a ltima etapa da
andlise quantitativa ¢ relacionar o tamanho do pico com a concentraco de um determinado
componente na amostra. Esta relagfio pode ser feita por meio de curvas de calibracdo, as quais
envolvem quantidades conhecidas cromatografadas de materiais a serem analisados e as medidas de
seus tamanhos de picos.() Dentre as diversas técnicas, os métodos de padronizaclio externa e de
padronizagiio interna sfo muito utilizados para a construgio de curvas de calibragio. A técnica de
padronizagfio externa envolve a preparacio de padrdes nos mesmos niveis de concentragio e na



mesma matriz que os componentes a serem determinados.(5) Estes padrSes sfio cromatografados sob
condigBes id€nticas s das amostras e a relaglio entre os tamanhos dos picos e as concentragBes dos
componentes € estabelecida. Os componentes da amostra s#o quantificados grafica ou analiticamente
com as relag8es obtidas para os padrBes. As curvas de calibragfio sdo normalmente linhas retas e
devem passar através da origem.(") Problemas cromatograficos como adsorgfo e/ou degradacio de
amosira sdo geralmente a causa de falhas da curva de calibraghio extrapolar através da origem ) Na
técnica de padronizagfio inferna sdio feilas curvas de calibragio da razfio de 4rea e raz8o de massa
entre o analito e o padrio interno. Este grafico pode ser linear para o sistema particular.(®) Este
método nfio necessita um conhecimento exato do tamanho da amostra e de aspectos criticos de
diluig#o.

11.2 - Detector por Captura de Elétrons

A detecgiio de efluentes de uma coluna de cromatografia gasosa por absorgfio de elétrons foi
publicada pela primeira vez em 1958.0) Muitos experimentos foram tentados, baseados no fato de
que a condutividade de gases em uma cimera de ionizagfio & extraordinariamente sensivel a pequenas
mudangas na composigdo do gas. Preenchida uma cAmera com fluxo de nitrogénio que foi ionizado
por radiacio de uma fonte radioativa intemna, a condutividade a baixos potenciais aplicados foi
alterada grandemente pela presenga de tragos de outros compostos na fase de vapor.(19) Apesar do
método de captura de elétrons ter sido altamente sensivel, a resposta para a concentragio do vapor foi
demasiadamente n#o-linear e os fatores de resposta para diferentes compostos variaram grandemente
e de forma imprevisive] (10)

Em uma aplicagio particular - a anélise de tracos de pesticidas em material de origem
biologica - a necessidade foi tdo grande que, apesar da falta de linearidade e de comportamentos
imprevisiveis dos fatores de resposta de diferentes compostos, o método de absorglio de elétrons foi
utilizado. O sucesso desta andlise foi particularmente atribuida as altas, sensibilidade e seletividade
do método e, principalmente, aos cuidados tomado por Goodwin e colaboradores(10) para evitar
regpostas andmalas,

A importiincia da apalise de tragos de pesticidas e o fato de que a baixos niveis esses
compostos s#io quase impossiveis de serem analisados por outros detectores poucos seletivos, por
causa da complexidade dos cromatogramas, fez com que o método de absorgdo de elétrons adquirisse
grande expansfo e exploragdo comercial. O detector que utiliza o método de absorgiio de elétrons na
analise de compostos em cromatografia gasosa foi denominado como detector por captura de elétrons
(DCE).(19)

Em sua primeira versdio o detector por captura de elétrons, foi operado com polarizagdo dos
eletrodos coletores por tenséio constante, sendo a mudanga na cotrente tomada como resposta (10) Tais



detectores tinham geometria coaxial, com o anédo localizado ao longo do eixo da célula e envolvido
por um cétodo cilindrico, o qual continha a fonte radioativa. O tritio foi a fonte de ionizac#o utilizada,
presumivelmente devido 4 sua baixa energia de radiagsio (1D

A grande aceitagﬁo deste detector como um poderoso acessério para a cromatografia gasosa
tendeu a obscurecer alguns dos erros inerentes ac seu projeto e modo de operagdo. Em 1963
Lovelock e colaboradores(!?) descreveu o projeto de placas pararelas, no qual o anddo e catode sfio
arranjados paralelos um ao outro.(!!) Nesta segunda versfio, ou geragiio, do DCE, o detector foi
operado com tiécnica de amosiragem pulsada, isto &, os eletrodos colefores sdo polarizados
ntermitentemente, sob determinados valores de fensfio, que se repetem segundo alguma frequéncia
fixa. Isto reduz anomalias induzidas por campos elétricos continuos.(tD)

Em trabalho realizado por Wentworth e colaboradores foi descrita a variagdo da resposta do
DCE com mudangas na temperatura, sugerindo-se que a altas temperaturas a sensibilidade do
detector para certas classes de compostos poderia ser apreciavelmente aumentada. Esta dependéncia
da temperatura promoveu estudos para o desenvolvimento de um detector que poderia ser operado a
temperaturas maiores que 2000C (12)

A folha de fritic que era comumente usada como fonte radicativa nos DCE impunha a
limitagio de temnperatura, devido 4 significativa perda de tritio em temperaturas superiores a 200°C.
O uso de 8Ni como uma fonte radioativa alternativa, com propriedades radioativas comparaveis ao
tritio, mas sem a limitag#o de temperatura, foi sugerida no trabalho de Shoemake e colaboradores (18)
Outros projetos foram entdo desenvolvidos para a utilizagiio com 63Ni, tais como o cilindro
concéntrico e o Pin-cup.()

Simmonds ¢ colaboradores(?) determinaram as vantagens analiticas do uso de altas
temperaturas com um DCE de placas paralelas e fonte de 63Ni. Eles verificaram que a alias
temperaturas ocorria a redugfio da contaminagio do detector e observaram, para certos compostos, o
fenbmeno da dependéncia da resposta do DCE com a temperatura. Lovelock e colsboradores(7)
determinaram a influéncia da temperatura do detector sobre a sensibilidade da detecgio, utitizando
Dieldrin como composto teste. Foi constatada a variagio de 5% no fator de resposta do Dieldrin
devido a mudangas de temperatura.

Estudos para determinar problemas de contaminagsio do DCE com ©Ni operado com tensfo
constante estabeleceram que a diferenga minima de temperatura entre o detector e a coluna deveria ser
maior que 25°C.(13) No mesmo trabalho foi constatado que a vaziio do gds que atravessa o detector e
o seu isolamento térmico sdio parimetros determinantes da sensibilidade deste detector.

A influéncia da vazio de ghs sobre a sensibilidade do DCE também foi bastante
estudada,(14.15) determinando-se que o aumento da vaziio de gas de arraste leva a diminuig#io da
sensibilidade do detector.



Em 19771 Maggs e colaboradores(17) propuseram o DCE de terceira geracdo, que opera sob
frequéncia moclulada, ou corrente constante. Neste DCE, quando um composto que captura elétrons
passa através da célula a frequéncia de pulso aumenta para manter a corrente constante e a resposta
analitica é a variagfo da frequéncia de pulsagio. Neste modo de operagio sfo obtidas, para muitos
compostos, curvas de calibraglio lineares com concentragBes variando até 99% da saturagdo do
detector.(1617)  Contudo, mesmo o8 DCE de terceira gerac#o nlo apresentarn boas curvas de
calibraglio lineares com compostos para os quais eles tem altas sensibilidades, o que nio &
exclusivamente atribuido a deficiéncias instrumentais, mas também ao processo de captura de
elétrons (16)

Portanto, desde a sua primeira utilizagdo o DCE vem passando por profundos estudos para
determinar as suas melhores condigdes de operagfo. As evolugdes do DCE de tensfio constante para
os de tensdio pulsada e para os (atualmente usados) de frequéncia modulada foram tentativas, bem
sucedidas, de melhorar o desempenho do detector com alteraces instrumentais que atuam sobre o
seu processo (desconhecido) de captura de elétrons. Contudo, o desempenho de qualquer dos modelos
de DCE ¢ dependente de condig8es experimentais "extra” e “intra detector”. Por exemplo, condi¢Bes
cromatogrificas, como a vazéio de gas de arraste, a temperatura da coluna e o tipo de fase estacionaria
podem influencia-1o.0D) Quanto a fatores diretamente ligados ao detector pode-se citar, o valor da
tens#o de polarizaglio dos eletrodos, a natureza da fonte radicativa e a temperatura do detector (11)
Ainda existe a vaziio total de gés que passa pelo detector, porque para aumentar a linearidade das
curvas de calibragio dos compostos frente ac DCE usa-se diminuir o tempo de permanéneia da
amostra na cirnara de ionizagﬁo, aumentando a vazfio desse gas. Altas vazdes de gas sdo obtidas com
um gas complementar, que ¢ alimentado antes da entrada do detector. Porém, esta adiclo exira de gas
compromete a sensibilidade do DCE devido 4 sua dependéncia em relaglo a esta vanavel. Além
destes fatores comentados existem varios outros, como pureza de gases, contaminantes de amostras,
etc, que podem alterar o comportamento de v DCE. A necessidade dos muitos cuidados para
atenuar os efeitos desses fatores ¢ que torna o DCE um detector dificil de Operar.



II1 - Operacionalizacio do Cromatégrafo Gasoso Equipado com
Detector por Captura de Elétrons (DCE).

Foi feita a revisfio das linhas de gases do cromatografo Pye-Unicam 104 (PU-104) e foi
instalada uma linha de nitrogénio super-seco, necessario para a operagdo do DCE. Este DCE possui
83Ni como fonte radiativa e apresenta projeto de placas paralelas. O cromatégrafo é equipado com
injetor "on column” utilizando coluna empacotada de vidro de 1/4 de polegada. Os médulos
eletronicos de controle do aquecimento dos fornos da coluna e do detector e a fonte de tensio de
polarizago do detector sofreram pequenos reparos (troca de chaves, componentes eletrdnicos,
substitui¢@o de soldas). Os servigos foram feitos em nosso laboratério, Curvas de temperatura versus
tempo de aquecimento foram levantadas para a verificagdo do funcionamento dos moédulos de
controle de temperatura do cromatégrafo. Houve a constatagio de flutuacBes despreziveis de
temperatura commn o tempo, o que indicou bom funcionamento desses médulos de controle, Foram
obtidos dados de calibragio de pressio versus vazio para o gas make-up e da temperatura dos fornos
versus voltagem para o termopar original do cromatdgrafo, mostrados respectivamente nas figuras
1.1 e M2 . TermoOmetro de mercurio também foi usado para medida de temperatura dos fornos da
coluna, detector e injetor.
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Figura IIL.1 - Curva de calibragfio para a conversio de pressdo em vazio de gas make-up.
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Figura I11.2 - Curva de calibrago para a variagio da voltagem (mV) em fungéo da
temperatura (°C) para o termopar original do cromatografo.

O programador de temperatura do médulo de aquecimento do forno da cohma também foi
testado para verificar a ocorréncia de variagiio da vazio do gas de arraste. Caso nfo houvesse a
alteragdo da vazdo de gas de arraste, poder-se-ia utilizar rampas de aquecimento para a separagiio dos
componentes a serem analisados. A tabela IT1.1 ¢ indicativa da impossibilidade, enquanto nfio forem

feitas adequadas adapiacBes, de trabalhos com programaco de temperatura, devido a grande
vaniagdo da vazdo de gas de arraste com a alteragio de temperatura da coluna.

Tabela II1.1 - Valores de vazio da coluna com o aumento da temperatura do forno.

Temperatura 50 80 110 140 170 200
(°C)
Vaziio 13,1 12,6 12,0 114 10,9 10,4
(ml/min)

Para fazer a aquisigdo de sinal do DCE com o sisterna de aquisicio de dados cromatograficos
LECROM, foi testado, para amplificacio de simais, um eletrdmetro Pye-Unicam 12306, gue tem uma
saida de smal na faixa de 0 a 10 volts, que ¢ necessaria para uso com o cartio do conversor analégico
digital (ADC) dispontvel (DACA, da IBM Corp., Boca Raton, FL, EUA). O cabo coaxial de conexdo
entre o eletrébmetro e o carifio ADC teve de ser refeito e testado, pois o original gerava excesso de
ruido. Os ensaios mostraram que o eletrdmetro pode ser satisfatoriamente empregado.
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O cromatografo PU-104 ¢ um aparelho de 1971, projetado para uso com colunas
empacotadas. Foram feitas as adaptagBes necessarias para a instalagio de uma coluna capilar
"megabore” de 0,53 mm de difmetro interno. A primeira adaptagio tentada foi através da utilizacHo
de uma conex3o tipo "T". Porém, devido & geometria do sistema, a saida da coluna para o detector
localizava-se cerca de 8 cm abaixo da entrada de gas make-up. Como os resultados cromatogrificos
revelaram picos de formas bastante irregulares (0 que compromete a sensibilidade), supos-se que o
problema fosse devido & disperséo do componente, pelo g4s make-up, antes da entrada no detector.

Foi projetado e construido na oficina mecnica do Instituto de Quimica, um segundo
adaptador de latdo, com geometria que permite que a saida da coluna capilar para o detector fique
cerca de 0.5 cm acima do ponto de entrada de gas make-up. Com este segundo houve substancial
methora de desempenho do sistema, como se pode constatar comparando-se as curvas de calibragiio
para o bromoférmio das figuras IIL3 (segundo adaptador) e II1.4 (adaptador T). Com o segundo
adaptador a curva de calibragio ¢ mais confisvel (vide coeficientes de correlagio nas figuras ITL.3 e
111.4) e as 4reas obtidas para os picos s30 maiores.
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Figura TIL3 - Curva de calibragfio de soluco de Bromoformio obtida com o adaptador
construido pa oficina mecnica do IQ.
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IV - Otimizacdo da sensibilidade do DCE em func#io da temperatura
e vazio de gas make-up.

A performance do DCE ¢ dependente de alguns parfimetros operacionais, como a temperatura
do detector & a vazio de gés que o atravessa.(15) Através de estudos quimiométricos foi possivel
determinar cotno eszes parfimetros, isolados e conjuntamente, afelam a sensibilidade do DCE para
cada um dos compostos, Aldrin, Dieldrin, hexaclorobenzeno e heptacior, e para a mistura deles.
Também foi possivel obter valores de temperatura do detector e vazio de gas make-up que fornecem a
melhor sensibilidade do DCE.

IV.1 - Otimizaclio de respostas de sistemas quimicos em funicio de suas varigveis.

Otimizagfc em quimica, ou quimiometria, ¢ definida como sendo a parte da quimica que
utiliza métodos mateméticos e estatisticos para definir, ou selecionar, condigdes 6timas de medidas e
permitir a obtengo do maximo de informagBes a partir da analise quimica (19

Goewie e Box(®)) classificaram as técnicas quimiométricas como sendo sequenciais e
simultineas. Dentro da classe sequencial o simplex ¢ a técnica mais popular e na simultinea ha os
varios tipos de técnicas que utilizam planejamentos fatoriais. Em ambog 08 casos as técnicas
quimiométricas necessitam de uma série de ensaios que sio dirigidos para uma meta especifica (a
qual pode envolver mais de wma resposta) e incluem todas as varidveis que possivelmente sfio
relevantes a0 experimento. As séries de ensaios sdo arranjadas de acordo com um modelo,
denominado projeto experimental, que produz o maximo de informagBies e deve conier um niimero
suficiente de ensaios para determinar quais os efeitos importantes e descartar as varidveis triviais.(21)

O conjunto das séries de ensaios experimentais forma o projeto experimental. Nestes projetos,
cada condiglio controlada, ou varidvel, ¢ chamada de Fator. Cada Fator pode tomar um numero finito
de valores (para varidveis quantitativas) ou tipos (para varidveis qualitativas), chamados de niveis do
Fator. A combinagio de Fatores, cada qual com niveis definidos, ¢ chamado de ensaio
experimental (22)

A quimiometria apresenta a vantagem de minimizar as seguintes fontes de dificuldades que
podem ser encontradas no decorrer de um experimento:(23)

(1) Erro experimental ou ruido: causado por variacio produzida por distirbios de fontes
conhecidas e desconhecidas. O erro experimental pode encobrir, inteira ou parcialmente, efeitos
experimentais importantes, e induzir o experimentador a acreditar em efeitos que nfio existemn. Essasg
fontes podem ser reduzidas por experimentos e analises quimiométricas adequadas. Além disto, a
quimiometria fornece medidas da precisdo para as quantidades estimadas e, em particular, tora
possivel conhecer se h4 alguma evidéncia da existéncia de valores nfo nulos para tais quantidades.
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(2) Existéncia de correlag8o entre as varidveis: causado por efeiios lineares ou aditivos entre
as varidveis estudadas, os quais podem ser estimados por métodos quimioméiricos.

(3) Complexidade dos efeitos: causado por efeitos de interag#o e do tipo nfo linear sobre as
variaveis estudadas. Também tem seus efeitos estimados através de quimiometria, com a menor
transiiissdo possivel de erros experimentais. Esta € a principal vantagem em relagfio aos métodos
univariados, o8 quais alieram o valor de uma varidvel a cada vez, e portanto ndo consideram os efeitos
sinérgicos e antagonisticos entre as varisveis.

Além dessas vantagens, os métodos quimiométricos requerem 0 menor numero possivel de
experimentos, utilizam operag3es matematicas simples e requerem pouco conhecimento de estatistica.

IV.2 - Otimizacio da sensibilidade do DCE para cada compesta,

O estudo para a otimizagio da sensibilidade do DCE de cada composto envolveu a utilizagio,
de forma integrada, de trés métodos quimiométricos: Planejamento Fatorial, Simplex Sequencial
Modificado e Planejamento de Superficie de Resposta. Conforme indica o fluxograma da figura IV.1,
os resultados de cada método eram usados para definir como os dados deveriam alimentar o método

seguinte. As respostas utilizadas neste estudo com os componentes injetados individualmente foram
suas areas cromatograficas.

dreas dos picos J 5
__3 PLANEJAMENTO FATORIAL 2 2 |
P=15e25 psi
T=210e226 °C
Resultados:
sensibilidade DCE = £ (TP}
redefinir valores de Te P

— SIMPLEX SEQUENCIAL |
&

Resultados:
T e P para cads composto

~——3| SUPERFICIE DE RESPOSTA |

Resultados:
T e P para cada composto

Figura IV.1 - Fluxograma da sequéncia utilizada para o estudo da otimizag#o da sensibilidade do
DCE
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A figura IV.2 mostra as estruturas dos quatro compostos cujas sensibilidades frente a0 DCE

foram estudadas via métodos quimiométricos.

Cl

c;——)\——m
m\O/—ﬂ

Cl

(A) HEXACLOROBENZENO

(C) ALDRIN

a d
0 Cl
Cl
al
Cl
(B) DIELDRIN
Cl cl
Cl
C
Cl
(D) HEPTACLOR

Figura IV.2 - Estrutura dos pesticidas utilizados no estudo da otimizac#io da sensibilidade do DCE.

IV.2.1 - Planejamento Fatorial Completo 22

No Planejamento Fatorial Completo 22 foram usados dois niveis para cada Fator, ou seja: 210
€ 226°C para a temperatura do detector e 15 e 25 psi para a pressdo de g4s make-up. Os dois valores
para a pressdo de gas make-up foram aleatoriamente escolhidos. O nivel inferior da femperatura do
detector (210°C) foi escolhido de acordo com os trabalhos de Gosselin, Martin e Boudreau(®) e
outros(%.24). De acordo com estes trabalhos a diferenga de temperatura entre o forno da coluna e o do
defector deve ser maior que 25°C, para evitar problemas de contaminagio do DCE. Como a
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temperatura wtilizada no fomo da coluna durante os trabathos de otimizag#o foi de 185°C, optou-se
por iniciar estes estudos com o valor de nivel inferior de temperatura em 210°C.

Com dois niveis, superior (+) e inferior (-), de pressdo e temperatura foram realizados
quatro Ensaios Expeﬁmentais: T-P-, T-P+, T+P- e T+P+, onde T-P- = {210°C)(15psi), T-P+ =
(210°C)(25psi), eic.. Para cada ensaio experimental foi obtida a area cromatografica de cada
composto. Os ensaios experimentais foram realizados em duplicata. A 4rea Al (vide tabelas IV.1 a
IV .4) corresponde 4 resposta do ensaio T-P-, as demais correspondéncias sfo A2(T-P+), A3(T+P-) e
A4(T+P+). As é4reas obtidas para cada ensaio, seus valores médios e respectivos desvios padriic sdo

mostrados nas tabelas IV.1alV 4.

Tabela IV.1 Planejamento fatorial completo 22 para hexaclorobenzeno (&)

ensaio temperatura | pressfo (psi) reas obtidas 4rea média estimativa de
experimental (=C) (cm?) (cm?) desvio padrio
(T-P-) 210 15 Al=1724 729 726 14
(T-P+) 210 25 A2 =644 649 646 11
(T+P-) 226 15 A3 =824 817 320 20
(T+P+) 226 25 Ad =673 666 669 26

&) O modo de clenlo do desvio padréio e os demais tratamentos estatisticos estio descritos no item

1V.2.1.3 - Tratamento Estatistico.

Tabela 1V 2 - Planejamento fatorial completo 22 para Heptaclor.(®)

ensaio temperatura | pressdo (psi) areas obtidas area média estimativa de
experimental (°C) : (cm?) (cm?) desvio padriio
(T-P-) 210 15 Al1=569 560 565 41
(T-P+) 210 25 A2 =7516 513 514 21
(T+P-) 226 15 A3 =5746 5729 574 2
(T+P+) 226 25 A4 =488.4 4882 488 0

() O modo de caleulo do desvio padriio e os demais fratamentos estatisticos estfio descritos no item

IV.2.1.3 - Tratamento Estatistico.
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Tabela IV.3 - Planejamento fatorial completo 22 para Aldrin.(®)

ensaio temperatura | pressfo (psi) éreas obtidas érea média | estimativa de
experimental (°C) {cm?) (em?) desvio padrio
(T-P-) 210 15 Al =966 967 967 1
(T-P+) 210 25 A2 =809 804 806 12
{T+P-) 226 15 A3 = 1010 1001 1005 39
(T+P+) 226 25 A4 =817 838 828 214

® O modo de caleulo do desvio padrio e os demais tratamentos estatisticos estfio descritos no item
IV.2.1.3 - Tratamento Estatistico.

Tabela TV 4 - Planejamento fatorial completo 22 para Dieldrin (&)

ensaio temperatura | pressdo (psi) areas obtidas 4rea média estitnativa de
experimental (°C) (cm?) (cm?) desvio padriio
(T-P-) 210 15 Al=757 751 754 30
(T-P+) 210 25 A2 =670 668 669 8
(T+P-) 226 15 A3 =872 875 873 9
(T+P4) 226 25 Ad =628 627 627 1

(8) O modo de céleulo do desvio padriio e os demais tratamenios estatisticos estdo descritos no item
IV 2.1.3 - Tratarnento Estatistico.

O Planejamento Fatorial foi utilizado como investigacdo preliminar para determinar se a
temperatura do detector e a pressio de gis make-up fem, ou nfio, influéncia sobre a resposta do DCE.
Ele iambém possibiliton estabelecer as tendéncias de resposta do DCE para cada composto, de acordo
com os conjuntos de temperatura e pressfo de gas make-up usados.

IV.2.1.1 - Célculo dos Efeitos

O Planejamento Fatorial 22 possibilita a determinaglio de dois Efeitos Principais, o da
Temperatura do detector (EP1) e o da Pressfio de gés make-up (EPp), de um Efeito de Interagfio (EI)
entre esses fatores e das estimativas médias dos efeitos.

O Efeito Principal da Temperatura indica como a sensibilidade do DCE varia com a mudanga
de temperatura. Ele ¢ definido como a diferenca entre a resposta média no nivel superior e a resposta
meédia no nivel inferior desta varigvel(21)-
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1 1
EPp = E'(A3+A4)"§‘(A1 +4;) (equagéio IV 1)

Por exetnplo, o Efeito Principal de Temperatura para o Aldrin é;

EPT= :;—'(1005,4+827,8)—%-(966,5+ 906,2)

EPr= 30,3

O Efeito Principal de Pressdo indica como a sensibilidade do DCE varia com a alteragfio da

presséio do gas. Como mostrado na equagfio IV.2 , o seu calculo ¢ similar ao do Efeito Principal de
Temperatura:

EPp = -%»'(AZ +Ad4)- %—‘(Al +A3) (equagiio IV 2)

Para Aldrin o Efeito Principal de Pressio ¢:

EPp = %-(806,2 + 827,3)——21—'(966,5+ 1005,4)

EPr = —168,9

A atuag8o conjunta da temperatura e da pressio de gas sobre a sensibilidade do DCE,
expressada pelo Efeito de Interagfio (EI), indica a existéncia de efeifos sinérgicos ou antagdnicos no
sistema. O Efeito de Interag#o ¢ definido como a metade da diferenca entre o efeito da temperatura no
nivel inferior de press#o e o efeito da temperatura no nivel superior de pressio(21);

El=-[(A1-A3)-(A2- A4)] (equagiio IV 3)

] -

Para o Aldrin, o Efeito de Interagiio ¢:

EI-= —;-[(966,5— 1005,4) - (806,2 - 827,8)]

El=-8,6
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A mécha dos efeitos ¢ definida como a média de todas as respostas obtidas:

i

Ey = Z[AI +Ay+Az+A,] (equaglio TV .4)

Para o Aldrin, a média dos Efeitos &

Ey = %[966,5+806,2+ 1005,4 + 827, 8]

Ey = 905,5

Na tabela IV.5 estfio as estimativas dos Efeitos Principais da Temperatura e da Presséo de gas
make-up, as estimativas dos Efeitos de Interagfio entre essas varidveis ¢, para cada estimativa os erros
padriio ¢ os resultados de aplicagiio do teste-t, com 95% de confiabilidade. Os caloulos das
estimativas dos Efeitos Principais e de Interagfio foram realizadas atraveés do programa quimiométrico
Fatorial e através do uso de planilha eletrnica. A tabela IV.5 permite avaliar como a temperatura e a
pressio afetam a sensibilidade do DCE.

Tabela IV.5 - Resultados do estudo Fatorial Completo 22 para estimar a influéncia da temperatura e
da pressfo de gAs make-up sobre a sensibilidade do detector.

COMPOSTO
ALDRIN HCB DIELDRIN HEPTACLOR
Meédia 905,5+2,8 715,51 1,5 730,91+0.9 534,9+0,8
(7,8)2 (4,2) (2,4) (2,1)
EPt 30,3+5.5 58,6+2.9 38,7+1,8 -7, 7+1,4
(15,3) (8,2) (4,9) (3,9)
EPp ~168,9+15,5 -115,5+2,9 -165,4+1,8 —-68,7+1,4
(15,3) 8.2) (4,9) (3,9)
EI ~8,6+5,5 -35,6+2,9 ~80,3+1,8 -16,7+1,4
(15,3) (8.2) (4.9) (3,9)

8 Teste-t com 95% de confiabilidade ¢ 4 graus de liberdade.
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1V.2.1.2 - Interpretaciio dos resultados

O tratamento estatistico indicon que todas as estimativas dos Efeitos Principais e de Interagfo
s#o significativas, exceto o Efeito de Interagfio do Aldrin, cujo valor de teste-t ¢ superior ao do Efeito
de Interagio. E necessario portanto entender o gignificado desses Efeitos em termos préaticos,

Valores nfo nulos para os Efeitos Principais de Temperatura ¢ de Pressfio de gas significam
que essas varidveis tem influéncia sobre a sensibilidade do DCE. Quando os valores dos Ffeitos
Principais sfo positivos conclui-se que a sensibilidade do DCE aumenta com o aumento da
correspondente varidvel. Valores negativos indicam a tendéncia contraria, Assim, conclui-se da
Tabela IV.5, exceto para Heptaclor, que a sensibilidade aumenta com o aumento da temperatura e
com a reducdio da pressiio de gas make-up.

A existéncia de Efeitos de Interagfio significativos indicou que os efettos principais devem ser
analisados em conjunto, exceto para Aldrin o qual pode ser analisado apenas em fungio de seus
efeitos principais.

Outra forma de fazer estas interpretagSes ¢ através da represeniagiio do planejamento
experimental ern um sistema (diagrama), onde cada eixo corresponde a uma vaniavel. Conforme a
figura IV 3, este sistema ¢ um plano, no qual os quatro ensaios (vide tabela IV.1 a IV .4) ocupam os
vértices de um quadrado.

Neste plano, os efeitos principais s#o vistos como confrastes - diferencas médias - entre
valores situados em arestas opostas e perpendiculares ao eixo da varidvel. O efeito de interagio é o
contraste enire as duas diagonais do quadrado, sendo positiva a diagonal que liga o ensaio (- -) a0
ensaio (+ +),

Pelos diagramas da figura IV.3 foi verificado que o aumento da temperatura do detector
aumenta a sensibilidade do DCE para todos os compostos quando se trabatha no nivel inferior de
pressio de gas make-up. Sob pressdes majores, e para hexaclorobenzeno e o Aldrin, 0 aumento de
temperatura tem efeito menos pronunciado sobre a sensibilidade.

No caso do heptaclor o diagrama indica que ha pouca alteragic da sensibilidade do DCE ao
aumentar a temperatura de 210°C para 226°C, mesmo a baixas pressdes de gas. Isto significa que o
valor ideal de temperatura para a obtengdio da melhor sensibilidade do DCE para o heptaclor deve
estar na faixa de temperatura estudada.
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Figura IV.3 - Interpretacio dos resultados do estudo Fatorial Completo para (A) Hexaclorobenzeno,
(B) Heptaclor, (C) Aldrin e (D) Dieldrin.

Os diagramas do heptaclor e do Dieldrin ainda indicam que o aumento da sensibilidade em
funglo da variac#o de temperatura & desfavorecido quando se utiliza a presséo no nivel superior.

Outra constataglio ¢ a de que as sensibilidades do DCE aumentam quando a pressdo do gas
make-up é diminuida, e que este efeito é menos pronunciado para o heptaclor. Este efeito & mais
pronunciado quando ufilizadas temperaturas maiores, exceto, como comentado acima, para o
heptaclor.

De mode geral a tabela IV.5 também fornece esta conclusio. Porém esta tabela nio forpece
muitos detathes do sistema, como por exemplo, a de que a sensibilidade do DCE para Dieldrin &
desfavorecida pela variagio de temperatura no nivel superior de press#o.
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1V.2.1.3 - Tratamento Estatistico (segundo a referéncis 23)

Os ensaios das tabelas IV.1 a IV 4 foram realizados em duplicata, para que pudessemos
estimar o erro experimental, e portanto avaliar a significAncia estatistica dos efeitos.
Assim, a estimativa combinada da variancia de uma observagio individual, 82, é dada por:

>4
§? = —iﬂﬁ——— {equacgiio IV.5)

onde dj ¢ a diferenca entre as duas observagdes correspondentes ao i-ésimo ensaio. Estes calculos

foram utilizados para determinar o desvio padrfio indicados nas Tabelas IV.1 a IV 4.
Como cada um dos ensaios foi realizado apenas duas vezes foi obtido uma estimativa da

varidncia com: apenas um grau de liberdade. A média ponderada, Sz, de fodas as estimativas
observadas fornece uma estimativa conjunta, ou global, com quatro graus de liberdade.

Sg = (vlsf + uzs§+....+uis?)/(ul + v, +...+ui) (equacglio IV.6)

onde v; =n; ~ 1 ¢ o nimero de graus de liberdade de S?, que é a estimativa da variancia do i-ésimo
ensaio.

A raiz quadrada deste valor fornece a estimativa, com quatro graus de liberdade, do desvio
padréo global, isto ¢, a estimativa do erro experimental do PIOCEsso:

Sp, = 1,5; (equagdo IV.7)

Cada um dos efeitos calculados, no item IV.2.1.1, é uma combinago linear de quatro valores
Aj com coeficientes iguais a +1/2 ou -1/2. Admitindo que esses valores sfo independentes e também
de mesma variincia, foi possivel calcular a estimativa da varincia de um efeito-

i) = (A, +4 )= (53) (equagko IV 8)
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O teste-1 foi empregado para decidir se os efeitos calculados sio significativamente diferentes
de zero. A nivel de 95% de confianga e quatro graus de liberdade o valor de t ¢ 2,776. Assim, valores
de efeitos superiores ao resultado da expressfo a seguir s#o estatisticamente significativos,

2
X +t(0,95,4) s (equagdo IV.9)
n

IV.2.1.4 - Conclusies

O Planejamento Fatorial foi utilizado como um pré-tratamento para o prosseguimento da
otimizagio da sensibilidade do DCE para os quatro compostos. Ele foi indicativo de que a
temperatura do detector e a pressic de gas make-up sfio atuantes sobre a sensibilidade do DCE. Este
planejamento também foi indicativo de que no uso do método seguinte, o Simplex Sequencial,
deverfamos utilizar uma temperatura maior que 226°C e pressdo de gas menor que 10 psi na procura
de valores dessas variaveis, que fornegam a melhor sensibilidade do detector para Aldrin, Dieldrin e
hexaclorobenzeno. Para o hepiaclor deveriamos utilizar temperatura entre 210°C e 226°C e pressio
acima de 10 psi.

IV.2.2 - Simplex Sequencial Modificado

O método Simplex Sequencial permite a otimizacio de sistemas sem necessitar de uma
fungfio que descreva a dependéncia de uma resposta com as variaveis experimentais. Este método ndio
utiliza testes estatisticos de significAncia, como os testes i e F, e funciona bem na otimizagiio de
muitas varidveis independentes e na presenga de erro experimental (23)

A palavra Simplex significa figura geométrica de p+1 vértices, sendo p o mimero de varidveis.
Neste estudo de 2 vaniaveis o Simplex ¢ um tridngulo, que modifica de tamanho e direg#io em busca
do maximo de sensibilidade do DCE. Cada trifingulo adicionado é formado por dois vértices
anteriores e um terceiro, cujos valores, de temperatura do detector e pressdio de gas, s#io calculados
pelo programa. O novo vértice segue em direglio do ponto de méxima sensibilidade do DCE e
substitue o vértice que corresponde 4 menor sensibilidade.

Existem vérios métodos Simplex, sendo os métodos Béasico, Modificado e o Super-modificado
os mais importantes. O Simplex Basico é o mais simples e nio muda sua forma ao se movimentar em
uma superficie de resposta. O Simplex Modificado modifica de tamanho e forma para se adaptar a4
superficie de resposta. Este Simplex consegue deferminar o méximo (ou minimo) de uma superficie
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com mais precisio e rapidez do que o Simplex Basico. Uma maior capacidade de variagBes nas
construgBes diferencia o Simplex Modificado do Super-modificado.

IV.2.2.1 - Resultados ¢ conclusdes

A tabela IV.6 mosira os valores de femperatura do detector e pressio de ghs make-up
fornecidos pelo Simplex para os quatro compostos.

Tabela IV.6 - CondigBes otimizadas de temperatura e pressio obtidas com o Simplex Sequencial
modificado para os compostos estudados.

Cornposto Valores das Variaveis
temnperatura (°C) press#o (psi)
Aldrin 235 5,0
Dieldrin 244 5,5
HCB 253 4,0
Heptaclor 223 11,0

As condigBes previstas pelo Simplex sfio coerentes com as previsdes do Planejamento
Fatorial. No caso do Hexaclorobenzeno, segundo o Planejamento Fatorial (tabela IV.5) o Efeito
Principal da Pressdo ¢ inferior aos Efeitos Principais para Aldrin e Dieldrin, sugerindo que a pressdo
que otimizaria a sensibilidade do DCE para o hexaclorobenzeno deveria ser maior do que as pressBes
utilizadas para Aldrin e Dieldrin. Porém a diferenga de contraste {figura IV 3) entre o nivel superior e
inferior de pressfo para o Hexaclorobenzeno ¢ muito grande, o que sugere que a sensibilidade do
IXCE para este composto é altamente favorecida a baixas pressdes. Deste modo era esperado que o
Simplex Sequencial fornecesse valores de presso para o Hexaclorobenzeno tio baixas quanto os
apresenfados para Aldrin e Dieldrin.

Segundo Frank e Kowalsky(?%) a resposta otimizada pelo Simplex pode ser somente um 6timo
local, e uma otimiza¢iio mais efetiva ¢ obtida com a aplicagio de metodologia de Superficie de
Resposta. Os resultados otimizados obtidos pelo método Simplex foram utilizados como pontos
centrais para a metodologia de Superficie de Resposta.

IV.2.3 - Metodologia de Superficie de Resposta
A otimizacdo pela metodologia de Superficie de Resposta ¢ feita pela maximizagfio (ou

minimizag#io) de uma fungfo, um modelo matemético, que descreve as relagBes entre a(s) resposta(s)
que deve ser otimizada e as varisveis que a determinam (23)
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O procexdimento envolve etapas sequenciais e testes estatisticos de validade. Inicialmente sdo
escolhidas as condigBes experimentais, isto &, os valores das varidveis independentes que possam
estar proximas dos valores 6timos procurados. Isto depende de algum conhecimento prévio do
problema. O passo seguinte ¢ estudar o ajuste dos dados a0 modelo simples, linear, da equacdo IV.10.
Se o modelo linear nfo for adequado, acrescentam-se dados e ¢ utilizade o modelo mais complexo,
que ¢ o quadratico da equagio IV.11. Os testes de validade de cada modelo consistermn em aplicar o
teste t para estabelecer a significdncia estatistica dos coeficientes da sua equacio e o teste F para a
significhneia da regressiio feita com ela sobre os dados.

Y=by+b;-x;+b, %, (equaclio IV.10)
Y~ bo +b1-x1-i-b2 ‘X +bu'x% +b22 X% +b12 "KyXq (equagﬁo IVI])

Os dois modelos das equagBes IV.10 e IV.11 podem acomodar-se & exisiéncia de interagdes
entre as vanavels independentes x; e x;. No modelo mais simples, as inferacBes previstas sfio as
aditivas, ou lineares. No outro modelo, o termo by ;xx, possibilita tratar de mteragdes "cruzadas® e os
outros termos das interagdes aditivas. Metodologicamente usa-se tentar inicialmente o modelo linear,
porque ele gera 1nformacdes Uteis para definir as condigfes para a aphcagfio do modelo quadratico.

Neste trabatho foram utilizados como dados de partida para aplicar nos modelos das equactes
IV.10 e IV.11 os resuliados do Simplex, determinando-se que os ajustes adequados sfo obtidos com o
modelo quadratico. Isto significa que a relaglio funcional entre Y (a resposta do detector) e x; e x,
(terperatura e pressdo) é descrita por uma superficie. Como otimizar a resposta de um detector é
maximizd-la ¢ como ela é descrita por uma superficie, os valores de X; € Xy que resuliam pa
ofimizacdo desejada sfo aqueles que localizam-se no ponto de maximo dessa superficie. Portanto, a
etapa final do procedimento de Superficie de Resposta foi localizar este maximo e validar o modelo
estatisticamente.

IV.2.3.1 - Planejamento Experimental

A metodologia de Superficie de Resposta foi aplicada a um conjunto de nove ensaios
experimentais. Os ensaios foram definidos operando-se com as duas varidveis (temperatura e pressio)
em trés niveis, superior (+), médio (m) e inferior (-). Nos nove ensaios experimentais, as pressdes e
temperaturas foram combinadas como: T-P-, T-Pm, T-P+, TmP-, TmPm, TmP+, T+P-, T+Pm e
T+P+. Para cada ensaio experimental foi obtida uma drea cromatografica média (de 3 areas). A area
Al corresponde & resposta do ensaio T-P-, as demais correspondéncias sfo: A2(T-Pm), A3(T-P+),
A4(TmP-), A5(TmP-), A6(TmPm), A7(T+P-), AB(T+Pm) e AS(T+P+). A seguir sdo apresentados os
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resultados da Superficie de Resposta obtidos com o uso do modelo quadrético. Como este modelo
(equagho IV.11) revelou ajustar-se aos dados muito methor do que o modelo linear (equagso IV.10),
somente serfo discutidos os seus resultados. A tabela IV.7 contém as condi¢Bes experimentais dos
nove ensaios para o HCB, as respositas obtidas pelo método de Superficie de Resposta e as
estimativas dos desvios padrio para cada ensaio. As tabelas IV.8 a IV.10 mostram os mesmos dados
para, respectivamente, Aldrin, Dieldrin e Heptaclor.

Tabela IV 7 - Planejamento de Superficie de Resposta para hexaclorobenzeno

CondigBes Experimentais Area Média Estimativa de
{cm?) desvio padrio
temperatura (°C) pressfo (psi)

248 3,0 252 i

253 3.0 377 4

258 3.0 415 1

258 4.0 403 5

253 4.0 403 3

248 4.0 408 2

248 5,0 398 1

253 5.0 438 1

258 5,0 442 0

Tabela IV.8 - Planejamento de Superficie de Resposta para Aldrin
Condicdes Experimentais Area Média Estimativa de
(em?) desvio padrio
temperatura (°C) pressfo (psi)

230 3,0 625 0

235 3.0 611 1

240 3,0 665 0

240 5,0 741 0

235 5,0 782 i

230 5,0 761 2

230 7.0 740 0

235 7,0 830 1

240 7.0 817 1
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Tabela IV.9 - Planejamento de Superficie de Resposta para Dieldrin

CondigBes Experimentais Area Média Estimativa de
: (cm?) desvio padriio
temperatura (°C) pressfo (psi)
239 3,5 942 11
244 3,5 884 45
249 3,5 996 18
249 5,5 1011 0
244 3,5 1019 3
239 5,5 1041 29
239 7.5 1010 9
244 7,5 1025 14
249 7,3 1020 9
Tabela IV.10 - Planejamento de Superficie de Resposta para Heptaclor
Condig8es Fxperimentais Area Média Estimativa de
(cm?) desvio padriio
temperatura (°C) |  pressiio (psi)
217 S0 446 0
222 9.0 507 3
227 9.0 478 3
227 11,0 551 0
222 11,0 564 2
217 11,0 550 1
217 1350 S44 3
222 13,0 527 56
227 13,0 465 1
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1V.2.3.2 - Calculo dos coeficientes da regressdo quadratica e valores das varisveis que
fornecem a melhor sensibilidade para cada compaosto.

Os coeficientes da repressfio quadritica para cada compogio foram obtidos através do
programa Trend(?®) e também por uma planilha desenvolvida em nosso laboratério. Esta planilha
inclui os resuliados de estudos estatisticos. A equagfio de regressdo quadratica foi obtida apos a
inferpretagiio estatistica desses coeficientes. A tabela TV.11 contém os valores desses coeficientes, as
estimativas dos desvios padrdes e os valores de teste-t (vide tratamento estatistico, item TV.2.3.3).

Tabela IV.11 - Coeficientes da regressfio quadratica obtido pelo programa Trend para
hexaclorobenzeno, Aldrin, Dieldrin e Heptaclor.

Coeficiente Compostos

HCB Aldrin Dieldrin Heptaclor

be 405,4+0,7 776,4+0,4 | 1011,7+0,7 569,3+0,5
(1L8)8 (1,0) (1,9) (1,5)

b, 16,9+0,5 16,1+0,3 5,7+0,5 ~7,9+0,4
(1,4) (0,8) (1,4) (1,1)

b, 22,440,5 80,9+0,3 38,8+0,5 17,5+0,4
{1,4) (0,8) {1,4) (LY

byy -2,1£0,8 -18,6+0,4 23,7+0.,8 249106
(2,) (1,2) (2,3) (1,7)

by, -0,3+0,8 —49,310,3 -48,0+0,8 -58,1+1,7
(2,1) (1,2) (2,3) (1,7)

by, ~4,740,6 9,1+0,4 ~10,9+0,6 -27,940,5
(1,7) (0,9) (1,8) (1,3)

2 teste-t com 95%o de confiabilidade e 4 graus de liberdade.

Como o valor do coeficiente by, para 0 HCB est4 numericamente situado dentro do limite de
confianga do teste t, ele nfio ¢ significante para o prosseguimento dos calculos.

Conhecendo a equagio quadratica de cada composto, foi possivel por meio de sua derivada
primeira, determinar quais os valores escalonados de temperaturas e press8es que fornecem a melhor
sensibilidade para o DCE. Os valores escalonados foram convertidos para a escala real de
temperatura e pressfdo afravés das equagBes IV.12 e IV.13.
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X1 = —xF (equagiio IV.12)
2
Xy = P ;I}:“‘ (equagiio IV.13)

sendo T temperatura, P pressdo, T(m) temperatura no ponto central e P(m) press#io no ponto central.
A tabela IV.12 contém os valores das variveis determinados por Superficie de Resposta para
cada composto.

Tabela IV.12 - Valores de temperatura e pressio obtidos para a condiglio otimizada de sensibilidade
do DCE para cada composto

Composto Temperatura (°C) Pressfio (psi)
Hexaclorobenzeno 265 16
Aldrin 237 5,9
Dieldrin 241 5,9
Heptaclor 222 11,2

IV.2.3.3 - Tratamento Estatistico(segundo as referéncias 23 ¢ 27)

Os calculos da estimativa do erro experimental e os testes t e F foram feitog utilizando os
dados do ponto central (m), cujo ensaio foi realizado 5 vezes.

A equagdio IV.14, que ¢ alternativa da equaglio IV.5, foi utilizada para determinar o valor da
varidncia para o experimento. A sua raiz fornece o erro experimental (equag#o IV.7).

Z(Yi)z“zn:gg—

§2 = =l i“l (equagdo IV.14)
n—

A equagdo IV.15 formece a varifincia para cada coeficiente.

Vy :[x’ 'x]'l-s’*‘ (equaclio IV.15)
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sendo V(b) a varidncia para cada coeficiente ¢ §2 a varidneia para o experimento.

A matriz [)4:').'{]‘1 foi obtida pelo programa regger®®) e pela mesma planilha eletrénica que
fornece os tesies estatisticos t ¢ F, necessarios para a avahaco das significincias dos coeficientes da
regressfio quadratica

A tabela IV.13 contém os valores de F tabelados e calculados, para todos os planejamentos de
Superficie de Resposta dos compostos. O valor calculado de F deve ser maior que o valor tabelado
para que a regressio seja significativa a nivel de 95% de confiabilidade.

Tabela IV.13 - Verificagio da significlncia das regressBes segundo o tesie F com 95% de
confiabilidade.

Composto F calculado F tabelado Conclus#io sobre a
regressfio
Aldrin 30,72 2,90 significativa
Dieldrin 6,69 2,90 significativa
Heptaclor 10,69 2,90 significativa
Hexaclorobenzeno 79,75 2,90 significativa

A analise de varifincia utiliza a soma dos quadrados (S8Q) das fontes de variagBes do modelo
dividida pelos respectivos graus de liberdade. Esta relagdo ¢ chamada de média quadratica (MQ), e é
estatisticamente igual & estimativa da varifincia (s2). A tabela IV.14 resume quais as fontes de
varnagéo para o modelo e como obter a soma e a média quadratica.

As meédias quadraticas podem ser utilizadas para testar hipéteses sobre os modelos adotados.
Uma medida estatisticamente vélida de quio bem os fatores descrevern a variagfo nos dados sobre
sua média ¢ a razlo da varifincia de Fisher (Freg), conhecida como teste F, para a significincia da
regressio, Esta razdo ¢ calculada como;

4
F _srCB._MQR
L S

Sr MQ!’

{equacgiio IV.16)

30



Tabela IV.14 - Tabela de andlise de varifincia para o ajuste de um modelo nos parimetros pelo
método dos minimos quadrados. Sendo, n; = mimero de repeticBes no nivel 1; m = nimero de niveis
distintos; 5 = njxm = nimero fotal de observagdes; p = numero de par@metros do modelo.

Fonte de variagiio Soma Quadratica Nimero de graus de Média Quadratica
liberdade
Regress80 m& p-1 _ B
SQr =Y ¥ (9, -¥) MQg =8Qg /(p-1)
b
Residuos m ) n-p MQ, = SQ, /(n-1
5, =33 (-5, /(n-1)
i

Caso os fatores o afetem a regressfio, ou seja, niio sejam significativos, o teste F serd igual a
unidade. Caso contrario, os fatores afetern a regressio, MQregressao 5era maior que MQpeiiduos € ©
teste F serd maior que a unidade. Assim, quanto maior o valor do teste F para a regressfo, maior sera
a certeza de que os efeitos dos Fatores estimados sfo reais. A razfio de Fisher para a regressdo pode
ser associada a um nivel de confianga, além dos graus de liberdade para a regressfo e residuos. Deste
modo, o valor de F calculado para regressiio deve ser superior ac seu valor tabelado, no nivel de
confiabilidade adotado, para que esta seja significativa a um determinado nivel de confianga.

1V.2.4 - Avaliaciio da otimizaclic da sensibilidade do DCE para cada composto através
do Fator de Resposta.

O Fator de Resposta (FR) de um detector ¢ a derivada da intensidade do seu sinal em relagéio
4 quantidade de amostra. No presente estudo, os FR de cada composto obtidos com as condigBes de
temperatura e pressio otimizadas, assim como os FR obtidos com condigdes nfio otimizadas, foram
usados como outro critério de avaliacio da eficacia da otimizaclo quimiométrica. As curvas de
calibragéio que fomecem os FR sfio mostradas na figura IV 4.
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Figura IV.4 - Curvas de calibragsio de (A) Aldrin, (B) Dieldrin, (C) heptaclor e (D) Hexaclorobenzeno
nas condigBes otimnizadas e nio otimizadas.

Na tabela IV.15 sfo mostrados os coeficientes angulares, lineares e de correlagho das
regressdes das curvas de calibragéic e os aumentos relativos dos Fatores de Resposta, como "ganho de
FR(%)" resultante da otimizagfic das condigdes de temperatura e pressiioc do DCE.
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Tabela IV.15 - Resultado da comparagio entre as regress8es das curvas de calibragfio realizadas em

condigBes experimentais otimizadas e nSo otimizadas.

. Compostos
HCB Aldrin Heptaclor Dieldrin
Condig8es nfo otimizadas

coeficientes
angular (FR)2 13425 3888 1642,7 3262,3
linerar -1610,4 -7471,5 ~13416,9 -28412.2
correlacio 0.9999 0,9996 0,9985 0,9947

Condig8es otimizadasP por Superficie de Resposta
Coeficientes
angular (FR)2 16129 4492 1880,1 3714,1
linear -182,3 15800,9 -1927,7 -19178,4
correlagfio 0,9997 0,9991 0,9980 0,9999

ganho de FR 16,77 13,45 12,63 12.16
®)

& FR = fator de resposta b Otimizagio para os compostos em solugdes individuais

Os dados da tabela IV.15, expressam as tendéncias de comportamento dos coeficientes de
regressdo das curvas de calibragfio otimizadas e das nfio otimizadas. Exceto para o Aldrin, ocorreram
substanciais methoras dos coeficientes angulares (Fatores de Resposta) e dos coeficientes lineares. O
gaoho no Fator de Resposta, ou seja, o aumento da drea dos picos cromatogrificos para mesmas
quantidades de composto, indica melhora da sensibilidade do DCE com a otimizagdo. As
comparagSes referem-se, por composto, 4 mesma faixa dinfimica linear do detector - vide figura IV 4.

Outra observagio ¢ a de que ocorreram melhoras dos coeficientes lineares, porque a
otimizagdo deslocou-os para préximo da origem. Experimentalmente este é um fato importante,
porque sugere que os afastamentos das retas da origem podem ser devidos a operagdo do detector em
condi¢Bes inadequadas.

IV.2.5 - Otimizaciio da detecciio do DCE para a mistura dos compaostos
A otimizag#o para a mistura dos quatro componentes, visando as condig8es de temperatura e
pressio que representam um compromisso adequado para a detecgo dos compostos em condigdes de

andlise cromatogrifica, foi realizada utilizando como resposta de cada ensaio: (1) a Area
Cromatografica e (2) os Fatores de Resposta. Foram empregados a Metodologia de Superficie de
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Resposta corn ponto central. Também foi fentado anslise por componentes principais para a seleg3o
dos scores mais significativos.

IV.2.5.1 - A fonciio matemética

Tanto para Area Cromatografica quando para Fator de Resposta, foi utilizada uma relagiio
maternatica que resulta num parfmetro para a analise da Superficie de Resposta. Nesta relagdo
(equagdio IV.16) a maior resposta (Area Cromatografica ou Fator de Resposta) obiida com os
experimentos foi usada como divisor das demais respostas e os resultados das divis3es para os quatro
compostos no mesmo expenimento foram somados.

(equaglio IV.16)

Nesta equagio, Ryp ¢é a resposta da relagfio matematica e Ay sio as dreas dos compostos para cada
condigio de temnperatura e pressio do DCE. Em lugar de Ay pode-se usar as FRy. Para os quatro
compostos o maior valor de Ryp é 4. A escolha da maior Area Cromatografica (ou Fator de Resposta)
como divisora das demais foi devido 4 suposigso de que ela representaria a maior sensibilidade do
DCE, uma vez que manipulamos concentragBes iguais para cada composto.

Os valores de Ry foram analisados com o programa Trend, para obter a equag#o da regressfio

que resultaria na condiglio de temperatura e pressio correspondenie 4 maior Ryp. Portanto esta seria a
condigo otimizada para a sensibilidade.

IV.2.5.2 - Uso das dreas cromatogrificas

No primeiro estudo foram utilizados as menores e maiores temperaturas e pressdes do estudo
de otimizacio do DCE para cada composto. Esses valores determinaram o nivel superior () e inferior
(-) das varidveis temperatura e pressio. A Tabela IV.16 contém os valores dos coeficientes da

regressdo quadratice, os dados estatisticos e os valores otimizados de temperatura do DCE e press#io
de gas.
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Tabela IV.16 - Coeficientes da regressfio quadratica obtidos para a ofimiizagfo da sensibilidade do
DCE para a_mistura dos compostos.

Coeficientes Resultados teste t

b, 2,82 +0,0034 0,015

b, 0,053 + 0,0024 0,010

b, 0,052 +0,0024 0,010

by, -0,13 =+ 0,0036 0,016

ba, -0,13 & 0,0035 0,015

by, 0,030 + 0,0029 0,012

Teste F F tabelado F calculado Conclusfo sobre a
repressio
(95%, 5, 5)8 5,05 1,08 ndo significativa
Valores das Varigveis

Temperatura (°C) 239
Pressfo (psi) 6,2

2 95% de confiabilidade e graus de liberdade para a regressfo e desvio respectivamente.

O resultado da andlise estatistica, F 4in1aq0 menor que Fiabelado- indica que este estudo niio ¢
siginificativo ao nivel de 95% de confianga. Provavelmente este resultado é devido s amplas faixas
de temperatura e pressdo utilizadas. ‘

Para as Areas Cromatograficas obtidas em cada ensaio experimental foi utilizado o programa
"pea” (principal components analysis) com o objetivo de selecionar os scores principais, que
corresponderiamn as Areas Cromatograficas. Esses scores apresentaram valores de residuos elevados
apos tratamento com a metodologia de superficie de resposta (programa Trend). Altos valores de
residuos inviabiliza o uso deste tipo de tratamento pois indica que os resuliados experimentais estfio
em desacordo com o modelo adotado.

Assim, foi feito um segundo estudo para esta otimizag#io, uma vez que a analise de varidncia
para os dois métodos indicou que a regressfic obtida ndo & significativa. A expectativa foi que uma
menor faixa de temperatura e pressdo para as vanidveis pudesse levar as melhoras. Como os
coeficientes angulares (Fatores de Resposta) das curvas de calibragio é uma forma de representar
Area Cromatografica, oplamos em trabalbar com a otimizagfio dos Fatores de Respostas .

IV.2.5.3 - Uso do Fator de Resposta (coeficiente angular)
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A tabela IV.17 resume a faixa de temperatura e pressfio utilizados e os valores obtidos para a
Rep (equagio TV.16) calculado com os Fatores de Resposta. Da tabela também constam os Fatores de
Resposta obtidos para os compostos.

Tabela IV.17 - Valores experimentais obtidos para a otimizag#o da mistura a partir dos Fatores de
Resposta.

Fatores de Resposta

temperatura |  pressdo HCB Aldrin Dieldrin Hepiaclor | Resposia
©0) (psi) da funglo
235 4,0 1926.9 1622,5 786,9 4358 2,35
240 4,0 20113 16629 758,2 489,2 2,42
245 4,0 2032,2 17098 951.3 508,1 2,58
235 6,0 11299 10679 1070.8 4131 1,81
240 6,0 16024 14249 872,1 445,1 2,14
240 6,0 15754 1430,6 8843 441,1 2,13
240 6,0 15838 1401,9 827,9 443 4 2,09
245 4.0 1699.5 14344 638,1 4191 2,06
235 8.0 1706,7 13726 807,1 4335 2,13
240 8,0 16749 12783 1065,9 409,7 2,18
245 8,0 1491.3 1232,1 8439 3748 1,94

A tabela IV.18 contém os valores dos coeficientes da regressfio quadritica e os testes
estatisticos obtidos pela aplicagio do programa Trend aos resultados da tabela IV 17,

Tabela IV.18 - Coeficientes da regressio quadratica e valores estatisticos para a otimizagido da
mistura de HCB, Aldrin, Dieldrin e Heptaclor.

Coeficientes Resuliados teste t
by 2,094 +0,00024 0,066
by 0,048 + 0,00012 0,046
b, ~0,18+0,00012 0,046
by, ~0,081+0,00028 0,072
by 0,23+ 0,00026 0,069
by, 0,11+ 0,00017 0,057
Teste F F tabelado F calculado Conclus#o sobre a regressfo
(95%, 5, 5)8 5,05 9,99 significativa

& 95% de confiabilidade e graus de liberdade para regressfio e desvios.

36



Como verifica-se na tabela IV.18, os tesies estatisticos indicaram que todos os coeficientes s8o
significativos em relag3o aos erros padrdes, fesie-t e teste F. Através da equaclo da regressfio foi
possivel calcular os valores escalonados e reais das varisveis temperatura e pressio que fornecem a
melhor sensibilidade para os quatro compostos em uma mesma corrida cromatografica. Estes valores
s80 240°C ¢ 6,4 psi.

Deste mnodo, conseguiu-se através de métodos matematicos, valores fundamentados de
temperatura do detector e presséio de gas make-up para o trabalho de analise de alguns pesticidas.
Estes valores podem se aproximar da idealidade de operagio do DCE.

37



V - Utilizagao da fragio de drea de inicio a0 maximo de detec¢dio como um
novo parimetro de cilculo de drea.

V.1 - Meétodos de quantificacfio de picos cromatograficos

Os metodos de quantificachio de picos cromatograficos podem ser classificados em dois
grupos. Num grupo estio os métodos manuais e mecanicos, que s#o aplicados a cromatogramas
registrados anal6gicamente. A qualidade desses métodos depende da qualidade do tragado dos
cromatogramas. No segundo grupo estfio os métodos computacionais, que operam sobre conjuntos de
valores discretos digitalizados da intensidade de sinal cromatografico.29 A qualidade dos métodos
computacionais dependem de como a sequéncia desses sinais discretos descreve o perfil de variacéio
do sinal cromatografico, que ¢ analogicamente gerado no detector, e da qualidade do software com
que se analisamn os sinais digitalizados.

V.1.1 - Quantificagfio manual de picos cromatogrificos.

O parirnetro cromatografico quantitative fundamental é a 4rea do pico. Para simplificar o
trabalho pode-se utilizar & altura do pico, porém este modo de quantificagfio tem limitagSes. Seguem
os principais métodos de medidas de picos cromatograficos.

- Altura do pico. A altura é medida do maximo do pico 4 sua linha de base. () E a técnica
manual mais sizniples e rapida; consiste na suposigo de que a quantidade de material correspondente
a um pico € proporcional 4 sua altura, desde que nfio ocorram mudangas no sistema cromatografico,
que causem variacOes nas larguras dos picos.

- Medida da Altura e Largura do Pico. A 4rea do pico (A) é calculada por:

A=h-W {equacio V.1)

sendo h a altura méaxima e Wh a largura do pico medida & meia altura. Este ¢ o método manual mais
difundido e parte do principio de que um pico cromatografico pode ser aproximade por um trifngulo
isésceles.5) O método ¢ bom para picos bem resolvidos e simétricos, porque assimetria e
sobreposighio de picos provocam redugdo na exatiddo da medida 31

- Triangulaciio. Calcula-se a 4rea do pico por:

A:%-h-wb (equagtio V.2)
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Neste meétodo utiliza-se a largura da base (W) do pico. Ele nfio é bom quando 08 picos
cromatograficos apresentam assimetria e sobreposico.(31)

- A area de Condal-Bosch. E um método desenvolvido para compensar erros de assimetria no
calculo da drea do pico. A altura (h) ¢ multiplicada pela média das larguras a 15% e 85% da
altura.(31)

A==
2

‘B[ Wos+ Wogs] (equagdio V.3)

Uma desvantagem deste método é a sua limitagiio para picos insuficientemente resolvidos,
que impossibilitam que a largura a 15% da altura seja medida com confianga.(31)

- As variagBes de Foley. Foley desenvolveu equagdes para caleulo de rea de picos baseado na
funcic da Gaussiana Exponencialmente Modificada (EMG). Ele mostrou que para 90% de picos
assimétricos a 4rea pode ser expressa como:

A=0,753-h-Wps (equagiio V.4)

onde h ¢ a altura do pico e Wy 55 é a largura do pico a 25% de sua altura. Este método ¢ mais
vantagioso que o de Condol-Bosch, por ser mais rapido e porque a altura a 25% sofre menos
sobreposi¢do do que a altura a 15 %.031)

- Corte e pesagem. O pico ¢ cuidadosamente corfado do papel e pesado em balanga analitica.
A érea do pico € proporcional 4 massa da segio recortada. A maior vantagem desta técnica é que ela
pode contornar problemas de picos distorcidos e com caudas. As suas desvantagens dependem da
regulanidade do papel, da habilidade manual do operador e do tamanho do pico. Acresce que ha
destruigio do cromatograma.

- Integragiio Mec&nica. Envolve o uso do planimetro ou do integrador bola-e-disco, que sdo
dispositivos que medem dreas de figuras geométricas tragando o perimetro compreendido por elas.
Com o uso do planimetro, o método ¢ trabalhoso e depende muito da habilidade manual do operador
e do tamanho e da forma do pico.(?: Quanto aos integradores bola-e-disco, eles possivelmente ndo
s#o mais fabricados, devido ao custo elevado, pois sfio instrumentos de mecanica fina.

V.1.2 - Métodos computacionais autométicoes para cilculo de picos cromatograficos.

Os métodos de andlises de dados cromatogrificos baseados em integradores digitais
apresentam duas vantagens sobre os métodos que utilizam o tragado dos cromatogramas: a
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diminnigio do tempo de operagio, principalmente em cromatogramas complexos(?4) e a maior
repetibilidade nos calenlos das dreas (32)

Muitos algoritmos calculam as areas dos picos como sendo o somatério das fatias enire o
inicio e o fim dos mesmos. Este método, que tem a vantagem de ser simples e rapido ¢ o mais usado
em equipamentos e software comerciaie de processamento computacional de sinais cromatograficos.
Obviamente, ele tem Limitag8es para o tratamento de picos sobrepostos. Erros também podem ocorrer
para picos assiméfricos e de areas muito diferentes. A assimelria, ou Razio de Assimelria, € ¢
quociente entre a segunda metade da largura do pico e a primeira metade da largura do pico. Quanto
maior o valor da assimetria maior é a cauda apresentada pelo pico cromatogréfico. B comum que esta
medida seja feita a 10% da altura do pico.(3D)

Um meétodo adequado para a quantificaco de picos sobrepostos € o de "tangent
skimming".(33) Qutra alternativa ¢ a deconvolugéio numérica, onde varios modelos matematicos para
as formas dos picos tém sido usados, entre eles: Funcdo de Lorentz-Cauchi, Fungfio Gaussiana e
Fung#o Gaussiana Exponencialmente Modificada (EMG).

V.2 - O uso da &rea compreendida entre o inicic € o maiximo de detecgiic para
quantificaciio de picos crematograficos.

A maioria dos programas de analise de dados cromatograficos detecta os picos pela anélise de
derivadas do sinal.®3) Para qualquer forma de pico, admitindo livha de base horizontal, a primeira
derivada torna-se positiva no seu inicio, passa por maximos nos pontos de inflexfio, troca de sinal no
méaximo do pico e volta a ser zero no seu final. A segunda derivada ¢ zerada nos pontos de inflexio do
pico e € minimizada no maximo de amplitude do pico. Portanto, a variagdo da primeira derivada pode
ser usada para detectar o inicio de um pico, e o comportamento da segunda derivada pode ser usado
para confirmar se trata-se de um pico e nfio de uma deriva (drift) do sinal da linha de base de fundo
do detector, porque esta tem a primeira derivada constante e a segunda derivada nula (2%

Um aspecto critico no caleulo das derivadas de sinais é o da detecglio do final do pico. Picos
cromatograficos geralmente apresentam caudas, que sfio regiSes onde os sinais variam suavemente,
comprometendo & sensibilidade da detecglio do final do pico pela variagiio das derivadas (29 Desta
forma nos programas computacionais de calculo de area o erro no calculo ocomre principalmente na
determinacg#o de final de picos assimétricos.

Na tentativa de contomar esta dificuldade foi explorado um método mais simples, que ¢ o de
uso da 4rea compreendida entre o inicio e o ponto de maximo do pico cromatografico, aqui
denominada de SMA, do inglés Start 1o Maximum Area. A SMA foi implementada como sub-rotina



no programa disponivel LECROM®), que calcula areas por somaldrio de fatias dos picos
digitalizados.

V.2.1 - Comparagio enfre a SMA e o método convencional de calculo de 4rea.

Utilizando mesmas corridas cromatograficas foram comparados os resultados obtidos de 4reas
calculadas de forma convencional, ou seja, do inicio ao fim do pico cromatografico (denominado
neste trabalho por Area Total) e afravés da SMA. Curvas de calibragio foram feitas para os
pesticidas, individualmente ¢ misturados, utilizando o DCE. Também foi testado o 1-octanol e 1-
nonanol utilizando o detector por ionizagfio em chama (DIC). No caso dos pesticidas os dados das
curvas foram Jevantados com dois métodos quantitativos, os de Padronizagiio Externa e Interna, para
avaliagBes de eventuais efeitos de repetibilidade de injegBes. Todos os picos estudados eram
assimétricos, como mostrado na tabela V.1, pelos valores de suas assimetrias a 10% de altura(24).
Para os pesticidas foram usados dois periodos de pulso do DCE.

Tabela V.1 - Valores de assimetria? dos compostos utilizados para a comparagio entre o método
convencional e a SMA no célculo da 4rea cromatografica.

Detector Compostos
HCB Heptaclor Aldrin Dieldrin 1-octanol 1-nonanol
DCE (15 us) 1,84 1,16 1,35 1,32 T st
DCE (50 ps) 1,80 1,09 1,34 1,26 *x4% LT
Dic 2354 Ex FTT 1 ] ST T ] 4,80 4,90

() agsimetria a 10%

Para os pesticidas analisados individualmente foram utilizados valores de temperatura do
detector e vazdio de gis make-up obtidos no estudo para a otimizagio da maxima sensibilidade do
DCE. Como o estudo para ofimizagio da sensibilidade do DCE para a mistura dos pesticidas ainda
nfio havia sido concluida, estes compostos foram analisados nas seguintes condigles cromatograficas:

- coluna: silica fundida 3% fenil metil silicone WCOT HP-1 (Hewllet-Packard Corp.,
Avondale, PA), 5 metros de comprimento, di = 0,53 mm, df = 2,65 um.

- temperaturas: coluna: 185°C

detector: 231°C
injetor: 2500C
- g4s de arraste: Nitrogénio super-seco a $ ml/min
- g4s make-up: Nitrogénio super-seco a 7 psi ou 4,5 ml/min
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- condigdes de operagio do DCE: 15 ps ¢ 50 ps

- condicionamento do sinal: Pye Wide Range Amplifier (Pye Unicam 1Ltd)) conectado ao
conversor A/D de 12 bit DACA (IBM Corp., Boca Raton, FL), com taxa de aquisigio de 18.2044
elementos de sinals'l,

Foram construidas curvas de calibragic dos pesticidas em iso-octano utilizando os métodos de
Padronizagio Externa e Interna. O método de preparagiio das solugBes ¢ descrito no capitulo VL O
padrio intemno utilizado foi o Aldrin, eujo tempo de refengfio é intermediario aos demais e apresenta
estrufura semelhante aos oai;cegs pesticidas. A figura V.1 mosira o cromatograma desta analise.

1B O Om
1500
1200+
J— ALDRIN
faw)
"C“ HEPTACLOR
3 200 - DIELDRIN
6500 - }
T ¥ L] T
50 100 150 200 250
t s

Figura V.1 - Cromatograma dos pesticidas obtidos utilizando periodo de pulso de 15 us

Os cromatogramas foram coletados com o programa LECROM. Apos coletados, os
cromatogramas foram analisados pelo programa ANAS5.PAS, com os seguintes parimetros:

- limite minimo de inclinaglio para dectecgfio de picos: 0 mv/s

~ largura minima para a confirmagsio de pico: 1 s

- alocaco de tempos de retengdo: poliménio de 20 grau com janela de regresséio de 13 pontos

- filtro de ruido: n#o aplicado

Os resultados foram exportados para uma planilha de calculo para processamento.

A andlise dos dlcoois foi realizada de forma similar aos pesticidas, sendo ufilizado o
cromatégrafo PU-104 equipado com DIC. As solugdes foram preparadas em iso-octano e as
condigSes cromatograficas foram:

- coluna: SE-30;, 1,5 metros de comprimento d; = 4,0 om

- temperaturas: coluna: 110°C (1-octanol) e 120°C {1-nonanol)

detector: 200°C e injetor: 200°C

- gas de arraste: 25 m/min (1-octanol) e 30 ml/min (1-nonanol)

- vazBes no detector: Hidrogénio: 40 ml/min e Ar: 600 mV/mmin

- ganho do amplificador: 109 A
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- condicionamento do sipal: Pye Wide Range Amplifier (Pye Unicam Lid) conectado ao
conversor A/ID de 12 bit DACA (IBM Corp., Boca Raton, FL), eom taxa de aquisigiio de 18.2044
elementos de sinal s,

Para todas as curvas de calibragio foram feitos festes estatisticos para a verificagiio da
validade do modelo SMA adotado, conforme descrito no item V.2.3 - Tratamento estatistico.

Nas paginas 43 a 54 (tabelas V.2 a V.6 e figuras V2 a V.8) estdo os resuliados e as curvas de
calibragfio obtidas pelo método de padronizagio externa. No item V.2.2 estfo os valores dos
coeficientes angulares, lineares € de correlagfio dos dados das curvas de calibragéio.

Tabela V.2 - Dados das curvas de calibragiol de Aldrin, Dieldrin, Hexaclorobenzeno e Heptaclor:
areas, estimativag do desvio padriio (8) e do desvio padréio relativo (sr) e correspondentes massas
imjeiadas dos pesticidas.

Aldnin
Area Total SMA

m (pg) 4rea 8 8¢ m (pg) area 8 Sr
265.8 130364 2637 2 266,8 61716 1228 2
531,5 256746 80004 3 532,5 121376 2127 2
7973 407851 o * 7973 180055 7093 4
1063,0 482856 11644 2 1063,0 214350 8134 4

13288 605589 13491 2 13298 265034 TO7 2

Dieldrin
m (pg) érea 8 8¢ m (pg) frea 8 Sr
28.6 75259 ol * 28,6 36644 i *
85,9 301886 11951 4 85,9 144238 871 1
143,1 517084 21485 4 1431 244760 12596 5
Hexaclorobenzeno
m (pg) area 8 Sp m (pg) drea 8 §r
242 39314 386 1 24,2 16871 608 4
48.5 81178 3005 4 48,5 32598 934 3
727 17518 175 0 72,7 46475 394 i
96,9 154922 7731 5 96,9 50878 1088 2
121,2 194136 6113 3 121,2 76712 1871 2
Heptaclor

m (pg) brea § S m {pg) area 8 Sy
23,1 42792 215 1 23,1 21004 582 3
43.9 77109 3824 5 43,9 37755 935 3
87.8 163523 4572 3 87,8 81320 3173 4
131,6 250853 14075 6 1316 127701 7139 6
175,5 322309 3139 1 175,5 162109 677 0
2194 400294 12820 3 2194 201718 9909 5

! inje¢Ses em triplicata
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Figura V.2 - Curvas de calibragio, A: para Aldrin e B: para Dieldrin. C a F: curvas de Fator de
Resposta versus niimero da injeg4o e respectivos limites de confianga para 95% do teste-t. Todos os
dados gerados a partir da 4rea total e da SMA.
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Figura V.3 - Curvas de calibragfo, A: para Hexaclorobenzeno e B: para Heptaclor. C a F: curvas de
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Todos os dados gerados a partir da 4rea total e da SMA.
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Tabela V.3 - Dados das curvas de calibragfio! do Dieldrin, quando misturado com os demais
pesticidas, enmn diferentes periodos de pulso: areas, estimativas do desvio padrio (8) e do desvio
padrdo relativo (s1), e correspondentes massas injetadas dos pesticidas.

Periodo de pulso: 15 us
Area Total SMA
m(pg) | 4rea : o | mQg | 4ra 5 5t
59,38 46682 3731 8 59,38 21388 1653 8
113,36 82691 14872 18 113,36 40685 3319 8
167,34 145231 12019 8 167,34 66589 4225 6
221,32 193878 28090 15 221,32 88564 9982 11
275,30 301111 9033 3 275,30 128059 14824 12
329,28 258252 Frass ** 329,28 122116 hitititd **
Periodo de pulso: 50 ps
Area Total SMA
m {pg) area 5 S m (pg) rea 8 8¢
55,79 199262 9499 5 55,79 90443 1287 1
106,51 325776 29562 9 106,51 143882 1718 1
157,24 451827 37995 8 157,24 214171 21564 10
207,96 652704 63371 10 207,96 349899 8125 2
258,68 772913 39498 5 258,68 435859 5707 |
309,46 909311 19037 2 TS i s **

1 injegBes em triplicata




Tabela V4 - Dados das curvas de calibrag#o! do Hexaclorobenzeno, quando misturado com os
demais pesticidas, em diferentes periodos de pulso: 4reas, estimativas do desvio padriio (s) e do
desvio padrio relativo (s1), e correspondentes massas injetadas dos pesticidas.

Periodo de pulso: 15 us
Area Total SMA
m (pg) drea 5 st mpg) | 4rea s 6
5,17 4145 223 5 5,17 2253 47 pi
56,85 43515 678 1 56,85 19226 802 4
108,53 104919 4187 4 108,53 40266 1033 3
160,22 160665 3926 2 160,22 63965 2635 4
211,90 212585 5871 3 211,90 83297 1728 2
263,58 276813 8386 3 263,58 125661 4442 4
Periodo de pulso: 50 ps
Area Total SMA
m (pg) area 8 S m (pg) area § St
3,21 11519 926 8 3,21 4341 155 4
35,34 133991 3783 3 35,34 54948 798 2
67,48 2538406 13704 5 67,48 100125 4319 4
99,61 343169 20198 6 99,61 i i ¥
131,87 438589 25456 6 131,87 213176 3287 2
163,87 503665 21063 4 163,87 269353 8937 3
196,00 519769 34107 7 196,00 307772 6068 2
1injecSes em triplicata
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Tabela V.5 - Dados das curvas de calibragio! do Heptaclor, quando mishwado com os demais
pesticidas, em diferentes periodos de pulso: 4reas, estimativas do desvio padrfio (8) e do desvio
padrdo relativo (sr), e correspondentes massas injetadas dos pesticidas.

Periodo de pulso: 15 ps
Area Total SMA
m (pg) drea 8 Br m (pg) 4rea 8 8
60,66 23017 1151 5 60,66 10965 885 8
115,81 47401 752 2 115,81 22796 425 2
170,96 73472 2962 4 170,96 34671 1154 3
226,11 90925 6399 7 226,11 43558 3181 7
281,26 129353 10406 8 281,26 61811 3908 6
336.41 144641 e * 336,41 67976 g *
Pertodo de pulso: 50 us
Area Total SMA
m(pg) | rea s st | m(pg) | drea 5 5
4,62 5470 *EEx * 4,62 2762 i *
50,85 70910 1694 2 50,85 31684 33 0
97,08 120296 238 0 97,08 60465 400 1
143,31 123650 1730 1 14331 01599 210 0
235,77 312704 2590 1 235,77 152328 4009 3
282,00 357426 22 0 282,00 182084 10934 6

1 injecdes em triplicata
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Figura V.4 - Curvas de calibragfio, A: para Hexaclorobenzeno e B: para Heptaclor, C a F: curvas de
Fator de Resposta versus nimero de injecdo e respectivos limites de confianga para 95% do teste-t.

Todos os dados gerados a partir da area total e SMA.
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Figura V.7 - Curvas de calibragdo, A: para Dieldrin. B e C: curvas de Fator de Resposta versus
ntmero da inje¢do e respectivos limites de confianga para 95% do teste-t. Todos os dados gerados a
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Tabela V.6 - Iados das curvas de calibragfio! dos Alcoois: 4reas, estimativas do desvio padriio (s) e
do desvio padréo relativo (sr), ¢ correspondentes massas injetadas dos pesticidas,

1-nonanol
Area Total SMA
m {g) area 8c m (g) drea 8 8y
0,238 64785,7 1193 2 0,238 16784 219 1
0,477 ‘1278033 1245 1 0,477 33703 703 2
0,715 188424,5 3286 2 0,715 50167 1056 2
0,953 2405240 2477 1 0,953 66533 416 i
1,192 2891263 2116 1 1,192 81621 585 1
1,430 3340887 7835 2 1,430 04829 2786 3
1-octanol
Area Total SMA
m {g) area 8 By m (g) drea § ST
0,287 76950 846 1 0,287 18463 175 1
0,575 154629 1804 1 0,575 37035 171 1
0,862 211438 1344 1 0,862 52789 568 1
1,149 278481 1266 1 1,149 69952 2003 3
1,437 334370 8699 3 1,437 86246 3015 4
1,724 394543 6493 2 1,724 102280 943 1

! inje¢Bes em triplicata
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Figura V.§ - Curvas de calibragfio, A: para 1-octanol e B: para 1-nonanol. C a F: curvas de Fator de
Resposta versus niimero da injeg#o e respectivos limites de confianga para 95% do teste-t. Todos os
dados gerados a partir da 4rea total e da SMA.

Objetivando eliminar problemas de preciso nas injeg3es das amostras, foram feitas curvas de
calibrago utilizando o método de padronizagBio inferna. As mesmas corridas crornatograficas foram
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usadas para o céleulo das 4reas via Area Total e SMA. As tabelas V.7 2 V.9 e as figuras V.92 V.12
exprimem os resuliados e as curvas de calibrago obtidos.

Tabela V.7 - Dados das curvas de calibragdo! para Dieldrin, quando misturado aos demais pesticidas,
utilizando o meétodo de padronizagio interna: areas, estimativas do desvio padrio (s) e do desvio
padriio relativo (s1), e correspondentes massas injetadas de Dieldrin.

periodo de pulso 15 ps
Area Total SMA
razio de | razode ] Sp raziode | razdode 8 Sr
massa area massa 4rea
0,62 0,5421 0,0601 11,1 0,62 0,5446 0,0570 10,5
1,18 0,9552 0,1567 16,4 1,18 1,0489 0,8332 7,9
1,74 1,6202 0,1289 8.0 1,74 1,6404 0,1216 7.4
2,31 2,3197 0,1074 4,6 2,31 2,3075 0,0820 3.6
2,87 3,0021 0,0927 3.1 2,87 3,0337 0,1924 6,3
3,43 3,0164 SEEXE LT3 343 3,0640 *EEER kX%
periodo de pulso 50 ps
Area Total SMA
razio de | razfode 8 Sp razfode | razdode 8 s
massa area 1nassa area
1,17 1,1267 0,1017 9,0 1,17 1,1315 0.0333 2,9
2,23 1,9252 0,0773 4.0 2,23 1,9181 0,1967 10,2
3,30 2,9736 0,2017 6,8 3,30 il *rExx e
4,36 3,9491 0,3082 7,8 4,36 ik i ¥
5,43 4,5489 0,3890 8,6 5,43 4,2550 0,3651 8,6
6,49 48366 | 0,0821 1,7 6,49 50656 | 02543 5,0

! inje¢Bes em triplicata
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Tabela V.8 - Tados das curvas de calibragio! para Hexaclorobenzeno, quando misturado aos demais
pesticidas, utilizando o método de padronizaglio interna: areas, estimativas do desvio padréo (s) e do
desvio padriio relativo (s1), e correspondentes massas injetadas de Dieldrin.

periodo de pulso 15 ps
4rea Total SMA
raziode | razdode § By raziode | razdo de 8 8¢
MASSa area MAREE area
0,054 0,0524 0,0051 9,7 0,054 0,0552 0,0042 7.6
0,59 0,5791 0,0385 6,7 0,59 0,4985 0,0190 3,8
1,13 1,2139 0,0104 0,9 1,13 1,0393 0,0652 6,3
1,67 1,7925 0,0361 2.0 1,67 1,5755 0,0804 5,1
2,21 2,5630 0,1919 7,5 2,21 2,1810 0,1393 6,4
2,75 2.9316 0,1404 4,8 2,75 2,5768 0,1308 5,1
3,28 3,7228 L2E 1L ET 21 3,28 3,1530 FhERk £5%
periodo de pulso 50 us
Area Total SMA
raziode | razdode § Sp razdo de | razfode 8 8r
massa 4rea massa 4rea
0,067 0,0746 0,0020 2,6 0,067 0,0646 0,02505 3,6
0,74 0,7788 0,0251 3,2 0,74 0,6944 0,06164 4,7
1,42 1,5295 0,0438 2,9 1,42 1,3097 0,06239 3,3
2,09 2,1919 0,0774 3,5 2,09 1,9178 0,15309 6,0
2,77 24164 0,0746 3.1 2,77 2,5597 0,01400 0,45
3,44 2,9259 0,0543 1,9 3,44 3,1115 0,01534 3,1
4,11 2,8384 0,0852 3,0 4,11 3,4362 i *x%

! injegdes em triplicata
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Tabela V.9 - Curva de calibragio! para Heptaclor, quando misturado aos demais pesticidas,
utilizando o método de padronizagio interna: 4reas, estimativas do desvio padrio (g) e do desvio
padrio relativo (sr), e correspondentes massas mjetadas de Dieldrin.

periodo de pulso 15 ps
Area Total SMA

raziode | razfiode 5 Sy raziode | razfiode 8 Br

Iasgsa 4rea massa Area
0,63 0,274} 0,0036 13 0,63 0,2840 0,0170 6.0
1,21 0,5488 0,0172 3,1 1,21 0,5882 0,0294 5,0
1,78 0,8196 0,0252 3.1 1,78 0,8538 0,0328 3.8
2,36 1,0930 0,0355 3,2 2,36 1,1378 0,0532 4,7
2,93 1,3665 0,0208 1.5 2,93 1,4681 0,0625 4.3
3,50 1’6894 ¥tk £33 3 3=50 1’7056 L2 T L2 3

periodo de pulso 50 ps
Area Total SMA

razdode | raziode § By raziode | razdode g 8¢

massa area massa drea
0,097 0,0370 0,0075 1.9 0,097 0,0401 0,0001 6,0
1,066 0,4003 0,0546 7.6 1,066 0,4085 0,0700 8,6
2,036 0,7221 0,0083 0,7 2,036 0,8183 0,0761 58
3,006 1,2094 | 0,0294 2.0 3,006 1,3128 00637 3,8
3,98 1,5070 0,0482 2,6 3,98 1,6677 0,0672 3,6
4,94 1,8385 0,0720 3,8 4,94 1,8495 0,0391 1,9
5’91 1,9019 *¥Ex% %% 5,91 2,0728 1T ¢4 %3

! injegBes em triplicata
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Figura V.9 - Curvas de calibrag#o utilizando método da padronizacfo interna A: para
Hexaclorobenzeno e B: para Heptaclor. C a F: curvas de Fator de Resposta versus nimero da injegdo
e respectivos limites de confianca para 95% do teste-t. Todos os dados a partir da érea total e da
SMA,.
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C: curvas de Fator de Resposta versus nimero da injegfo e respectivos limites de confianga para 95%
do teste-t. Todos os dados a partir da 4rea total e da SMA.
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Figura V.11 - Curvas de calibragiio utilizando método da padronizagio interna A: para
Hexaclorobenzeno e B: para Heptaclor. C a F: curvas de Fator de Resposta versus nimero da injecio
e respectivos limites de confianca para 95% do teste-t. Todos os dados a parfir da area total e da
SMA.
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Figura V.12 - Curvas de calibragfio utilizando método da padronizagio interna A: para Dieldrin. Be
C: curvas de Fator de Resposta versus numero da injegio e respectivos limites de confianga para 95%
do teste-t. Todos os dados a partir da 4rea total e da SMA.,

A validade do uso da SMA foi testada pela comparagfio entre os coeficientes lineares e os
coeficientes de correlagdo das curvas de calibragfio obtidas anteriormente.

V.2.2 - Interpretaciio dos resultados

Em ambos os casos, com o uso da padronizagfo externa ou interna, era esperado wma melhor
linearidade da regresso quando utilizada a SMA, devido as suposicBes deste método estar isento de
erros de determinacio de final de picos cromatograficos.

As tabelas V.10 a V.12 mostram as regressdes das curvas obtidas pela padronizac8o externa e
inferna, ¢ o ganho ou perda no valor do coeficiente de correlagsio.
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Tabela V.10 - Coeficientes anpulares, lineares e de correlagio obtidos pelo método de padronizagsio
externo para cada pesticida analisado individualmente e para os &lcoois.

Area Total SMA
coef. coef. coef, de coef. coef. coef. de | ganho?
angular linear | correlagio | angular linear correlagfio

Aldrin 4427 23717,7 1| 0,99544 188,0 18622,9 | 0,99568 +0,02
Dieldrin 38587 -33311,6 | 0,99989 1817,6 -14215,2 | 0,99981 | +0,0080
HCB 581.6 23972 0,99976 610,4 23187 0,99974 | -0,0020
Heptaclor 1837.5 830,8 0,09948 9315 -498 8 0,99914 ~0,034

loctanol 218,2 223119 | 0,99884 58,31 256819 | 099981 +0,10

1nonanol 225,7 192004 | 0,99773 65,97 223867 | 0,99913 +0,14

8 aumento (+) ou redugiio (-) do coeficiente de correlagdo com o uso da SMA

Tabela V.11 - Coeficientes angulares, lineares e de correlagio obtidos pelo método de padronizaciio
externa para cada pesticida das misturas.

periodo de pulso: 15 us

coef. coef. coef. de coef. coef. coef. de | ganho?
angular linear | comrelagio | angular linear correlaciio
Dieldrin 933,9 -13954,8 | 0,99525 4213 -4827.5 0,99858 +0,33

HCEB 1042,1 -6047.5 0,99917 4090 22463 0,99910 | -0,0070
Heptaclor 4155 -4828,7 0,99546 2129 -1975,6 0,99488 | -0,058
periodo de pulso: 50 ps
Area Total SMA
coef. coef. coef. de coef. coef. coef.de | ganho?

angular linear | correlagfio | angular linear | correlacfio
Dieldrin 2868.,6 281720 0,99765 13623 4978.,8 0,99821 | +0,056
HCR 3306,3 139524 0,99663 1653,2 -4449 2 0,99928 +0,26
Heptaclor | 12852 803,2 0,99912 6494 -1244.6 0,99994 | +0,082
2 aumento (+) ou redugfo () do coeficiente de correlaciio com o vso da SMA
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Tabela V.12 - Coeficientes angulares, lineares e de correlagio obtidos pelo método de padronizagiio

interna para cada pesticida nas misturas.

' periodo de pulso: 15 ps
Area Total SMA
coef. coef. coef. de coef. coef. coef. de | ganho?
angular linear | correlaglo | angular linear | comrelagdo
Dieldrin 1.0667 -0,200 0,99370 1,0458 -0,144 0,99809 +0,44
HCB 1,1321 -0,0529 0,99819 0,9678 -0,0327 0,99922 | +0,010
Heptaclor | 00,4875 -0,0430 0,99912 0,4889 -0,0256 0,99941 -0,015
periodo de pulso: 50 us
Area Total SMA
coef’ coef. coef. de coef. coef. coef. de | ganho?
angular Linear | correlagfio | angular linear | correlagio
Dieldnn | 0,8944 0,0197 0,99857 0,7377 0,268 0,99998 +0,14
HCB 1,053% 0,0074 0,99973 0,9211 0,00511 0,99967 | +0,024
Heptaclor | 0,3776 | 0,000469 | 099818 0,4290 -0,240 0,99869 | +0,051

2 aumento (+) ou redugdo (-) do coeficiente de correlagéio com o uso da SMA

A anslise das curvas de calibraglio obtidas a partir das soluges mdividuais dos compostos,
tabela V.10, indica que os coeficientes de correlagio e lineares das retas methoram ou permanecem
praticamente malterados quando vtilizadas as SMA ao invés das Areas Totais. Uma pequena piora na
linearidade ocorreu para o Heptaclor cuja assimetria é a mais proxima da unidade. As tabelas V.2 e
V.6 indicain que as estimativas dos desvios padrBes relativos das 4reas (sp) sdio, de forma geral,
menores quando utilizadas as SMA.

A anahise das curvas de calibragic obtidas com a mistura dos compostos, tabelas V.11 e V.12,
indica methoras dos coeficientes de regressfio e lineares, quando usadas as SMA. Também neste caso
houve pequena piora no coeficiente de regressfio para o Heptaclor.As fabelas V3aV5e V7a V9
mostram que, com excess#o do Heptaclor, a tendéncia dos desvios padries relativos das dreas ¢ a de
serern menores com ¢ uso das SMA.,

Conclui-se que os coeficientes de correlagiio tendem a ser mais préximos da unidade quando
utilizam-se as SMA. Note-se que quando ocorre o mverso, as diferencas entre os coeficientes de
coirelagio obtidos com as SMA e as Areas Totais sfio muito pequenas. A fendéncia de melhores
coeficientes de correlacfo obtidos com as SMA ¢ indicagfo de melhores repetibilidades entre injeces
em iriplicatas.
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Outra importante constatag#o foi a tendéncia dos coeficientes lineares aproXirarem-s¢ mais
das origens das curvas de calibragio quando sfo usadas as SMA. Isto também sugere que eITos Nos
caleulos das 4reas menores também sfo minimizados pelo método da SMA.

Em alguns casos houve aparente aumento de faixa dindmica linear. As figuras V.5A, V6A e

V.11A ilustram  este fato, o qual pode ser atribuido a melhoras nas medidas das areas de picos
quando utilizada a SMA.

V.2.3 - Tratamento Estatistico(relativa as referéncias 23, 34, 35, 36)

Os dados obtidos durante a construgio de curvas de calibragdo foram ajustados a modelos
lineares teéricos os quais deveriam fornecer a melhor curva possivel. A aceitagio ou ndo desses
modelos ¢ frequentemente feita através da analise de varincia (ANOVA).

Como discutido no capitulo IV, item 234, a analise de variincia utiliza a soma dos
quadrados (8QQ) das fontes de variag8es do modelo dividida pelos respectivos graus de liberdade. Esta
relagBo € chamada de média quadratica (MQ), e ¢ estatisticamente igual a estimativa da varidncia
(s%). As médias quadradas podem ser utilizadas para testar hipdteses sobre os modelos adotados. No
capitulo IV foi discutido 2 varifincia de Fisher para a regressio. Neste capitulo serd discutido a razfio

de F para a falia de ajuste, a qual determina se o modelo adotado ¢ estatisticamente significante para
a falta de ajuste. Este teste ¢ calculado como:

. ,
F, = 48—?— (equagio V.5)

Sendo ey, efro puro e g, falia de ajuste.

A tabela V.13, a qual ¢ uma complementagiio da tabela IV.14, mostra como fazer os calculos
para determinar © teste F para falta de ajuste.

Quanto rnaior o valor numérico de Fgujia de ajuste aior é a certeza de que o modelo
apresenta uma real falia de ajuste. A esia razio de F também esta associado um nivel de confianca, e
para que o modelo seja significativo, o valor tabelado devera ser maior que o valor de F calculado.

As tabelas V.14 a V.16 apresentam os resultados da ANOVA para todas as curvas de
calibraglo adotadas neste capitulo.
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Tabela V.13 - Tabela de andlise de varifincia para o ajuste de um modelo linear nos pardmetros pelo
método dos myinimos quadrados. Sendo, n; = nitmero de repetigBes no nivel i; m = numero de niveis
distintos; n = n;xm = numero total de observagses; p = nimero de parAmetros do modelo.

Fonte de Soma Numero de Graus de Meédia
Vanacfo Quadrética Liberade Quadritica
Falia de Ajuste n oo m-p - _
Qu =339, -9, MQs = 5Qu /(m-p)
O
Emro Puro mon n-m
80 =33 (5-5) MQyp = SQup /(- m)
i

Tabela V.14 - Anslise de varifincia para as curvas de calibragiio dos pesticidas analisados
isoladamente e dos alcoois.

Area Total

GLA2 (v, 1)) Freg. Ftabelado | GL (vy;v,) | Ffalia de ajuste F tabelado
Aldrin 111 580,35 4,75 3,7 3,82 4,07
Dieldrin 1;5 415,47 6,61 1,4 0,072 7,71
HCB 1; 13 816,55 4,67 3;10 0,11 3,71
Heptaclor 1,14 1276,98 4,60 410 0,32 3,48
loctanol 1; 15 1533,10 4,54 4; 1] 2,12 3,36
1nonanol 1; 15 964,61 4,54 4; 11 3,94 3,36

SMA

GLA2 (u,0,) Freg, Ftabelado | GL (vj;0,) | Ffaltadeajuste | F tabelado
Aldrin 1; 12 341,37 4,54 3,8 3,36 4,07
Dieldnn 1;5 346,15 6,61 1;4 0.10 7,71
HCB 1; 13 11116,46 4,67 3,10 0,31 3,71
Heptaclor 1;14 798,56 4,60 4,10 0,34 3,48
loctanol 1; 15 220476 454 4;11 0,19 3.36
Inonanol 1,14 1537,69 4,60 4,10 1,01 3,48

2 G.L. = graus de liberdade
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Tabela V.15 - Analise de varifncia para as curvas de calibragdo dos pesticidas analisados

conjuntamente, utilizando método do padriio externo.

_ Area Total
Glza Freg Fiabelado G.L. Fiakia de ajuste F tabelado
(v:vy) (vy399)

Dieldrin 1,9 43,28 5,12 2,7 0,18 4,74
(15 ps)

HCB 1; 16 1763,96 4,49 5,11 1,02 3,20
(15ps)

Heptaclor 1; 14 253,03 4,60 4; 10 0,77 5,96
(5 ps)

Dieldrin 1; 11 319,48 4,84 4;7 0,33 4,12
(50 ps)

HCB 1,13 307,40 4,67 3,10 1,01 3,71
(50 ps)

Heptaclor 1,9 2482 04 5,12 4,5 - 16,48 5,19
(50 ps)

SMA
GLa2 Freg. Fiabelado Gl. Ffalta de gjuste | F tabelado
(v1:307) (V30

Dieldrin 1,9 83.15 5,12 2.7 0,099 4,74
(15ps)

HCB 1;6 6,21 4,49 511 0,75 3,20
(15 ps)

Heptaclor 1; 14 274,16 4,60 4: 10 0,19 5,96
(15 ps)

Dieldrin 1; 8 570,11 5,32 3.5 0,86 5,41
(50 ps)

HCB 1; 11 1311,69 4,84 3.8 0,90 4,07
(50 ps)

Heptaclor 1; 10 928,13 4,96 4,6 0,018 4,53
(50 ps)

8 G L. = graus de liberdade
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Tabela V.16 - Andlise de vanfncia para as curvas de calibragio dos pesticidas analisados
conjuntamente, utilizando méiodo do padriio interno.

. Area Total
GlLa Freg. Fiabelado G.L. Ffalta de ajuste F tabelado
(Ul;Uz) (Uléuz)

Dieldrin 1,9 95,97 5,12 2,7 0,73 4,74
(15 ps)

HCB 1,17 785,17 4,45 512 0,76 3,11
(15ps)

Heptaclor 1; 14 2481,96 4,60 4; 10 0,57 5,96
(15 ps)

Dieldrin 1,7 165,07 5,59 2.5 0,17 5,79
(50 ps)

HCB 1,9 1077,56 5,12 2.7 0,27 4,74
(50 ps)

Heptaclor 1,7 520,93 5,5% 34 0,41 6,59
(50 ps)

SMA
GLa Freg. Ftabelado GL. Ffalta de ajuste F tabelado
(vi:09) (vy;09)

Dieldrin 1.9 199,55 5,12 2.7 0,73 4,74
(15 ps)

HCB 1,17 989,66 445 512 0,30 3,11
(15 ps)

Heptaclor 1; 14 589,51 4 .60 4; 10 0,24 5,96
(15 ps)

Dieldrin 1,6 263,54 5,99 2.4 0,0029 6,94
(50 ps)

HCB 1; 10 948,17 4,96 3,7 0,013 4,35
(50 ps)

Heptaclor 1,9 903,08 5,12 45 1,70 5,19
(50 ps)

8 (5.1L. = graus de liberdade

Todos os testes F para regresstio e falta de ajuste foram significativos, exceto para Hepiacior a
30 ps (fabela V.15) cujo valor calculado de F para falta de ajuste foi maior que o tabelado. Porém,
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apesar deste resuliado, o modelo adotado € estatisticamente significativo, Isto pode ser concluido pela
observagio dos baixos valores de estimativa de desvio padrfio relativo deste composto apresentado na
tabela V.5. Isto significa que a precisdo dos experimentos foi muito boa e consequentemente a
varifincia do erro experimental ¢ muito pequena. Assim, quando o denominador da equacglio 5 ¢ baixo,
resulta em valotes attos de F para a falia de ajuste, cuja a interpretaciio deve ser muito cuidadosa.

Oufro tratamento estatistico aplicado aos dados das curvas de calibrag#o foi o teste t com 95%
de confisbilidade. Este traiamento pode ser visualizado junto as figuras V.2 a V.12 as quais mostram
os limites superior e inferior da média dos fatores de resposta de cada composto. Em todos os casos,
os fatores de resposta esto dentro dos limites de confianca e portanto aumentam a confibilidade das
curvas de calibragio.
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VI - Modo de preparagiio das solucdes para a analise quéntitativa

Foi adotado o metodo de adicionar volumes iguais de solugfo e de solvente, com uma seringa
Hamulton de 250,0 microlitros com o émbolo travado em uma posiglo fixa, como fentativa de

contornar os problemas de precisfio nas medidas de volumes.37)
Com este método de diluiglio, foram preparadas baterias de solugBes padrio por dois modos

diferentes. Pelo primeiro, as solugBes diluidas foram obtidas pela adigio de solvente & wma mesma
solucdo estoque. Pelo segundo modo, cada soluglio era diluida a partir da solugio anterior, ou seja,
por diluigio sucessiva.

As tabelas VL1 e V1.2 contém os parimetros das regressdes lineares das curvas de calibragiio
obtidas com as duas baterias de solugBes utilizando, respectivamente, perfodos de pulso do DCE de
15 ps e 50 pus. As condigSes cromatograficas foram as mesmas utilizadas no estudo da SMA como
um nove pardmetro de caleulo de drea - capitulo V.

As faixas de concentragdes dos compostos utilizados para o estudo do methor modo de
preparar as solugdes foram aproximadamente as mesmas e o critério de comparacio foi a linearidade,
verificada pelas comparagBes dos coeficientes de correlagiio obtidos para cada comiposto nas duas
formas de diluigfo. Testes de analise de variincia (teste F para regressio e falta de ajuste) indicaram
que os modelos adotados de curvas de calibragiio foram significantes a um nivel de 95% de
confiabilidade.

Tabela VL1 - Tabela comparativa entre os modos de diluigsio & volume fixo utilizando 15 us de
periodo de pulso.

Dilui¢8o 4 partir da solucdo estoque
HCB Heptaclor Dieldrin
coeficiente angular 1042,1 451,5 9339
coeficiente linear -6047.5 -4828,7 -13954.8
coeficiente de correlaciio 0,9992 0,9955 0,9952
Diluigfio sucessiva
HCB Heptaclor Dieldrin
coeficiente angular 1390,8 4709 796,8
coeficiente linear 2141,2 883,8 -8481.9
coeficiente de correlaciio 0,9981 0,9997 0,9992
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Tabela V12 - Tabela comparativa entre os modos de diluicio 4 volume fixo utilizande 50 ps de
periodo de pulso.

Diluigfio 4 partir da solugfio estoque
HCB Heptaclor Dieldnn
coeficiente angular 3306,3 1285,2 2868,6
coeficiente linear 13952,4 803,2 28172,0
coeficiente de correlagio 0,9966 0,9976 0,9991
Diluiglo sucessiva
HCB Heptaclor Dieldrin
coeficiente angular 1211,7 1138,3 2586,5
coeficiente linear 22817 5281.,5 -11346,2
coeficiente de correlagiio 0,9996 0,9988 0,9987

Devido a proximidade dos coeficientes de comrelagio das curvas de calibragfo para
cada composto, nas duas formas de prepare de solugdes, foi concluido que os dois modos sfio bons
para a preparaciio das solugSes. Contudo opiou-se pelo método de diluigio a pariir da solugio
estoque, porque ele facilita distribuir as concentragBes para adequarem-se as curvas de calibragdo. A
figura V1.1 e V1.2 compara as curvas de calibragio obtidas nos dois modos de preparagio.

105105 : (A) (B)
gouto’
802107 4
. £0010° -
602107 4
- -
&, 0 8 4o’
20m10% 200167
00 . + r r T ; 5 oe — ; T : ; —~
50 100 150 200 2y 300 3% ¢ % W W0 20 M %
oo ) mrm (pp)

Figura VI.1 - Comparago entre duas curvas de calibraggo do Dieldrin, cujas solugBes foram
preparadas de dois modos de diluigio diferentes. A: diluig#o a partir da solugéo estoque, B: diluigo
SUCEsEIva.
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Figura V12 - Comparago entre duas curvas de calibragio do Hexaclorobenzeno, cujas solugdes
foram preparadas de dois modos de diluigéo diferentes. A: diluigdo a partir da solugdo estoque, B:
diluigio sucessiva,

A observaglio das figuras V1.1 e VI.2 indica que quando utilizado o modo de diluigdo
sucessiva, 0s pontos obtidos para a construgo das curvas de calibraglio estdio, em sua maioria,
proximos a origem da reta. E provivel que estes ponios atuem com maior intensidade na
determinacdo dos parmetros das regresses.

Também fo1 verificado menores desvios da média da triplicata em relagio a0 modelo adotado,
nos primeiros pontos da regressiio, quando preparada as soluges a partir da solugio estoque.
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VI - Pré-concentra¢iio dos Pesticidas

Neste estudo foi realizado a pré-concentragio dos pesticidas utilizando um micro-extrator
semelhante ao construido por Verzele e colaboradores(®%, no qual o enriquecimento dos pesticidas ¢
realizado por extragfio liquido-liquido com destilagio continua de vapor.
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Figura VIL1 - Micro-extrator desenvolvido para enriquecimento dos pesticidas, escala em milimetros

Para a operagio do micro-extrator (figura VIL1) coloca-se 50,0 ml de amostra de agua,
contendo os pesticidas (Dieldrin e HCB, neste estudo) no frasco A e 1,0 mt de iso-octano no frasco B
e em C adiciona-se 1,5 ml de dgua destilada e 1,5 ml de iso-octano, de forma a preencher os bragos D
e E e promover a separagio entre as duas camadas de liquido. O brago F ¢ aquecido por uma
resisténcia ligada a um varivolt. Um dedo frio, no qual circula agua gelada, € introduzido no corpo do
micro-extrator e € iniciado o refluxo de iso-octano por aquecimento do frasco B a 150°C, em banho de
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6leo de silicone. O iso-octano ¢ refluxado por 5 minutos, apds 0 que inicia-se o aquecimento da
amostra de 4gua, também a 150°C. Os vapores de agua e solvente sfio condensados em C pelo dedo
frio. Devido a menor densidade do solvente em relag¥o a 4gua seu condensado retorna para o frasco
B; o contrario ocorre com o eondensado de agua que retorna para o frasco A. Quando o vapor de agua
entra na parte central do micro-extrator ¢ iniciada a coniagem do tempo de extracho.

Completando o tempo de extraciio, ¢ aquecimento da agua ¢ interrompido e a extragfo com
solvente ¢ mantida por mais 15 minutos. O solvente contido no frasco B ¢ diretamente analisado por
cromatografia gasosa. A tabela VII.1 contém as concentragBes das amostras para Dielcrin, a sua
quantidade contida em 50 ml de eoluglo e a porcentagem de recuperaglo deste pesticida apos
extragio. O tempo de extragiio usado foi de 1,5 horas.

Tabela VI1.1 - Resultados da recuperagio para Dieldrin

Conc. Amostra (mg/ml) Massa de Dieldrin (mmg) Recuperaciio (%6)
0,03818 2,28 102,9
0,03818 2,28 106,9
0,03818 2,28 107,5

Os valores da tabela VII.1 sfio para amosiras com cerca de 38 ppm de Dieldrin. Também foi
tentado uma extragdo de Dieldrin de solugfio aquosa a aproximadamente 4 ppm, que resuliou numa
recuperagfio de 108%. Este valor, contudo, precisa ser confirmado com repeticBes do procedimento.

Nio foram mencionados na tabela VIL1 os resultados obtidos para 0 HCB, devido a sua baixa
recuperagdo: menor que 10%. Outros testes estdo sendo feitos para melhorar a recuperagio do HCB.
Tais testes incluirdo a escolha de solvente adequado, visto que este método ¢ aliamente dependente do
tipo de solvente utilizado, e determinagio de valores de tempos para refluxo de amosira e solvente e
apenas solvente. Uma modificacBo serd tentada no micro-extrator, que ¢ a entrada concéntrica de
vapores de amosira e solvente, ao invés desias serem feitas pelos bragos laterais F e G mostrados na
figura VIL1.
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VIII - Conclusdes

Os trabalhos com o detector por captura de elétrons revelaram que a sua operag#io necessita de
cuidadoso trabalho de otimizagéo. Apesar do uso de 3 programas quimiométricos sequencialmente,
terminando com a aplicagdo dos dados 4 metodologia de Superficie de Resposta (gue analisa os dados
considerando, inclusive, interagSes n#io lineares entre eles), os resultados de otimizacfio somente
foram conclusivos quando estudaram-se os compostos em solugdes isoladas em iso-octano. Com os
dados obtidos para os 4 compostos cromatografados a partir de sua mistura em izo-octano nio foram
obtidas condi¢Bes que otimizam as respostas do DCE para todos eles. Isto pode ser devido a
inadequagtes da fung#o de otimizagdo utilizada (capitulo IV). Portanto, as tentativas de estabelecer
qual seria a fungfo mais adequada devem continuar. Os nossos resultados permitem concluir que a
otimizacfio das condigdes de operagio do DCE nfio é uma tarefa trivial, e que ela se torna tdo mais
cornplexa quanto mais componentes devam ser detectados e quantificados.

Apesar dos resultados das otimizagBes para as misturas dos compostos nfo serem tdo
favoraveis quanio os das soluges isoladas, foi possivel consiatar que a otimizacio traz beneficios
para oblerem-se as curvas de calibragio para o trabaltho quantitativo. Comparando-se as curvas de
calibragio obtidas em condigGes n#io otimizadas e otimizadas por quimiometria, foi evidenciado que
no segundo caso os coeficientes angulares das curvas so maiores, o que significa melhora da
sensibilidade do DCE com a otimizagfo. Outro resuliado importante é que, com otimizagio, os
coeficientes lineares das curvas aproximam-ge da origem. Isto significa que os afastamentos das retas
da origem podem ser devidos a funcionamenio do detector em condigdes madequadas.

Os estudos da modificagiio da metodologia eomputacional convencional de caleulo de area
para compostos que apresentam picos assimétricos revelaram melhoras das caracteristicas das suas
curvas de calibragfio. Os resuliados obtidos pela comparacio entre os pardmetros das curvas de
calibragio obtidas utilizando o método convencional e o das SMA (pagina 40) mdicaram que os
coeficientes de correlagiio e os coeficientes lineares resultam melhores quando usam-se as SMA.
Atribuem-se esses resultados 4 minimizagfo dos erros de calculo de areas pelas SMA. Conclui-se que
o método da SMA pode ser promissor para fins de analises cromatograficas quantitativas, e que deve
ser explorado para uso com DCE, devido & possibilidade deste detector gerar picos assimétricos, pela
dificuldade de otimizagio de suas condi¢Bes experimentais.

A obtencdo de curvas de calibragdo confiaveis depende de vérios fatores expenimentais. Um
deles, discutido acima, ¢ o frabalho do detector em condigdes o mais proximo possivel de otimizadas.
Outro ficon evidenciado como sendo a forma computaciona! de calculo das 4reas cromatograficas -
neste trabalho optou-se pelo uso das éreas denominadas de SMA. Existem, também, os fatores
relacionados com a experiéncia ¢ qualidade técnica geral do analista, que podem ser melhorados com
treinamento adequado. Um outro fator, particularmente importante quando as guantidades de padries
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e solventes purificados sfio pequenas, é a técnica de preparo das solugdes para a construgBo das
curvas. Os dois métodos testados baseiam-se em adigdes de volumes iguais, de solugdes de partida e
de solvente, Supostamente, repetir a medida de um determinado volume, usando o mesmo
instrumento de medida - uma seringa no presente caso - minimiza erros de leitura de volumes. O
método de obter solugBes pela adig#o de solvente a uma mesma solupfio estoque foi considerado o
mais conveniente, porque ¢ o que envolve manipulagBes mais simples e, consequentemente é o mais
rapido. No entanto, observou-se mesmas qualidades das curvas de calibracdo obiidas com este
método e com o segundo, pela adi¢lio de solvente a cada nova solugfio preparada.

A recuperagiio total do Dieldrin ¢ um indicio de que o micro-extrator utilizado para a pré-
concentragdo dos pesticidas pode ser um dispositive de grande utilidade a baixo custo. Os testes com
este exirator, para determinar como opera-lo e, eventualmente, como modifica-lo terfo continuidade.
Serd conveniente testd-lo exaustivamente com os quatro compostos aqui estudados, posteriormente

ampliar o numero de compostos e comparar os resultados com outros métodos de pré-concentragdo
disponiveis.
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