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RESUMO

Foram desenvolvidas ¢ testadas trés {écnicas de preparagdo de amostras
aquosas em microescala, para andlise por cromatografia gasosa, de compostos
organicos voldteis e pesticidas organoclorados. Com uma técnica baseada em
permeacdo seletiva em membrana de silicone estudaram-se 08 compostos organicos
volateis na concentracdo de 0,5 pg.L™ a 1500 ug.L”. A metodologia de permeagéc em
membrana permite limites de dsteccdo da ordem de pg.L", com estimativas de desvio
padrac inferiores a 5% e relagbes lineares entre as intensidades dos sinais

cromatograficos & as conceniragbes dos analitos.

Uma técnica baseada em microextracdo lguido-liquido foi utilizada para
pesticidas organocclorados, com concentragbes na faixa de 10 ng.Ll”" a 1000 ngLl™.
Com uma etapa de concentracdoe obtiveram-se limites de detecgfo da ordem de pg.L”,
a partir de recuperacéo em torno de 50% com estimativa de desvic padrio menor que

7%. As recuperagbes aumentam para cerca de 90% com trés extragbes sucessivas.

Para pesticidas organociorados com concentragdes na faixa de 0,5 ugl™ a 30
ug.L” foi explorada uma técnica baseada em processos simuitaneos de equilibrio de
particdo liquido-liquido, liquido-vapor e vapor-vapor. Esta metodologia permitiu limites
de deteccao de ug.L”, com recuperactes dos pesticidas variando de 60% a 100% e

estimativa de desvio padrio menor que 6%.



Three methods of sample preparation at the micro scale level for the
chromatographic analysis of volatile organic compounds and organochiorinated
pesticides were studied. One of the micro-methods is based on the selective
permeation of the analytes through a silicone membrane. After applying this method o
the volatile organic compounds it was possible fo achieve detection limits (LOD) at the
low pg.L” range, with reiative standard deviations (RSD) below 5% and the linear
relation chromatographic peak size to the concentration of the analytes in the range
from 0.5 ug.L7" to 1500 ug L™

A second micro-method, based on liguid-iquid exiraction, was used for the
organochiorinated pesticides at the concentration range of 10 ng.L” to 1000 ngl”.
After applying this method with one exiraction step the results show the LOD in the low
pg.L” range, with recoveries of about 50% and less than 7% RSD. With three
successive extraction steps the recoveries increase up to 90% without changing of the
1 OD and of the RSD.

The third micro-method is based on a apparatus where steam distillation of the
organochiorinated pesticides occurs simultaneously with their extraction from the
aqueous meadia to an organic solvent. After processing the pesticides in this apparatus
at concentrations of 0.5 ug.L” to 30 pg.L”, the results show the LOD in the low ug.L”
range with recoveries of 60% to 100% and less than 6% of RSD.

xi



APRESENTAGAO

Neste trabalho foram desenvolvidas e testadas trés técnicas de preparagao de
amostras em microescala. As técnicas escolhidas sao alternativas aquelas usadas
comerciaimente e recomendadas por agéncias ambientais, entre as quais encontram-
se técnicas de extragdo liquido-liquido, purga e trapeamento e headspace. Para os
trabalhos com as trés técnicas foram montados e testados protdtipos sugeridos na
literatura. Nossos resuliados, juntamente com a experiéncia adquirida com estes
prototipos levou & necessidade de modifica-los, para adequagdo com as nossas
condigcdes de trabalho. Estas modificagbes proporcionaram resultados compativeis ou
melhores que os apresentados nas literaturas originais. Com os protétipos finais foram
realizadas otimizagbes de seus modos de operagcdo, que resultaram em condigbes
adequadas para as preparagbes de amostras, tempos de analise adequados e
resultados satisfatorios de extracdo. O figura 1 mostra um fluxograma que ilustra as
etapas realizadas para as trés diferentes técnicas desenvolvidas.

No capitulo 3 desta tese & apresentade uma breve discuss&o sobre algumas
técnicas de preparagcdo de amostras em microescala, incluinde aquelas utilizadas
neste trabalho. Em capitulos separados s&o enfocadas cada uma das técnicas
explorada, apresentando-se os procedimentos experimentais, as discussbes e 0s
resultados obtidos. Assim, o capitulo 4 trata da técnica de preparagdo de amostra
baseada em permeacao seletiva por membrana tubuiar de silicone. Esta técnica foi
desenvolvida para a determinacdo de compostos organicos volateis. O capitulo 5
descreve uma técnica baseada em microextragdo liguido-liquido testada, neste
trabalho, para pesticidas organoclorados. No capitulo 6 & descrita outra técnica,
baseada em destilacdo continua e simultanea com extragéo liquido-liquido, com o uso
de pesticidas organoclorados como compostos de teste. A figura 2 apresenta as

formulas estruturais dos pesticidas utilizados neste estudo.
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Figura 1 - Descricéo das etapas realizadas para as trés técnicas desenvolvidas.
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1 - INTRODUGAO

Uma preocupacio crescente com relagdo & questdo ambiental e controle de
dejetos quimicos vem ocorrendo nos ultimos anos. A analise de pesticidas nas safras
agricolas tornou-se rotina nos paises desenvolvidos desde a descoberta de residuos
de DDT no inicio de 1960, sendo que nos Gitimos 8 anos o monitoramento de residuos
de pesticidas em diversas matrizes tem sido feito em bases regulares. isto ocorreu nos
Estados Unidos principalmente desde que elevados niveis de residuos foram

detectados em varios lencois freaticos e aguas superficiais [1].

Como muitos contaminantes organicos séo direta ou indiretamente introduzidos
no ambiente aquatico, a analise de amostras de agua tornou-se de fundamental
importancia. Devido ao fato de mananciais de &gua serem fontes de agua potavel,
muitas agéncias ambientais tém imposto rigorosa legislagéo a respeito da qualidade
dessas aguas. Por exemplo, a Unido Européia estabeleceu a concentragdo maxima
permitida de 0,1 pug.Ll”’ para pesticidas individuais em &agua potavel [2,3]; a
organizagdo Mundial de Saude recomenda um limite de 30 ug.L” para cloroférmio e a
legislagdo dos Estados Unidos da América estabelece um limite total de 100 pg.L™
para os compostos halogenados volateis encontrados em agua potavel [4]. A analise
quantitativa de tais niveis de concentracéo tem exigido o desenvolvimento de métodos
analiticos para determinagdes quantitativas compativelmente com os crescentes niveis
de exigéncia. A medida que se adotam controles mais rigorosos dos poluentes
ambientais, torna-se mais importante o seu monitoramento, preferenciaimente através
de métodos analiticos simples, rapidos e eficientes, e que consigam detectar e
quantificar em niveis cada vez mais baixos uma ampla faixa de contaminantes [5,6].
Uma idéia deste crescente nivel de exigéncia pode ser obtida lembrando que, para os
quimicos analiticos das décadas de 60 e 70, a palavra "trago” referia-se a valores da
ordem de mg.L", enguanto que, hoje, este termo se refere a ug.L"‘, e com a busca de
ng.L”. Desde modo uma variedade de técnicas e instrumentos tém sido desenvolvidos

e aperfeigoados para anélises de contaminantes em matrizes ambientais.

O desenvolvimento de métodos anaiiticos para analises de tragos em matrizes

ambientais inclui etapas que engiobam desde a coleta da amostra até o registro final




Capitalo 1 - Introdugio

dos resultados. Estagios intermediarios envolvem estocagem e preparacéo da
amostra, isolamento dos analitos e suas identificacdes e quantificagbes. Nas ultimas
duas décadas, instrumentos sofisticados tém sido desenvolvidos para separacéo e
deteccdo de compostos quimicos a nivel de tracos. Neste campo, a Cromatografia
Gasosa capilar {CG capilar) que associa a técnica de separag¢io de cromatografia com
varios tipos de detectores, tem sido constantemente aperfeicoado. A alta eficiéncia, a
velocidade de analise e a combinacdo com varios dispositivos de detecgdo tornam a
CG capilar uma poderosa técnica analitica em analises de agua. Em termos de
deteccao, a CG é, entre os métodos de separacéo, o que dispde de maior diversidade
de detectores [7,8], sendo muitos deles altamente sensiveis e seletivos; com isto a CG
facilita as medidas de baixas concentragdes de componentes em amostras complexas.
O uso de detectores seletivos em CG é muito comum, porque associando-0s & uma
técnica de separacac pode-se eliminar parte das etapas, trabalhosas e demoradas, de
limpeza e pré-concentragéo da metodologia analitica. Além disto, a detecgao seletiva
reduz o risco de falsa identificacdo de compostos e pode simplificar a otimizacdo da
separacéo cromatografica, pois possibilita que os compostos de interesse possam ser
discriminados de interferentes.

A tabela 1.1 [2] mostira algumas caracteristicas de detectores seletivos de CG
usados em anadlises ambientais. A quantidade minima detectada refere-se a
quantidade de componente necessaria para se obter, em condi¢cbes experimentais
otimizadas, um pico cromatografico com razao sinal-ruido igual a 3. Supondo uma
amostra aquosa contendo pesticidas no limite estabelecido pela Unido Européia e
detectores capazes de gquantificar massas conforme a tabela 1.1, haveria a
necessidade de injecado na coluna cromatografica de 100 ul. dessa amostra. Por duas
razbes tal quantidade de amostra ndo pode ser introduzida diretamente numa coluna
cromatografica capilar. Uma das razbes € a de que 100 pL de agua vaporizado no
injetor pode gerar um volume de vapor de cerca de 100 mL, que seria dezenas de
vezes o volume de uma coluna cromatografica capilar de, por exemplo, 30 m de
comprimento e diametro interno de 0,5 mm. A outra razéo € que a introdug&o de agua
na coluna cromatografica causa efeitos adversos sobre a camada de desativacao,
assim como sobre a fase estaciondria da coluna, devido a hidrdlise de ligagbes
siloxano [2].
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Portanto, comumente a anaiise de amostra aquosa por CG demanda métodos
prévios de preparacdo da amostra, para isolar os compostos de interesse da fase
aquosa antes da introdug@o na coluna cromatografica. Infelizmente, comparativamente
aos métodos de separacao e identificagdo, os avangos no campo de preparagéo de
amostras tém sido muito modestos [9]. Portanto, a preparagdo da amostra €, via de

regra, a maior fonte da imprecis&o e inexatid&o de toda a analise.

Tabela 1.1 - Limites de deteccdo e Faixa Dinamica Linear de varios detectores de
Cromatografia Gasosa.

Detector Quantidade minima (g) Variagéo dinamica
Detector por ionizagdo em chama 5x10™ 10°
Detector por captura de elétrons 1x10™ 10°
Detector fotométrico de chama 1x10™ 10°

Espectrometro de massas
No modo de detecgdo:
varredura total 5x 107 10°

monitoramento de ions 5x 107 10°

De modo geral, os métodos de preparacdo de amostras aquosas podem ser
agrupados em trés categorias:

A. Strpping de fase gasosa: sdo, por exemplo, as andlises por headspace, ou
baseadas em técnicas de purga e trapeamento. Na andlise por headspace é analisada
a fase gasosa em equilibrio com a fase aquosa. Na técnica de purga e trapeamento o
gas de purga exirai os analifos volateis, que sdo coletados em um cryofrap para
injec@o posterior na coluna cromatografica [2].

B. Transferéncia de fases: baseia-se na transferéncia dos analitos de interesse da fase

aquosa para um solvente organico com propriedades mais favoraveis para introdugao
no cromatografo gasoso. Nestes procedimentos comumente usam-se a extragao

liguido-liquido, ou a extracdo em fase sodlida, também conhecida como extracdo
3
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liquido-solido, visando concentrar e isolar os analitos da fase aguosa. Com a
transferéncia entre fases os analitos podem ser extraidos de grandes volumes de

amostra aguosa com pequenos volumes de solvente organico [2].

C. Sorcao-dessorcao: nestes métodos a eliminacdo da dgua € baseado na sorgéo
(adsorgdo e absorgdo) do analito num sélido, ou num liquido imobilizado, e

subsequente dessorgao térmica [2].

Muitas das técnicas de preparacgéo de amostras podem ser executadas on-fine
ou offine com o cromatografo gasoso. A combinagdo on-fine tem significantes
vantagens sobre os trabalhos realizados de modo off-fine. O método on-iine nao
necessita de etapas intermediarias de manipulacéo da amostra, o que reduz riscos de
contaminacdo e de perda de analitos. A combinag¢do on-fine facilita automatizar a
preparagdo da amostra e sua injecdo nos equipamentos de cromatografia. Este
sistema também possibilita melhorar o iimite de detecgdo pela eliminagdo de
problemas associados & inje¢éo convencional com micro-seringas [2]. Apesar das suas
vantagens, os sistemas on-line séo, via de regra bastantes dispendiosos e projetados
para trabalhos de rotina com grande numero de analises diarias. Estas duas
caracteristicas dificultam sobremaneira o uso generalizado de sistemas on-line em

laboratorios pequenos e nao especializados.



2 - OBJETIVOS

A discussdo anterior revela que as metodologias de preparacéo de amostras
aquosas alternativas as comerciais e/ou aceitas pelas agéncias ambientais continuam
sendo objeto de pesquisas. Assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar
alternativas de bancada para preparo de amostras para analise em CG, baseadas em
dispositivos de baixo custo e confiabilidade, o que levou aos seguintes objetivos para

o presente trabalho:

1 - Desenvolver e/ou aperfeicoar métodos de preparagao de amostras
aquosas de pesticidas organoclorados e de compostos orgéanicos volateis,
com uma tnica etapa de manipulacao, para anélise por CG.

2 - Comparar 0s métodos de preparacdo de amostras estudados com 0s
existentes na literatura, visando estabelecer suas recuperagoes,
repetibilidades, facilidade de uso e compatibilidade com as sensibilidades
dos detectores por icnizagdo de chama e por captura de elétrons.

3 - Utilizar os métodos de preparagdo de amostras estudados com
amostras sintéticas e com amostras reais, com os poluentes a nivel de
tracos (ngL™" e sub-ugL™).




3 - TECNICAS DE PREPARAGAO DE AMOSTRAS EM
MICROESCALA

A seguir séc apresentadas quatro técnicas de preparagdo de amostras em

microescala, sendo que trés destas técnicas foram utilizadas neste trabatho.
3.1 - Extragdo por permeacao em membrana

Membranas apresentam uma grande diversidade de aplicacbes, tais como
filtragdo com microporos, ultrafiltrag&o, osmose reversa, dialises, eletrodialises e
separagio gasosa [10]. Gragas a sua natureza seletiva, as membranas sao adequadas
para determinagdes analiticas répidas ou monitoramento continuo on-fine [11]. Apos a
sua primeira aplicacdo analitica, descrita por Hock e Kok em 1963 [12], diversos
trabalhos com membranas foram realizados para o interfaceamento de amostras de ar
e agua diretamente ao espectrdmetro de massas (EM). As membranas planas foram
inicialmente as mais utilizadas. Em 1974 Westover e col. [13] apresentaram a primeira
aplicagédo de membrana tubular de silicone, de geometria mais adequada para certas
aplicagbes analiticas. Desde entdo procedimentos analiticos com membranas estéo
voltados para o uso de membranas tubulares [14,15,16]. Apesar de trés décadas de
desenvolivimento de tecnologia de membrana para fins analiticos, ainda existe pouca
informacgao de seu uso em preparacac de amostra para cromatografia [17].

Na utilizacdo de membranas em métodos de preparacéo de amostras para CG
ha necessidade de um gas inerte que atue como fase de stripping para determinar o
processo de extragcdo sem a presenca de solventes liquidos. As membranas podem ser
divididas em duas categorias: membranas nio porosas e membranas porosas. Em
membranas nAo porosas, 0 mecanismo de permeagdo dos compostos organicos
voléteis envolvem as seguintes etapas: (1) os compostos organicos volateis migram da
fase aquosa para a superficie da membrana e sédo dissolvidos na camada da parede
da membrana, (2) os compostos dissolvidos migram através da camada da parede da
membrana por gradiente de concentragdo e (3) este processo & acompanhado de

evaporagio ou stripping dos compostos organicos volateis para o outro iado da
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superficie da membrana, de onde s&o arrastados pelo gés de stripping. No caso de
uma membrana microporosa (por exempio, polipropileno) os compostos organicos
volateis difundem diretamente através dos poros [18]. Membrana de silicone n&o
porosa e hidrofébica é seletiva para compostos organicos e reduz a difusdo de agua
através da membrana [18]. Blanchard e Hardy [19] foram os primeiros a utilizar N,
como gas de stripping para transferir os analitos permeados da superficie de uma
membrana plana para a adsor¢do em um dispositivo com carvao ativado. O tempo de
exposicdo das amostras variou de 1 hora a 10 dias, sendo entdo os analitos
dessorvidos pelo contato com 5 mL de dissulfeto de carbono por 30 minutos. Uma
aliquota de 5 ul era analisada por CG.

Em 1992 Pawliszyn e Pratt [20] desenvolveram um dispositivo para
realizar extracdo exaustiva de amostras aquosas utilizando 8,0 cm de membrana
tubular de polipropileno e borracha de silicone ndo porosa. A figura 3.1 ilustra o
dispositivo desenvolvido. Neste dispositive 1,1,1 ftricloroetano, ftricloroeteno e

tetracloroetenc foram quantitativamente removidos da agua.

100 em

Tubo de teflon
Membrana (o cilindro

A\ ;
da bomba F.a:ﬂ__l—i: R \ ﬂ de gas.
1 15 mm

. - . =
peristaltica

t  durepoxi
Tubo
de Vidro

para o cromatografo /
gasoso

Membrana
de Fibra
Oca Porosa

Figura 3.1 - Conecgdo direta do module de membrana de fibra 6ca para o Cromatégrafo gasoso.
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Este dispositivo envolve o bombeamento de &gua contendo os compostos
organicos volateis pelo interior da membrana tubular enquanto um gas inerte fiui em
contra-corrente ao redor do exterior da membrana. Os analitos permeiam pela parede
da membrana e sdo arrastados pela fase gasosa para o cromatografo gasoso. Neste
trabalho foi utilizado bombeamento da amostra com vazdo extremamente baixa (da
ordem de 0,02 mL.min™), a gual facilita a extragéo total dos compostos de interesse
[21]. Duas configuragbes foram testadas: (1) uso de valvula de 10 vias para introduzir
o extrato e entdo chavear a fonte de gas de arraste para andlise e (2) conecgéo direta
do moédulo de membrana ac injetor modificado do cromatégrafo gasoso. A figura 3.2
ilustra os cromatogramas obtidos neste estudo e fornece dados sobre as condigdes de
extragdo e concentragbes das amostras.

Pela relagdo sinal-ruido foi estimado um limite de detecgdo de 32 ug.L” para
tetracioroetenc e menores valores para 0s demais (aproximadamente 50 pgt™. O
sistema forneceu curvas analiticas lineares, porém para concentracbes de
tetracloroeteno superiores a 500 ug.L™" ocorre desvio da linearidade, atribuido a efeito
de memoéria da membrana. A figura 3.3 ilustra o efeito de memoria da membrana
quando é monitorado o decaimento da concentragdo dos analitos por lavagem da
membrana com agua pura. Como se nota na figura 3.3 o tetracloroeteno exije a
passagem de maior volume de égua que os outros dois compostos para a completa
limpeza da membrana. Portanto, dificuldades podem ser encontradas devido a tempos
de limpeza da membrana excessivos.




Capitulo 3 - Técnicas de preparaglo de amosiras em microescaia

(A) : (B) =

Wathung i

3

INE L-——-_.._.J;-mf.L

T.E0 3.2m 4. €.4C SO0 BS0  11.2

LW LN 4K S O S0 1.7 123 14
TINE lalnl T1ME Inind

.6

©) ok

3

N

B2 3 4w st =
. M ER0 13,2 120 144 BB

T sy

Figura 3.2 - (A) cromatograma de um sistema on-line usando vélvula de 10 vias com fibra de
polipropilenc de 8,0 cm de comprimento e 305 um de didmetro interno; (1) 268 p.g.L"' de 1,1,1
tricloroetano, (2) 293 ug.L™ de tricloroeteno e (3) 325 ug.L™ de tetracloroeteno. Condigdes
cromatograficas: temperatura do injetor de -30 °C (1 min) aguecimento de 250 °C.min" até 150 °C. A
coluna foi mantida a -30 °C (2 min) e aquecida a 50 °C.min"' até 55 °C (10 min). © DIC foi mantido
aquecido a 275 °C. (B) cromatograma de um sisterna on-line usando véivula de 10 vias com fibra de
silicone de 8,0 cm de comprimento e 305 pm de didmetro interno; (1) 268 pg.L™* de 1,1,1 tricloroetano,
(2) 293 pg.i." de tricloroeteno e (3) 325 ug.L’ de tetracloroeteno. Condigdes cromatograficas como as
da figura 3.2 A. {C) cromatograma de um sistema on-line com fibra de polipropileno de 8,0 cm de
comprimento € 100 um de didmetro interno; (1) 13400 ug.L " de 1,1,1 tricloroetano, (2) 14600 ug.L” de
tricloroeteno e (3) 16200 p.g.i_" de tetracloroeteno. Condi¢des cromatograficas como as da figura 3.2 A.
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m '1,1,1-tricloroetano
a Tricloroeteno
¢ Tetracloroeteno

Concentragdo relativa (%)

tempo apds exposi¢do (min)

Figura 3.3 - Retengdo de 1,1,1 tricloroetano, tricloroeteno e tetracloroeteno pela fibra de polipropileno
microporosa.

Em 1993 Pawiiszyn e Yang [22] utilizaram um sistema de exiragdo por
membranas em conjunto com um sistema muitiplex de CG para o monitoramento de
compostos orgénicos volateis. O sistema multiplex permite varias injegdes
cromatograficas sem necessidade de esperar que o ultimo componente de uma
mistura elua da coluna. Neste sistema a coluna responde independentemente para
cada injecBdo e o0 cromatograma apresenta uma sobreposicdo dos picos
cromatograficos das diferentes injecdes. Este cromatograma pode ser interpretado por
programas computacionais relacionando o sinal da injecdo com o sinal do detector.
Assim, em relacdo ao sistema convencional de inje¢do em CG ocorre sensivel reducao
no tempo entre cada injecdo pois estas s&o realizadas com elevada frequéncia para
dentro da coluna cromatogréfica. A figura 3.4 ilustra o esquema geral dos principais
componentes deste sistema, o qual utilizou os primeiros 8 cm da coluna

cromatografica em conjunto com baixas temperaturas para reter o0s compostos
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organicos volateis - o qual foi denominado por MESI, do inglés Membrane Extration

Sorbent interface.

Modulo de Extracio
com Membrana

entrada de gas [ Ir_

saida de gas

Conc. total de orgéinicos

tempo

Sinal de injegdo
bindria do computador
Médulo de <::] M he put
Trapeamento periodo de trapeamentol
ot
Congc. total de orglnicos tempo

' congelante
0

tempo

coluna de separacio

sinal do detector para o computador
DIC

tempo

Figura 3.4 - Esquema mostrando os principais componenies do sistema MESI

Temperatura suficientemente alta para garantir a dessorcdo dos analitos €
conseguida por aquecimento da coluna com resisténcia elétrica. A passagem de
corrente elétrica pela resisténcia € controlada por um computador. Os estudos com o
sistema multiplex apresentaram boa linearidade para os compostos testados e baixos
valores de desvio padrdo relativos. A tabela 3.1 contém os resultados obtidos pelo
sistema multiplex e a figura 3.5 mostra um cromatograma obtido para uma amostra

aquosa de varios compostos organicos volateis em concentrages de 200 ug.L™.
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Tabela 3.1 - Dados de calibracdo baseado na intensidade de sinal dos picos dos

componentes obtidos com uma vaz&o de amostra de 2,7 mL.h !

1.1,1 tricloroetano tricloroeteno

Conc. (ug.L™") Intensidade de Sinal DPR*® Intensidade de Sinal DPR
(%) (%)

533 35217 3,1 55840 2,7

888 53235 3.0 99026 2,8

1331 93079 2,7 133973 27

2663 165010 2,3 243924 22

® desvio padrdo relativo
CH;

OC1; w CHO " 3
CH,
“ (@) o
o™
= 3 CH;CH,
=
= a5 | CH400,
N —
' \
A 15 -
Q
-3
s 7 A
(3]
°
o
§ -5 J
=]
.15
25 . : : . .
0 2 4 6 s 10

tempo {min)

Figura 3.5 - Cromatograma mostrando a detecgéo de uma mistura de varios compostos organicos
volateis, em concentracfes de 200 p.g.L", da analise de agua usando o sistema de membrana tubular e
CG multiplex. A analise durou 2046 s, e a temperatura da coluna foi mantida em 70 °C. A amostra de
agua foi introduzida a uma vazdo de 1 mL.h™".

Um sistema de membranas usado em condi¢gbes de altas pressOes para a

analise de compostos organicos semi-volateis foi testado [23]. Neste sistema CO.

12




Capitulo 3 - Técnicas de preparagéo de amostras em microescala

liquido foi utilizado a press&o de 3000 psi e temperatura ambiente (23 °C) como fase
de stripping. Amostras aguosas contendo 2,4 dimetilfenol e 2,4 diclorofenol em
concentracbes de 20 mg.L™” foram usadas neste estudo. A recuperagdo dos fendis foi
de aproximadamente 70% e os desvios padréo relativo de 7%.

Recentemente, Pawliszyn e col. [24] testaram varias configuragbes do modulo
de extragdo por membrana utilizando o sistema MESI. Os diferentes modulos de
membrana sdo mostrados na figura 3.6 e a tabela 3.2 contém os dados que relacionam
intensidade de pico cromatografico dos varios médulos de membrana para diferentes

concentragbes de tricloroeteno em agua.

enfrada de gds ! f saida de pas  entrada de gas
RIEHSENE R

N

6 A. Static 6 B. Stirred

entrada de gas
saida de agus E. Flow-Over
entrada de dgua
entrada de gas saids de gés  entrada de gds | saida de gas
— 7 ] T entrada de agua
T 3
F. Flow-Through
C. Headspace & D. Dynamic

Figura 3.6 - Diferentes configuragdes do mddulo de extragéo por membrana para analise de compostos
organicos volateis. Obs: Na tabela 3.2 os nomes dos médulos de extragio estdo em inglés para
concordar com a figura 3.8, inclusive pela dificuldade de traduzir “flow-over” e “flow-through”.
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Tabela 3.2 - Intensidade de picos cromatogréficos obtidos com vérios médulos de

membrana para diferentes concentragdes de fricloroetenc em agua.

Intensidade de pico®

Médulo 1 10 50 100 500 1000  DPR®
wo " pgtt pgl™ opgl" opglt owgl' (%)

Static® nada nada 1755 2280 11560 21600 12,8
Stirred® nada nada 5180 10400 58100 100100 3,0
Headspace® nada nada 4230 9920 46200 103400 2,0
Dynamic® nada 2120 4270 12090 58600 124900 4.0
Flow-Over® nada nada 973 2320 8920 21700 58
Flow-through® 53 305 1649 3870 16660 36100 26

® tempo de trapeamento de 17 min; ® tempo de trapeamento de 17 min com vazéo da

amostra de 0,33 mL.min '; © tempo de trapeamento de 5 min com vazéo de amostra de

0,14 mL.min ; ¢ 4 replicatas a concentragdo de 100 pg. L™; ° unidades arbitrarias.

Em condigbes otimizadas o limite de detecgéo para tricloroeteno foi de 1ugl’ e o
desvio padrdo relativo abaixo de 3%. Neste trabalho, Pawliszyn e col. estudaram
alguns parametros que influenciam a sensibilidade e preciséo do sistema MESI, como
por exemplo a influéncia da vaz8o da amostra aquosa sobre a sensibilidade do
sistema. A figura 3.7 demonstra a relagéo entre a intensidade do pico de um composto
e a vazao da amostra. Esta figura sugere que o aumento da vazdo da amostra levaria
a um patamar de permeacéao dos analitos pela membrana.

Nesta mesma época Mitra e Xu [18] desenvolveram um sistema de
monitoramento continuo de compostos organicos volateis em agua baseado em
extragdo por membrana e microtrap. Neste sistema foi utilizado membrana de silicone
de 20 cm de comprimento com espessura de parede de 16 ym. O microfrap era
composto de um tubo de ago inoxidavel de 0,52 mm de diadmetro interno e 14 cm de
comprimento preenchido com Carbopack C de 60 mesh (0,25 mm). Mitra e Chen [25]
utilizaram as configuragtes “flow-over” e “flow-through” e N> como gas extrator. Devido

ao tempo de break through - tempo maximo de capacidade de reter os analitos - o
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tempo maximo de extragdo foi de 2 min. Este sistema forneceu limites de detecgao

abaixo de pg.L™".

T.0E+4

6.0E+4 —

SOE+4

40E+4 -

3.0E+4 —

Intensidade de Sinal
)

2.0E+4

i

1.0E+4 DN
00 02 04 06 08 10 12

Taxa de bombeamento (mL/min)

Figura 3.7 - Efeito da taxa de bombeamento sobre a intensidade do pico do composto na analise de

uma amostra de 500 ;zg,L‘1 de tricloroeteno usando modo de membrana flow-through.

3.2 - Microextracao em Fase Sélida

A microextracio em fase solida, mais conhecida pela sigla SPME - de Solid
Phase Microextration, foi recentemente introduzida por Pawliszyn conforme descrito
por Eisert e Levsen [26] Trata-se de recobrir uma fina haste de silica fundida de
diametro em torno de 0,3 mm com um adsorvente. Exemplificando, seria como uma
coluna capilar de silica fundida invertida, onde o filme polimérico esta do lado de fora.
A base deste método esta na fase imobilizada (polidimetilsiloxano, poliacrilatos)
atuando como uma fase estaciondria, para extragdo direta de tracos de compostos
organicos da agua, onde a fibra é imersa. Deste modo, ocorre a particdo dos analitos
entre a amostra aquosa e o filme polimérico, com uma relagdo linear entre a
concentracdo do analito na solugdo aquosa e a quantidade absorvida pela fibra [26].
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Apbs a absorgdo, a fibra é transferida para dentro do injetor aquecido do cromatografo
gasoso. Os analitos séo dessorvidos da fase polimérica devido ao injetor aquecide e
ao fluxo de gas de arraste do cromatografo. Se as condigbes de absorgao na amostra
¢ as condicbes de dessor¢do no injetor do cromatdgrafo forem reprodutiveis havera
uma resposta linear do detector de CG [26]. A figura 3.8 ilustra o processo de extragao
da SPME e o equipamento de amostragem.

Agulha prendedora da fibra

/ ‘ \ e Plungne

Septo do frasco Septo do injetor

Frasco —__

Fibra eposta I . Tnjetor do CG Guia ajustavel da agulha
de SPME
Amostra I | Fibra exposta
de SPME
Agitador com | € ————— Agulha que perfura o septo
barra magnética i
Agulha predendora da fibra
Absorgio | Dessorgéo i
! Fibra de silica fundida

Figura 3.8 - llustragio do processo de SPME e equipamento de amosiragem.

A fibra pode ser utilizada para muitos ciclos de extracdes e a quantidade de
amostra necessaria para analise € muito pequena (1-5 mL). A SPME é aplicavel nas
mais diversas mairizes, incluindo ar [27], agua [28] e solo [29].

O desenvolvimento de métodos analiticos utilizando SPME envolve a realizagao
de 2 etapas: (1) estabelecer o tempo de equilibro de particdo dos analitos entre a fase
estacionaria e a matriz da amostra e (2) otimizar as condigbes cromatograficas. O
estabelecimento do tempo de equilibrio de particdo depende do modo gue o SPME é
utilizado. Tempos relativamente curtos de equilibrio s@o conseguidos se a amostra
aquosa sofre agitacdo. Neste caso, uma camada de agua permanece sobre a
superficie da fibra polimérica permitindo que o tempo de equilibrio final seja

determinado pela difus&o através desta camada. No caso de um processo estatico o
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transporte dos analitos é limitado pela difusdo na fase aguosa e na camada de agua
sobre a fibra; durante o processo de absorgdo, o gradiente de concentracéo nesta
camada esta constantemente diminuindo, implicando na reducéo do fiuxo de analitos
para a fibra. Alguns estudos indicaram tempos de equilibrio dos compostos BTEX
(Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e os isdbmeros Xilenos) variam de 2 a 5 min. Quanto a
otimizacdo das condigbes cromatogréficas, alguns fatores tem de ser considerados. A
fiora deve sofrer o processo de dessorgdo por um periodo de 1-2 min a uma
temperatura levemente acima do ponto de ebulicdo do analito menos volatil. Como o
processo de dessorgdo dos analitos da fibra pode demandar 20-30 s, 0 qual € muito
maior do que o tempo de largura de um pico cromatografico em uma coluna capilar, é
necessario reter (trapear) os analitos no inicioc da coluna utilizando baixas
temperaturas. Em condigfes otimizadas foi possivel alcancar limites de detecgio de 1
ng.L" e desvios padréo relativo de 4-6% para compostos BTEX utilizando um detector
por ionizagdo em chama (DIC) [30).

A primeira aplicacdo da SPME utilizou uma fibra recoberta com 1 mm de
espessura de poliimida que foi exposta a solugdo de 1,1,1 tricloroetano, tricioroeteno e
percloroeteno [31]. A figura 3.9 mostra um cromatograma obtido pela dessorcao dos
analitos da fibra. O aparecimento de cauda nos picos cromatograficos foi atribuido a
isoterma de dessorgac do polimero constituinte da fibra.

A diminuicdo das caudas dos picos cromatograficos foi conseguida com fibra
nao recoberta para a determinacéo de compostos bifendlicos policiorados e BTEX [31].
Nos trabalhos subseqguentes este problema foi solucionado pela utilizagdo de
temperaturas do forno do cromatégrafo abaixo do ponto de ebuli¢do do componente
que primeiro elui da coluna. Modelos matematicos foram estudados para o processo
de extragdo com SPME utilizando BTEX como compostos teste [32,33].
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TCEY i

Figura 3.8 - Separacio de 1,1,1 tricloroetano (TCEA), tricloroeteno (TCE) e percloroetileno (FCE) apos
dessorgéo da fibra encamisada com poliimida. As concentragdes foram, respectivamente, 0,69, 0,75 e
0,83 ug.L™". Condigbes cromatograficas foram: gas de arraste: 29 cm.s™', make-up (Ny): 24 mL.min”’,
temp. do injetor: 275 °C, temp. do forno: 60 °C (isotérmica) e temp. do detector: 325°C.

Os fatores que afetam a amostragem, precis@o e exatiddo do método da SPME
foram extensivamente estudados para BTEX [32,34), benzenos substituidos [35] e |
compostos orgéanicos clorados [36]. Entre estes fatores est&o o efeito da posicéo da
fibra no injetor durante o processo de dessor¢do, temperatura de dessorgao, agitagao
e temperatura da amostra durante o processo de absor¢éo, concentracéo de NaCl e
variacdo de pH, temperatura crioscépica do forno do cromatografo e espessura do

filme da fibra. A figura 3.10 representa um cromatograma de corrente idnica obtido da
analise de uma mistura de compostos organicos.
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Figura 3.10 - Cromatograma de corrente idnica obtido pela analise de uma mistura contendo os
componentes determinados pela EPA método 624: (1) cloreto de vinila, (2) bromometano, (3)
cloroetano, (4} triclorofluormetano, (5) 1,1 dicloroetano, (6) diclorometano, (7) trans dicloroeteno, (8) 1.1
dicloroetano, (9) cloroférmio, (10) 1,1,1 tricloroetano, (11) tetracloreto de carbono, (12) d6-benzeno, (13)
benzeno, (14) tricloroeteno, (15) 1,2 dicloropropano, (16) bromodiclorometano, (17) cis-dicloropropeno,
(18) tolueno, (19) trans-dicloropropeno, (20) 11,2 tricloroetano, (21) percloroeteno, (22)
dibromoclorometano, (23) clorobenzeno, (24) etilbenzeno, (25) bromoférmio e (26) tetracloroetano.

Os dados da tabela 3.3 confrontam os limites de detecgao obtidos pelo uso da SPME
com os métodos EPA 624 e 524.2 (respectivamente, head-space € purga e
trapeamento), com detecgdo por espectrdmetria de massas, para 03 compostos

mostrados no cromatograma da figura 3.10 [36].
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Tabela 3.3 - Comparacao dos limites de deteccdo (ug.L")

Composto SPME Método 624 Método 524.2
Clorometano - n.d.® 0,13
Cloreto de vinila 0,3 n.d. 0,17
Bromometano 1 n.d. 0,11
Cloroetano - n.d. 0,1
Triclorofluormetano 0,03 - n.d. 0,08
1,1 dicloroetenc 1 2,8 0,12
Diclorometano 3 2,8 0,03
trans 1,2 dicloroeteno 3 2,8 0,06
1,1 dicloroetano 0,1 47 0,04
Cloroférmio 0,1 16 0,03
1,1,1 Tricloroetano 0,03 3,8 0,08
Tetracloreto de carbono 0,01 2.8 0.21
Benzeno 0,03 4.4 0,04
Tricloroeteno 0,07 1,9 0,19
1,2 Dicloropropano 0.2 8,0 0,04
Bromodiclorometano 0,07 2.2 0,08
cis 1,3 Dicloropropeno 1,0 5,0 0,04
tolueno 0,07 6,0 0,11
trans 1,3 Dicloropropeno 1,0 50 0,04
1,1,2 Tricloroetano 0,5 5,0 0,10
Tetracloroeteno 0,005 4,1 0,14
Dibromoclorometano 0,03 3,1 0,05
Clorobenzeno 0,007 8,0 0,04
Etilbenzeno 0,001 7,2 0,06
Bromoférmio 0,07 4.7 0,12
1,1,2,2 Tetracloroetano 0,01 6,9 0,04

2 n.d. - ndo detectado

Um modelo matematico e fatores experimentais foram estudados para a

extracdo por SPME do headspace de solugbes aquosas de BTEX e compostos
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aromaticos polinucleares [37]. Um dispositivo de SPME com resfriamento interno foi
utilizado para a analise do headspace de amostras de diferentes matrizes [38]. Neste
arranjo ¢ feito simultdneamente o aquecimento da matriz da amostra e o resfriamento
da fibra encamisada. Isto facilita a transferéncia de massa dos analitos para o
headspace da amostra e também cria uma diferenca de temperatura entre a fibra
encamisada € O headspace, o© qual aumenta significativamente os coeficientes de
particdo dos analitos, elevando o limite de detecgdo para niveis de sub-partes por

trilhdo. A figura 3.11 mosfra esta modificagdo da SPME.

Tubo capilar

CcO 5 saida

Capilar externo

$o— Corpo da seringa

Ferrolho
Agulha

Headspace = — Material absorvente

Amostra “wgr— Frasco

Agquecedor

Figura 3.11 - Dispositivo de SPME ajustado para congelamento internc.
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Qutro arranjo desenvolvido por Pawliszyn e Zhang, figura 3.12, foi a
combinagéo da SPME com uma seringa gastight [39]. Para compostos muito volateis
este arranjo apresenta sensibilidade melhor do que a SPME e para compostos menos
volateis este arranjo apresenta sensibilidade melhor do que analise de headspace
estatico. O limite de detecgéo estimado para este arranjo esta abaixo de ng.L™ (partes
por trithdo).

Plungue

Corpo da seringa .

Teflon

Tubo de ago
inoxidavel

Agulha

Fibra e material absorvente

Figura 3.12 - Dispositivo gastight - SPME.
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Eisert e Levsen [28] utilizaram pela primeira vez a SPME para a analise de 34
pesticidas tais como triazinas, organofosforados e 2,6 dinitroanilina em niveis de
conceniracdo exigido pela Unido Européia. Neste trabalho, o limite de detecg@o do
método utilizando um detector de nitrogénio-fésforo variou de 0,005 a 0,08 ugl’ ea
precisdo de 1 a 18 %. Pawliszyn e Boyd-Boland [40] analisaram herbicidas contendo
nitrogénio em sua estrutura utilizando detectores de nitrogénio-fosforo, ionizagdo em
chama e espectrometro de massas. O limite de detecgéo encontrado variou de niveis
de ngl” a sub ng.L”. Dean e col. [41] automatizaram a andlise por SPME de
herbicidas s-triazinas semi-volateis utilizando amostradores autométicos. Eles também
estudaram a influéncia de alguns fatores experimentais. tempo de absorcéo,
temperatura de dessorgdo, variagdo da espessura do filme polimérico e temperatura

crioscopica do forno.
3.3 - Microextratores Liquido-Liquido

Nas extragbes convencionais liquido-liquido, os extratos obtidos sé&o
comumente muito diluidos e impedem a deteccdo de tragos de compostos a nivel de
ng.L"'. A redugdo da razdo solvente-agua, o uso de detectores mais sensiveis, a
injecdo de grandes quantidades de amostra ou a pré-concentracéo do extrato s&o
providéncias necessarias para contornar este problema. Processos de reducac da
razdo solvente-agua levam a extratos mais concentrados, porém podem acarretar
perdas de componentes-tragco. Além disto, podem aumentar interferéncias, pois as
impurezas do solvente extrator séo concentradas juntamente com os analitos. Grandes
volumes de solvente extrator podem ser evaporados usando um evaporador rotatorio
ou um concentrador evaporativo Kuderna-Danish [42,43]. Entretanto ndo é possive! a
reducdo de centenas de mililitros para menos que 1 mlL utilizando um unico apareiho.
Por isto, inicialmente as amostras sdo concentradas para 5-10 mlL e, depois,
transferidas para um micro evaporador Kuderna-Danish ou um concentrador
evaporativo com taxa de evaporagéo controlada [42]. Como o processo de evaporagao
do solvente & vagaroso e ha possibilidades de contaminag&o da amostra pelo solvente

e pelo material de vidro, métodos de microextragdo liquido-liquido, utilizando
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pequenos volumes de solvente, s&o atrativos e compativeis com o tamanho da
amostra requeridos pelas tecnicas cromatograficas [42].

Alguns métodos de microextragdo liquido-liquido tornaram-se populares devido
3 econdmia de sclventes, facilidade de exiragdo, rapidez de andlise e por néo
requerem etapas posteriores de concentracéo [42].

A figura 3.13 representa um micro reator Keele, que permite a realizagao de
reacbes, derivatizagbes e extragdes da amostra utilizando volumes de amostra e de

produtos, compostos derivatizados ou extratos da ordem de microlitros [44].

6 mm

Septo de silicone
e PTFE .

Camara superior

. e o o

Pescogo (5 ul)

- ——— Camara Inferior (75 ul.)

fmm

Figura 3.13 - Micro reator Keele.

Este dispositivo pode ser utilizado em condigbes anidras, pressbes moderadas e
temperatura abaixo ou acima da ambiente. O solvente extrator pode ter densidade
maior ou menor que a da amostra. A tabela 3.4 contém dados de recuperagéo de

alguns compostos em agua utilizando o micro reator Keele.
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Tabela 3.4 - Recuperacio da agua destilada usando o procedimento do reator Keele

% recupera¢éo média + DPR® (%)

Composto massa, ng 1%extracio 2°extracdo 3% extragéo
Z-5-decenilacetato 80 508+1,3 20,2+0,9 89+08
2,3,5 trimetilpirazina 75 455+ 35 18,7+ 1,3 118+1,2
pentadecano 85 61716 174+1.4 78+073
6 pentadecano 90 63,7 +1.4 18,2+ 1,2 96+04
metil-9-oxo-2E-decenoato 85 547+15 22,4+09 6,9+0,5
3 octanol 70 41,7+1,0 19,9+1,6 11,3+0,8

2 média de 5 extracdes

Um outro microextrator, de operacio rapida e simples, onde volumes como de 1
L de solugdo aquosa sdo extraidos com 0,5-1 mL de solvente extrator, com imediata
andlise por CG, foi desenvolvido por Grob [45]. Este microextrator permite
determinacbes a nivel de ng.L". Posteriormente, um dispositivo de microextragéo
rapida similar ao de Grob [45] foi desenvovido e esté representado na figura 3.14 [46].
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Figura 3.14 - Frasco de microextrag&o. (1) Tubo capilar, (2) camada de solvente, (3) frasco volumétrico
de 1 L modificado e (4) amostra de agua.

Este dispositivo permite extragbes de até 980 mL de amostra de agua utilizando 200
ul de solvente extrator. Os analitos s&o extraidos por agitacdo e, apds separagao das
fases por decantacao, adiciona-se agua através do brago lateral, forcando o solvente a
sair pelo tubo capilar, onde ele pode ser amostrado por uma seringa. A tabela 3.5

contém informacdes sobre as recuperacdes alcangadas com este dispositivo, com uma
e trés etapas sucessivas de exiracio.
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Tabela 3.5 - Recuperacdes da agua usando o microextrator liquido-liquido

Composto Cong. 1 estagio DPR® 3 estagios extragdo (%)°
extracdo (%)
Aidrin 10 ng.L™ 47,9 56 89,4
Heptaclor epoxi 58,5 8,2 81,3
a-cis-Clordano 59,2 10,2 92,0
Dieidrin 62,2 10,0 92,6
n Decano 50 pg.L" 69,3 37 98,6
n Dodecano 60,3 3,3 97,3
n Tetradecano 56,0 3,9 96,7
n Hexadecano 52,9 2,9 96,4
Dibutil ftalato 2,5 ug.L” 65,5 59 96,6
Butilglicolilbutilftalato 25 ug.L” 43,6 4,0 89,7

3 4 analises de 4 extratos: ° os 3 extratos s30 misturados.

Recentemente, um microextrator liquido-liquido, representado na figura 3.15, foi
desenvoivido [3]. Neste dispositivo 400 mL de amostra aquosa € saturada com NaCl e
extraida com 500 pulL de solvente extrator. Apds 20 min de agitacdo mecanica, uma
solucdo de NaCl saturada & adicionada do baldo A para o frasco que contem a
amostra, com o0 gue o extrato é deslocado para o topo do frasco para coleta. O extrato
& entdo analisado diretamente por CG. Niveis de concentragdo de pesticidas testados
variaram de 50 a 500 ng.L" e os resultados de porcentagens de recuperacéo e
desvios padrao relativo estdo indicados na tabela 3.6. Um cromatograma obtido

utilizando este microextrator liguido-liquido esta representado na figura 3.16.
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&

Figura 3.15 - Equipamento simples para levar a fase de tolueno para o pescogo do frasco. (a) funii de

separagao preenchido com solugdo de NaCl saturada, (b) camada de solvente e (c) amostra.
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Figura 3.16 - Cromatograma de um extrato obtido com o microextrator da figura 3.15 quando analisada
uma amostra aquosa fortificada com inseticidas clorados (100 ng.L”). Picos: (1) diclobenil, (2)
pentaclorobenzeno, (3) a-HCH, (4) hexaclorobenzeno, (5) p-HCH, (6) lindano, (7) quintozona, (8)
heptacloro, (9) aldrin, (10) heptacioro epoxi - trans, (11) o,p DDE, (12) clorofenson, (13) dieldrin, (14) o,p
DDD, (15) p,p DDT, (16) metoxycioro, (17) mirex, (P1) dibutiiftalato, (P2) diisobutilftalato e (P3) di-2-
etilexilftalato. Sendo P1, P2 e P3 padrdes internos. Detector utilizado: DCE
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Tabela 3.6 - Recuperacéo de amostra aquosa dopadas com 50, 100 e 500 ng.L” de

alguns pesticidas utilizando o microextrator desenvolvido por Zapf e col. [3].

Composto 50 ng.l” 100 ng.L” 500 ng.L” Det.
%rec. DPR %rec. DPR %rec. DPR
Aldrin 46 8,0 52 11 61 7.6 DCE
Clorofenson 61 13 67 6.8 80 13 DCE
o,p DDD 66 3,5 71 1,8 71 34 DCE
o,p DDE 53 17 62 3.4 71 3,6 DCE
p,p DDT 68 3,7 69 2,0 76 4.7 DCE
Diclorobenil 70 6,1 70 3,5 65 45 DNP
Dieldrin 66 4.1 68 2,1 70 6,3 DCE
o HCH 70 1,4 66 3.3 68 3,5 DCE
g HCH 50 8,0 61 3,6 67 2,4 DCE
Heptaclor 70 10 69 9,5 73 5,1 DCE
Heptaclor epoxi, trans 61 6,8 66 2.9 70 3,3 DCE
Hexaclorobenzeno 35 12 52 12 64 7.6 DCE
Lindano 65 4,3 62 3,2 65 24 DCE
Methoxiclor 80 14 81 4.0 81 3,7 DCE
Mirex 49 18 64 2,0 66 3,4 DCE
Pentaclorobenzeno - - 41 14 56 11 DCE
Quintozeno 60 42 62 3.6 64 4.7 DCE
Ametrin 76 3,9 73 3,2 74 2,9 DNP
Atraton 70 43 62 24 61 36 DNP
Atrazina 67 2.1 64 53 64 3,4 DNP
Desestilatrazina nda - nda - nda - DNP
Desisopropilatrazina nda - nda - nda - DNP
Desmetrin 105 19 79 14 74 2,9 DNP
Metazacior 79 1,5 75 2.1 71 3.4 DNP
Methoprotrin 83 4.0 84 27 82 3,3 DNP
Metolaclor 73 10,2 68 43 69 2.3 DNP
Metribuzin 53 6,2 41 19 41 3,5 DNP

2 DCE - detector por captura de elétrons; DNP - detector nitrogénio-fosforo
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3.4 - Extracao por Destilagdo a vapor e Liquido-Liquido continuas e
simitaneas

A destilagdo por arraste com vapor € uma técnica adeguada para o isclamento
de compostos orgénicos de amostras liquidas ou a porgéo sollvel de amostras sélidas.
A base fisica do processo de separagdo depende da distribuicdo dos constituintes
entre a mistura liquida e o vapor em equilibrio com a mistura [43]. Os processos de
destilagao s@o de trés tipos: simples, fracionaria e a vapor. No processo de destilacao
simples ndo ha equilibrio entre as fases, porque o condensado € constantemente
retirado. E uma técnica pouco eficiente e ndo serve para concentragdo de tragos. A
destilagdo fracionada apresenta um processo de refluxo. E mais eficiente que a
destilacdo simples, devido aos equilibrios entre os vapores e o liquido que refluxa pelo
vapor, estabelecidos nos estdgios sucessivos das colunas de destilagéo. O processo
da destilagdo a vapor € muito usado para pré-concentragdo de amostras muito
diluidas.

A destilacdo a vapor € um procedimento de destilacdo simples na qual a
vaporizacdo da mistura é realizada pela passagem continua de vapor através da
mistura, ou pela ebulicdo da agua e amostra juntos [43]. Apesar de ser um dos mais
antigos métodos de concentragéo, a destilacdo a vapor ndo é frequentemente usada
em pesquisas ambientais. Entretanto, sua eficiéncia de extragéo, especialmente para
compostos mais polares e menos volateis & um pouco superior aquela conseguida por
headspace convencional ou processos de stripping a gas [47]. A desvantagem da
destilagcdo a vapor é a necessidade de um sotvénte adequado para a extragdo e a
evaporagdo do solvente extrator [47]. Para amostras muito grandes, a separacao de
fase ocorre apés a condensacdo do destilado, enquanto que para pequenos volumes
de amostra é necesséario uma extragdo liquido-liquido para a recuperacéo do analito.

Um microextrator, representado na figura 3.17.B, que utiliza extracéo liquido-
liquido continua e simultanea com destilacdo a vapor foi desenvolvido por Verzele e
col. [47]. Neste dispositivo 50,0 mL de amostra de agua é colocada no frasco A, cuja
capacidade pode ser de 250 mL. No frasco B, com capacidade para 2 mL, &

adicionado 1 mL de pentano. Nos frascos s@o colocadas pérolas de vidro. Antes de
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iniciar o procedimento de extracdo, agua e pentano séo introduzidos em C de forma

que os bracos D e F figuem preenchidos, respectivamente, com pentano e agua.

A B

Figura 3.17 - (A) Projeto moedificado do microextrator [48] e (B) projeto original [47].

Isto garante o equilibrio entre as duas camadas de solvente em C. Agua gelada é
circulada pelo dedo frio e o refluxo de pentano é iniciado pelo aquecimento do frasco B
a 80 °C, por meio de um banho de agua. Apds 15 minutos € iniciado o arraste de vapor
d’agua, por aquecimento do frasco A, com banho de 6leo a 140 °C. Os bragos de vapor
F e G s&o isolados termicamente. A contagem do tempo de extragéo é iniciada quando
o vapor d'agua penetra no corpo central do microextrator. Os vapores séo

condensados pelo contato com o dedo frio & seguem para os respectivos frascos,
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devido as diferencas das densidades e imiscibilidade dos liquidos contidos em C. Apos
1 hora, a gerac8o de vapor d'agua ¢ interrompida e a extragdo com solvente € mantida
por mais 20 min. O conteudo do frasco B é amostrado diretamente e analisado por CG.
Durante este experimento podem ocorrer perdas de pentano de C para o frasco B, ou
perdas devido a evaporagdo, as quais sdo compensadas pelo uso de um padréo
interno [47].

A tabela 3.7 contém os resultados de recuperagdo e as concentracdes dos
pesticidas utilizadas nas extragbes. Os numeros da primeira coluna referem-se aos

picos de um cromatograma tipico obtido com este microextrator (figura 3.18).

Tabela 3.7 - Recuperacéo de compostos testes.

n° do Composto  Quantidade em 50 Conc.(ug.L”) exp. 1 exp. 2 média
pico mL de agua (ng) (%) (%) (%)
HCH-isomero 20 0,4 1008 1017 1013
2 HCB 20 0.4 80,4 852 828
3 HCH-isomero 20 0.4 1049 1076 1086,3
4 Lindano 25 0,5 956 1104 103,0
5 Aldrin 25 0.5 103,2 1045 1039
6 Heptaclor 50 1 102,0 98,3 100,2
7 p, p’ - DDE 50 1 1014 952 983
8 Dieldrin 100 2 989 975 982
9 Endrin 100 2 1031 998 1015
10 0,p’-DDT 100 2 984 969 977
11 DDD 100 2 98,6 948 967
12 p,p’-DDT 200 4 98,4 1051 1018
Total 810 16,2 999 994 997

O fator limitante do microexirator de Verzele e col. [47], especialmente para
compostos polares e de alto ponto de ebulicdo, é a etapa gas liquido [48]. Esta etapa
pode ser evitada introduzindo diretamente a amostra aquosa no topo do condensador

do dispositivo de Verzele e col. [47], conforme mostrado na figura 3.17.A. Este
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dispositivo permitiu recuperacdes de 100% e desvios padréo relativos de até 3% para

compostos fenolicos em concentrages de 30 ug.L™".
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Figura 3.18 - injecéo de 2 ul do solvente extrator em injetor split (1:10) com a técnica da agulha quente;
Coluna: 230 °C, injetor: 270 °C, detector: 360 °C, vazdo: 1 mL.min”' e gas make-up: 30 mL.min”
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As figuras 3.19.A e 3.19B apresentam as modificagbes mais recente do
microextrator anterior realizada, respectivamente, por Lindner e Seidel [49] e Churacek
e col. descrita por Kuran e Sojék [50] para determinagio de tragos de pesticidas e
compostos organicos volateis em matrizes ambientais e biologicas. O projeto do
microextrator da figura 3.19.A promove uma mistura mais completa entre os vapores
de solvente e de agua e contém uma maior area de superficie de contato.
Recuperacdes de pesticidas, nas diversas matrizes, variaram de 73 a 98% e dos
desvios padrao relativos ficaram na faixa de 4 a 11%. O microextrator da figura 3.19.B

teve o braco de vapor de solvente aproximado da saida de vapor d'agua.
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Figura 3.19 - (A) Microextrator modificado por Lindner {49] e (B) microextrator modificado por Churacek
{50].
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4 - SISTEMA DE PREPARAGAO DE AMOSTRAS BASEADO
EM PERMEAGAO POR MEMBRANA

No nosso trabalho foi desenvolvido, para a determinacdo de tragos de
compostos organicos volateis, um sistema de preparacdo de amostras baseado em
permeacgdo por membrana tubular de silicone. Este sistema, cujas as partes s&o
mostradas na figura 4.1, opera diretamente acoplado a um cromatografo gasoso HP
5890 série | equipado com detector por ionizagdo em chama (DIC). Hidrogénio foi
utilizado como gas de arraste e extrator. Para coleta dos dados foi utilizado o
integrador HP 3392 A. Coluna capilar HP5 (5% fenil metil silicone) de 30 m de
comprimento e 0,33 mm de didmetro interno ou coluna “megabore” LM1 (metil silicone)
de 25 m de comprimento e 0,53 mm de diametro interno foram utilizadas para a

separagao cromatogréfica.

Gas —y Modulo de extragdio  Bomba peristaltica

- o

|

» Comp. org.
Amostra ::>
Tempo
Comp. 0rg. CORC. o Sistema de
Modulo de Aquecimento
— Trapeamento
Tempo -
Coluna cromat.
Sinal do detector
MJ ’[\ <1 |pIC

Tempo

Figura 4.1 - Esquema geral do sistema de preparagio de amostras baseado em permeagao por
membranas
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4.1 - Construcao do Médulo de Miembrana

O Médulo de Membrana esta esguematizado na figura 4.2.

trap frio . Modo A: Amostra Internamente
(Gias de arraste externamente

Tubo de aco

inox - 1/16in

Amostra >

Durepox Membrana ,

Vidro |
L {345 de Arraste

Modo B: Amostra Externamente
Gas de arraste internamente

Descarte <

Gas de
Arraste

» trap frio

Amostra J

Figura 4.2 - Modos alternativos para os fluxos de gas de arraste e amostra aquosa pelo Médulo
de Membrana.

Ele consiste de 1,5 cm de fibra tubular de silicone com didmetro externc de 196
um e espessura de parede de 24 um (Dow Corning Canada Inc.) presa a dois pedacos
de tubos de ago inoxidavel de diametro externo de 1/16 polegada. Este arranjo fica
encapsulado num envélucro de vidro de 3 cm de comprimento e didmetro externo de
6,0 mm, pelo qual circula 0 gés de arraste, enquanto a amostra aquosa flui pelo
interior da membrana (figura 4.2 - modo A). Os fluxos podem ser alternados, para o
gés de arraste fluir internamente & membrana e a amostra externamente (figura 4.2-

modo B). Para a montagem do Médulo de Membrana, as extremidades da membrana
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tubular s&c mergulhadas em metanol por aproximadamente 10 s e expandem,
facilitando 0 encaixe de aproximadamente 1 cm de cada extremidade da membrana
nos tubos de aco inoxidavel; com a evaporagéo do metano! a membrana encolhe e fica
presa aos tubos. Entdo o sistema “tubo-membrana-tube” mais os tubos de entrada e

saida sdo fixados as extremidades do envdiucro de vidro com Durepoxi™.

4.2 - Construgdo do Modulo de Trapeamento®

Trés tipos de Mbdulo de Trapeamento foram testados para estudos com o

aprisionamento dos analitos e estdo esquematizados na figura 4.3.

TIPO A TIPO B s TIPOC

tubo silcosteel on
tubo ago inoxidavel

Amostra —» Amosira —>

sistema de aquecimento

Tubo de ago ;

LUDO e Frasco
noxidavel

/; 1 |- C'w

~a—— (Coluna - (Colona

Figura 4.3 - Tipos de mddulos de trapeamento testados.

O trapeamento Tipo A consiste de um pedacgo da propria coluna cromatografica
atuando como adsorvente auxiliado por refrigeracdo com material congelante. Neste
casc 6 cm da coluna cromatografica foi trazida para fora do injetor do cromatégrafo e

introduzida no tubc de aco inoxiddvel de 1/16 polegada e 5 cm de comprimento.

* A palavra trapeamento sera utilizada com o significado de aprisionamento.
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O pedago de coiuna que ultrapassou o tubo de aco inoxidavel foi utilizado para a
conecgdo com o modulo de extragdo. Este arranjo sera denominado neste trabalho
como MESI, denominacao da literatura original que significa Membrane Extration
Sorbent Interface. O trapeamento crioscopico esta representado na figura 4.3 - Tipo B.
Neste tipe de trapeamento a configuragéo era mais elaborada e dependente do tipo de
tubulagdo a ser refrigerada. Tubo de ago inoxidavel de 1/16 polegada e tubo
Silcosteel™ de 1/16 polegada com 7 cm de comprimento foram testados. As
extremidades destes tubos foram utilizadas, respectivamente, para as conecgbes com
o modulo de extracdo e com a coluna cromatografica, restanto 5 cm para refrigeragao
com material congelante. A configurac@o que possibilitou os melhores resultados para
o trapeamento utilizou o tubo de Silcosteel™ e & aqui discutida pela sigla PMTC, de
Permeacéo por Membrana e Trapeamento Crioscépico. O Sicostee/™ é um tubo de
aco inoxidavel de dizmetro externo de 1/16 polegada, revestido internamente por uma
fina camada de silica fundida. O arranjo Tipo C do moédulo de trapeamento € idéntico
ao anterior, diferenciado apenas pelo uso de adsorventes dentro de uma secgéo de 3
cm do tubo de ago inoxidavel. Tenax, Carvao ativado e Carbopack foram os materiais
testados.

Nos trés casos os tubos de ago inoxidavel foram fixados verticaimente e no
centro de um “vaso crioscopico” - um recipiente feito de Teflon™ com diametro interno
de 3 cm e altura de 4 cm. A posterior liberagdo dos analitos, para os trés tipos de
modulo de trapeamento, era feita por aquecimento. O sistema de aquecimento
consiste de um transformador, um controlador de temperatura RS e as conecgbes com
o tubo de ago inoxidavel. Gragas a capacidade do transformador fornecer alta corrente
e baixa voltagem, foi possivel obter grandes variagbes de temperatura em um curto
periodo de tempo, tipicamente 20 s para aumentar a temperatura de -150 °C a
+150 °C.

4.3 - Operacéo do sistema

No vaso crioscopico € mantido material gelo séco ou N, liquido durante todo o
processo de extragdo. A amostra aquosa, impulsionada por uma bomba peristaitica

situada ap6s o Modulo de Extragdo, passa interna ou externamente & membrana de
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silicone. Esta bomba esta situada apds o Mdduio de Extragdo para evitar possiveis
problemas de contaminagao no tubo de tygon (veja figura 4.1). No momento em que a
amostra penetra no Mddulo de Extrag@o & iniciado a contagem de tempo. Na extrag&o,
os analitos permeiam pela membrana e s&o carregados pelo gas de arraste para ©
Modulo de Trapeamento, onde s3o retidos por adsorgdo efou congelamento. Ao
término do tempo estipulade de extracdo, a bomba peristaitica ¢ desligada, o
congelamento € interrompido e o aquecimento do trap é iniciado. O integrador e a
programagédo de temperatura s&o acionados juntamente com o inicio do aquecimento
do trap. A amostra que permanece no Mdédulo de Trapeamento apds desligada a
bomba peristaitica & retirada e a limpeza da membrana, pelo método usual ou pelos
propostos neste trabalho, iniciada. O sistema de aguecimento do frap é desligado apds
30-45 s. Os analitos concentrados no trap séo carregados pelo gas de arraste para

dentro da coluna, separados cromatograficamente e detectados no DIC.

4.4 Limpeza da Membrana

No sistema de preparacéo de amostra baseado em permeacdo por membrana a
amostra é tratada segquencialmente, sem interrupcdes e enviada diretamente para o
cromatdgrafo, o que facilita analises sucessivas de amostras com diversas
concentragdes. Na permeacado pela membrana podem ocorrer adsor¢des parciais dos
analitos o que, apds andlises sucessivas, causa efeitos de memédria e superestimacao
das concentracfes em andlises subsequentes. Este efeito & acentuado para
concentrages dos analitos superiores a 500 ug.L™”, sendo usualmente eliminado por
bombeamento de agua pura, em substituicdo a amostra, através da membrana [11,20],
o que pode demandar mais de 80 minutos, principalmente para os compostos menos
volateis. A figura 3.3 (pp 09) ilustra o excessivo tempo necessario para a completa
limpeza da membrana de polipropileno e portanto é uma limitagdo desta técnica
emergente de analise de compostos organicos volateis em agua.

Objetivando reduzir o tempo de limpeza da membrana e, portanto, o tempo
entre as analises, testamos duas novas técnicas para limpeza da membrana: (1)
substituicdo de agua pura por N, gasoso e (ll) a substituicdo da agua pura por N:

gasoso com o sistema de membrana aquecido. As técnicas de limpeza propostas
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foram comparadas com a técnica usual. Duas classes de compostos volateis foram
usados separadamente para este trabalho: os compostos organicos halogenados e 0s
compostos organicos aromaticos (0 composto ciorobenzeno foi utilizado como sendo
aromatico). Foram usadas como amostras-teste misturas de cloroférmio, tricloroeteno,
tetracioroetenc e dibromoclorometano e benzeno, tolueno e clorobenzeno, dissolvidos
em agua em concentracbes propositadamente altas (aproximadamente 50 ma.Ll ™).
Cada solucao foi processada pelo sistema MESI, no modo A de operag@o (amostra
aquosa por dentro da membrana e gas de arraste por fora), por 5 minutos e o processo
de limpeza foi realizado com N, gasoso com vazao de 35 mL.min™. O monitoramento
foi realizado por um periodo de 35 min. O mesmo procedimento foi realizado com a
utilizag8o de agua pura e de N, gasoso, com vazdo de 35 mL.min"', passando pelo
sistema de membrana aquecido & 80 °C. As figuras 44 e 4.5 mostram,
respectivamente, para os compostos organicos halogenados e para os compostos
organicos aromaticos a queda das suas concentragdes em fung@o do tempo de
limpeza com &agua pura, N, gasoso e N, gasoso com o sistema de membrana

aquecido.
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Figura 4.4 - Comparacio de 3 técnicas de limpeza da membrana para compostos halogenados volateis.

42




4 - Sistema de preparacio de amostras baseado em permeagio por membrana
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Figura 4.5 - Comparagéo de 3 técnicas de limpeza da membrana para compostos aromaticos volateis.

A tabela 4.1 contém informacdes sobre as propriedades fisicas dos compostos
organicos volateis estudados. A observagéo destas figuras permite concluir que existe
uma grande diferenca na eficiéncia dos modos de limpeza da membrana. Também &
possivel observar que o tempo de retirada dos compostos mais volateis da parede da
membrana é significativamente menor que aqueles menos volateis. Os resuitados de
limpeza da membrana com gas N, e os dados da tabela 4.1 tornam esta observacgao
mais evidente. O tempo para o decaimento total dos sinais dos compostos é crescente
com o aumento do ponto de ebulicdo destes compostos, exceto para clorobenzeno.
Para dibromoclorometano e tetracloroeteno, cujos ponto de ebulicao séo praticamente

iguais, o decaimento para concentragao relativa de 10% & de 35 min.
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Tabela 4.1 - Propriedades fisicas dos compostos organicos volateis.

Composto PM® PF® (°C) PE° (°C) d® (mg.L™)
Cioroférmio 119,4 63 61 1,49
Benzeno 78,1 55 80 0,87
1,2 dicloroetanoc 98,9 -35 83 1,26
Tricloroeteno 131,4 -84.8 86,7 1,46
Tolueno 92,1 -93 1106 0,86
Dibromoclorometano 2083 -22 120 245
Tetracloroeteno 165.8 -22 121 1,62
Clorobenzeno 112,6 -45 132 1,11
Etilbenzeno 106,2 -43 136 0,86
o Xileno 106,2 -25 145 1,50
Bromoférmio 2528 83 151 2,89
p Clorotolueno 126,6 -4,3 181 1,10

? peso molecular; ® ponto de fuséo; © ponto de ebulicdo; © densidade.

No caso do cloroférmio, o composto mais volatil neste estudo, ha uma diferenca
de apenas 5 min para a completa limpeza da membrana quando comparados a
limpeza com agua e os meétodos propostos. Entretanto, para os demais compostos
esta diferenca € muito significativa, atingindo cerca de 20 min guando & usado N
aquecido. A tabela 4.2 d4 uma idéia numérica da diferenga da eficiéncia das trés
técnicas de limpeza de membrana para alguns compostos menos volateis que o

clorofoérmio.
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Tabela 4.2 - Comparagdo da porcentagem de decaimento na concentracdo dos

analitos em func¢ao do tempo durante o processo de limpeza da membrana.

Agua pura

% de decaimento conceniragéo dos analitos na membrana

Tempo {(min)  tricioroeteno tetracloroeteno dibromoclorometano  clorobenzeno

5 52 35 44 17
10 65 49 53 28
15 74 57 73 42
20 81 65 81 52
35 82 72 89 56

N: gasoso

% de decaimento concentragdo dos analitos na membrana

Tempo (min) tricloroeteno tetracloroeteno dibromociorometano clorobenzeno

5 67 23 50 67
10 94 79 70 88
15 97 92 81 93
20 98 94 91 g7
35 98 95 93 98

N: gasoso com o Maodulo de extragao aquecido

% de decaimento concentragdo dos analitos na membrana

Tempo (min) fricloroeteno tetracloroeteno dibromoclorometano  clorobenzeno

5 83 84 78 83
10 98 95 100 94
15 99 100 100 97
20 100 100 100 98
35 100 100 100 99

Nesta tabela sd@o comparados os decaimentos das concentracdes dos analitos
(%) em func@o do tempo de limpeza da membrana. Quanto maior o valor % de
decaimento da concentragéo do analito maior a quantidade de analito retirada da
parede da membrana em funcéo do tempo de limpeza. Deste estudo conclui-se que a

maior eficiéncia de limpeza ocorre com o fluxo de gas N, pelo sistema de membrana
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aquecido. Pela tabela 4.2, é possivel observar que ocorre limpeza completa da
membrana para 3 compostos (tricloroeteno, tetracloroeteno e dibromociorometano) e
limpeza praticamente completa para o clorobenzeno em um tempo inferior a 20 min.
No caso do uso de N, gasoso a temperatura ambiente, ha eliminagdo de
aproximadamente 95% dos compostos da parede da membrana em 20 min de limpeza.
A extrapolacdo das curvas de limpeza da membrana com agua das figuras 4.4 e 4.5
sugere tempos de limpeza de vérias horas para os compostos de volatilidade
superiores a do cloroférmio. A figura 4.6 compara o cromatograma obtido da extragéo
de compostos aromaticos da solugdo-teste com os cromatogramas obtidos apos 10
min de limpeza da membrana utilizando agua pura e N, gasoso com o sistema de

membrana aquecido.

[

s

4,7 6',4 7,8
tempo fiin]

T > : »
47 64 18 = 47 64 g
tempo fruin} tempo [min}

Figura 4.6 - Cromatogramas: A - obtido por 5 min de extragdo da soluggo teste; B -obtido apds 10 min
de limpeza com &gua pura e C - obtido ap6s 10 min de limpeza com N, gasoso-aquecido.Picos
cromatograficos: 1. Benzeno; 2. tolueno e 3. clorobenzeno. Cond. Cromatograficas: coluna capilar HPS,
vazdo da coluna = 0,8 mL.min™", temp. do detector = 275 °C, temp. da coluna = 35 °C mantido por 2 min
e aguecimento a 10 °C.min"" até 120 °C, aquecimento do trap a 150 °C.

Para verificar se a forma de operagao do Mddulo de Extracéo n&o interfere no
processo de limpeza da membrana foi feito a comparagéo da técnica de lavagem com
agua pura e N, gasoso utilizando o modo B de extracao (amostra aquosa por fora da
membrana e gas de arraste por dentro). Os compostos utilizados foram o cloroformio e
o tetracloroetenc. A figura 4.7 mostra a percentagem de decaimento destes compostos

em fungéo do tempo de limpeza.
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Figura 4.7 - Comparagéo de 2 modos distintos de limpeza da membrana utilizando o modo B de

extragdo.

A inspegé@o desta figura permite concluir que os métodos de limpeza de
membrana sugeridos neste trabalho sfo mais eficientes que a passagem de agua
pura. Alem disto, € possivel observar pela comparacéo das figuras 4.7 e 4.4, que para
o tetracloroeteno atingir 10% da concentracéo relativa é necesséario 20 min guando
utilizado o modo B e 30 min quando utilizado o modo A. A busca da interpretacdo
deste resultado [evou-nos a calcular os volumes ocupado pelo gas de limpeza no
modo A e B de operagao e as velocidades lineares com que o gas de limpeza percorre
pelos modos A e B de operagdo. Através das equacles 4.1 e 4.2 e tabela 4.3, que
contém os dados do Modulo de Membrana, foram calculados, respectivamente, os

volumes da membrana e do tubo de vidro e as velocidades lineares do gas extrator
passando pela membrana e pelo tubo de vidro.

Vol.= - Fz - L (equacdo 4.1)

Veloc.= F/¢ (equacdo 4.2)

onde, Vol. & o volume, r € o raio, L é o comprimento do tubo, Veloc. é a velocidade do
gas e J & a area de secgdo transversal.
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Tabela 4.3 - Dados das constantes do modulo de membrana.

Variaveis Modo AeB
diametro externo da membrana 1,956 mm
diémetro interno da membrana 1,473 mm
diametro interno do tubo de vidro 6,0 mm
comprimento do tubo de vidro 30 mm
15 mm

comprimento da membrana

A tabela 4.4 contém os resultados destes caiculos e as diferencas percentuais

encontradas entre og modos A e B de operacgao para as duas variaveis.

Tabela 4.4 - Resultados dos calculos de volume e velocidade linear.

Modo A Modo B Diferenca (%)
Volume 52 uL 848 ul 1530
Velocidade linear 2059 mm.min™ 125 mm.min” 1523

obs: vazao de gas de limpeza de 35 mL.min”

Deste tabela pode-se perceber que a velocidade linear com que o gas de
limpeza passa pela membrana é definitiva no processo de limpeza. Deste modo,
quanto menor a veloccidade de passagem do gas pela membrana (cujo menor valor néo
foi determinado nestez estudo) maior seu tempo de permanéncia no modulo e melhor o
seu processo de retirzaada dos analitos da membrana.

A grande vantzagem de utilizar métodos mais eficientes de limpeza da membrana
é a possibilidade de eanalise de um ndmero bem maior de amostras por dia de trabalho.
Suponha uma anélis € cujo o tempo de extracdo é de 10 min e uma subsequente
corrida cromatograficza com duragao de 10 min. Se o método convencional de limpeza
de amostra for utilizzado ha necessidade de no minimo 40 min de limpeza. Supondo
que o processo de limpeza comege imediatamente apds encerrado o tempo de
extracdo, ainda have ra um tempo de espera de 30 minutos antes de iniciar a nova
extracdo. Isto signific.& 40 min entre o inicio de uma extrag@o e o inicio da extragdo
seguinte. Com o métcodo alternativo, aproximadamente 15 min s&o suficientes para a

limpeza da membran==2, © que significa 5 minutos de espera antes da nova extragao.
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Assim, apenas 15 min s&o necessarios entre o inicio de uma extracéo e o inicio da
extracdo seguinte. Entdo, supondo um dia de trabalho de 8 horas, & possivel realizar
até 12 extracdes por dia se lavagem com agua pura é utilizada e 32 extragbes por dia

se o método proposto for utilizado.
4.5 Otimizacao da operacio do sistema de preparacao de amostra

Alguns parameros que poderiam afetar o desempenho do sistema de
preparacdo de amostra, especificamente nos Modulos de Membrana e de
Trapeamento, foram estudados. Para o Médulo de Membrana foi estudado o Modo de
operacdo mais eficiente (Modo A ou B) e o comportamento do sistema em fungéo da
variacéo da vazao de amostra. No caso do Modulo de Trapeamento foram comparados
os tipos de fraps e dois materiais congelantes (gelo séco ¢ N; liquido). As condicoes
cromatograficas foram particularizadas para cada caso e estdo descritas nas figuras
410, 4.11,4.15,4.18, 419 e 4.20.

4.5.A - Vazdao da Amostra

O efeito da vaz&o da amostra sobre a eficiéncia de permeag¢&o dos analitos peia
membrana foi verificado para os dois modos de operagédo, como mostrado na figura
4.2 Em ambos foi utilizado o sistema MESI. Os testes foram feitos com uma solugéo
aquosa com 700 ug.L™” de 1,2 dicloroetano. O sistema foi operado como descrito no

item 4.3 e o tempo de extragdo foi de 5 min. A figura 4.8 ilustra a relagéo entre a

" intensidade do pico do 1,2 dicloroetano e o fluxo de amostra circulando pelo sistema.
Modo A Modo B

Intenskdade de Sinalx 102
t 4
Intensidade de Sinalx 102

10 4 "
§ e

o0 85 19 15 28 25 30 35 40 45 50 e 05 10 15 A 25 30
Vazdo de amesira (mb.min-1} Vazao da Amostra {mbrmin-1)

Figura 4.8 - Estudo da influéncia da vaz&o da amostra sobre a eficiéncia de permeacao dos analitos.
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Nos dois casos, a maxima intensidade de sinal foi obtido a partir de 2,5
mL.min". O aumento da vazdc de amostra permite que uma maior quantidade de
analito entre em contato com a membrana durante um periodo pré-estabelacido.
Portanto o aumento da intensidade de sinal devido a elevagéo da vaz&o de amostra
era esperado. Vazdes acima de 2,5 mL.min" promovem a saturagdo da membrana e
portanto ndo acrescentam nenhum aumento do contato quantidade de analito - parede
da membrana. Assim, a intensidade do sinal atinge um valor maximo em torno de 2,5
mL.min™.

A literatura [11] recomenda n&o usar alta vazdo de amostra, pela possibilidade
de rompimento da membrana ou da jungdoc membrana-ago inoxidavel, pela elevada
pressdo de bombeamento nas paredes da membrana, principalmente para o Modo A
de operacdo. Alta press&o da amostra também pode causar permeagao de agua pela
membrana, a ponto de entupir o frap do sistema MESI, por formag&o de geic quando
ele é resfriado para reter os componentes da amostra. Por esta raz&o foi feito um
estudo para relacionar o tempo necessario para entupimento do frap em fungao da
vazao de amostra. Para vazao de amostra de 0,86 mL.min™ e trapeamento em coluna
capilar de didmetro interno de 0,25 mm o tempo de entupimento foi de 12 min; para
mesma vazao e coluna de didmetro interno de 0,53 mm (“megabore”) o tempo foi de 25
min. A figura 4.9 mostra um estudo relacionando tempo de exiragdo em fungéo da

intensidade de sinal quando utilizado traps de coluna capilar e “megabore”.

Trap de coluna capilar Trap de coluna megabore
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Figura 4.9 - Relagao entre intensidade de sinal e tempo de extragdo para 2 tipos diferentes de traps do
sistema MESL
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Nesta figura a intensidade de sinal do 1,2 dicioroetano atinge um patamar a partir de
um determinado momento da extrag&o para cada tipo de frap. Este fato, aliado ao
aumento brusco da press&o na cabeca da coluna, sdo indicativos de vazéo insuficiente
de gas para dentro da coluna cromatografica. Paralelamente, houve substancial perda
de qualidade cromatografica, com distorgéo dos picos que tornou bastante insegura a
determinacéo de suas dreas. Por outro lado, o tempo de entupimento da coluna
megabore foi de 25 minutos para vazdes da amostra entre 0,33 a 4 mL.min™, o que

indica que a permeagao de agua pela membrana independe da vazéo da amostra.

4.5.B - Tipos de Traps

O estudo anterior (item 4.5.A) indicou valores maximos de tempos de extracac
de dois tipos de traps que podem ser usados no sistema MESI, ou seja, 12 min para
colunas capilares e 25 min para colunas “megabore’”. Como a sensibilidade desta
técnica é dependente do tempo de extracdo, pois quanto maior este tempo maiores
quantidades de analitc permeiam pela membrana, o entupimento dos fraps leva a uma
limitac&o da sensibilidade do sistema MESL

Devido aos problemas de entupimento do frap em coluna cromatografica outras
possibilidades de aprisionamento dos analitos foram testadas. Os fraps de materiais
adsorventes (figura 4.3 - Tipo C), como Carbopack, Carv&o Ativo e Tenax produziram
picos cromatograficos com caudas muito pronunciadas, motivo pelo qual foram
rapidamente descariados. Foi testado o uso de tubo de aco inoxidavel de 1/16
polegada e tubo de silcosteel™ de 1/16 polegada (figura 4.3 - Tipo B). A figura 4.10
mostra os cromatogramas obtidos para uma mistura aquosa de compostos clorados,
em concentracdes de aproximadamente 1000 ug.L”, apds 10 minutos de extracdo e
trapeamento em tubo de ago inoxidavel e de silcostee/™. Estes cromatogramas
indicam que 0s picos cromatograficos obtidos com o tubo de silcosteel’™ sdo mais
simétricos e estreitos do que os obtidos com tubo de aco inoxidavel. Outra observagéo
importante & que cromatogramas como os da figura 4.10.A sdo similares em altura e
largura de pico aos obtidos com o trapeamento em sistemas MESI (figura 4.11A), o
que sugere que eventuais problemas de “volumes mortos” devido as conecgbes sdo

minimizados no PMTC. A diferenca no formato dos picos cromatograficos dos analitos
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™ e de aco inoxidavel podem ser

nos cromatogramas obtidos pelos fraps de silcostee
atribuidos a adsorcéoe de compostos cloradoes na superficie metalica. No caso do tubo
de silcostee/™, a fina camada de silica fundida elimina ou atenua este efeito de

adsorcao. Deste modo, o uso de tubo de Silcostee!™

€ mais indicado para analises de
amostras ambpientais, pois ndo ha a restricdo do tempo de extracdo sem que ocorra

prejuizo do formato dos picos cromatograficos.
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Figura 4.10 - Cromatogramas obtidos de extracdes do tipo PMTC com diferentes tipos de fraps: (A)
silcostee/’™ e (B) ago inoxidavel. Condigdes cromatogréficas: vazao da coluna = 5,0 mL.min™', temp. da
coluna = 40 °C por 2 min e aguecimento de 15 °C.min™' até 150 °C, temp. do detector = 275 °C e coluna

LM1 tipo megabore. Ordem de eluigdo: (1) clorofdérmio, (2) 1,2 dicloroetano, (3) tricloroeteno, {4)

dibromociorometano, (5) tetracloroeteno e (68) bromofdérmio.

4.5.C - Material Congelante

Com a extracdo por permeacdo em membrana por mais de 10 minutos, e
usando gelo seco como material congelante, observou-se que compostos mais
voléteis, como cloroférmio, 1,2 dicloroetano, tricloroeteno e benzeno, s&c pouco
retidos nos sistemas MESI e PMTC. Na tentativa de contornar esse problema, foi
utilizado N, liquido como congelante. Deste estudo concluiu-se que este congelante
ndo pode ser usado para trapeamentoc em coluna cromatografica porque os picos
cromatograficos obtidos s&o totalmente irregulares - aparentemente ocorrem até
desdobramentos de picos - como pode ser observado pela comparacéo de dois

cromatogramas mostrados na figura 4.11. O cromatograma A foi o Unico, em uma série
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de extracbes, que ndc apresentou 0s problemas citados anteriormente. O
cromatograma B é um representante tipico quando foi utilizado N, liquido e MESI
conjuntamente. Conjecturalmente, este fato pode ser atribuido a alteragbes da
superficie polimérica de fase estacionaria na coluna congelada a -150 °C e
bruscamente aquecida a +150 °C em 20 s, que afetaria os formatos dos picos. Assim,
devido a grande faixa na variagdo de volatilidade dos compostos de interresse, 0 uso
de N, liquido como material congelante & mais adequado devido ao maior tempo de

retencéo destes compostos no Médulo de Trapeamento.

Figura 4.11 - Uso de N; liquido como congelante em um sistema MESL. (A) Unico cromatograma obtido
sem ocofréncia de desdobranto de picos (B) exemplo tipico de desdobramento de picos quando usado
N, liquido como congelante: (1) de cloroférmio, (2) 1,2 dicloroetano, (3) tricioroeteno, (4)
dibromoclorometano e (5) tetracloroeteno. Condigdes cromatogéficas: vazdo da coluna = 4,5 mL.min™,
temp. da coluna = 50 °C por 2 min e aguecimento de 10 °C.min-1 até 150 °C, temp. do detector = 273
°G e coluna LM1 tipo megabore. Ordem de eluigio idéntica a da figura 4.10.

4.5.D - Tempo de Extracao

A relacdio entre o tempo de extracdo de uma solugéo de compostos organicos
clorados volateis e o sinal de cada composto obtido pelo DIC foi estudada, utilizando o
trap de silcosteel™ e N, liquido como congelante. Neste estudo, a concentragéo dos
clorados foi de 1000 pgl™, vazdo de amostra de 0,86 mL.min" e tempo de extracéo

variando de 2 a 60 minutos, sem que se observasse entupimento do trap ou perdas

53



4 - Sistema de preparag8o de amostras baseado em permeacio por membrana

dos compostos mais volateis. A figura 4.12 mostra a relagdo linear obtida entre o sinal
cromatografico e o tempo de extracdo para os compostos estudados e a tabela 4.5
contém os parametros estatisticos da regress@o de cada curva. A relagédo entre a
intensidade de sinal dos analitos & o tempo de exiragéo utilizando MES! e gelo seco

como material congelante foi mostrado na figura 4. 8.

Tabela 4.5 - Parametros estatisticos da regresso de cada curva obtido pelo EXCEL.

Composto coef. Correlacéo coef. angular coef. Linear
1,2 dicloroetano 0,999 14808 -9555
triclorceteno 00,9886 8344 -22983
cloroférmio 00,9964 4106 -4796
tetracloroeteno 0,9687 4076 ~-24687
dibromocicrometanc 0,9980 3380 -8948
bromoférmio 0,9973 2588 -10198
—— 1 2dicloroetanc
900 — - {ricloroeteno
i — cloroformio

- 800 —
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Figura 4.12 - Relagéo entre tempo de extragdo e intensidade de sinal cromatografico de extracBes com
o sistema PMTC.
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A partir dos dados da figura anterior, foi possivel relacionar a intensidade do
sinal cromatogréafico por minuto de extrac@o e o tempo de extragdo, como mostrado na
figura 4.13.
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Figura 4.13 - Rela¢&o entre intensidade de sinal por minuto de extragéo e tempo de extragao.
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Esta figura indica que para os compostos tricloroeteno, dibromociorometano,
tetracloroeteno e bromoférmio que tem volatilidade inferior ao do 1,2 dicloroetano héa
um intervalo de tempo para que o fluxo destes analitos através da parede da
membrana atinja o equilibrio. No caso do cloroféormio que é mais volatil que o 1,2
diclorcetano © equilibric de permeacéc é prontamente atingido. Desta forma,
discussdes a respeito do melhor tempo de extragado dependeria dos constituintes da
amostra. Aparentemente, para amostras com compostos menos volateis que o 1,2
dicloroetano, o tempo ideal de extraca@o seria a partir de 40 min, pois a partir deste

momento o fluxo de compostos atravessando a membrana atinje o valor maximo.
4.5.E - Avaliacdo do tempo de espera para inicio de aquecimento do trap

Como discutido no item 4.4 (Limpeza da membrana), os analitos podem ficar
adsorvidos na membrana. No item 4.5.D (tempo de extracfo) verificamos que, para os
compostos estudados, a passagem dos analitos pela membrana necessita de um
intervalo de tempo para atingir o equilibrio. Estes fatos sugerem a existéncia de um
compromisso entre o tempo que decorre para a extracéo no Mddulo de Membrana -
durante o gqual, simultaneamente, os analitos s8o trapeados crioscopicamente - € 0
tempo de espera para o inicio do aquecimento do frap para a liberagao dos analitos.
isto levou a realizac@o de um estudo do comportamento do sinal cromatografico apbs
encerrada a passagem da amostra pela membrana. Utilizando o sistema PMTC foram
feitas extracdes de 5 minutos de solucdes de compostos clorados a concentragdes de
aproximadamente 1000 ug.L'1 e 0 aquecimento do frap foi iniciado apds diversos
intervalos de tempo. O sistema de preparacdo de amostra foi operado como descrito
no item 4.3, inclusive com a retirada do excesso de amostra imediatamente apos
encerrado o tempo de extra¢do. Os resuliados sdo mostrados na figura 4.14, onde o
tempo zero significa que o aquecimento do frap foi iniciado logo apds encerrrado o

tempo de extragio.
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Figura 4.14 - Estudo do comportamento da intensidade do sinal em fungio da variagio de tempo apés a
exiragfo de compostos clorados

A figura 4.14 mostra que, para os compostos estudados, o sinal do detector
tende para um valor maximo em fungdo do tempo de espera para o inicio do
aquecimento do frap. A magnitude deste resultado pode ser melhor observado pela
tabela 4.6. Esta tabela mostra numericamente a diferenca percentual da intensidade
do sinal cromatografico em relacdo ac tempo zero (veja explicagdo anterior) para cada

intervalo de tempo.

Tabela 4.6 - Dados numéricos do estudo do tempo de espera apds passagem da

amosira.

Aumento percentual da intensidade do sinal do DIC em fung&o do tempo de

espera para iniciar ¢ aguecimento do frap apds passagem da amostra

tempc CHCIl; 1,2dicloroetano tricloroeteno  Dibromoclorometano  Tetracloroeteno CHBry
{min)
3 425 45,7 58,3 497 54,6 67,4
6 497 55,9 73,8 79,6 68,5 118,5
10 41,2 50,1 64,3 87,7 76,0 1406

Desta tabela é possivel verificar que para compostos mais volateis do que 0 1,2
dicloroetano 6 min de espera antes de iniciar o aquecimento do frap aumenta em no
minimo 50% o sinal cromatografico. Ja os menos volateis do que o 1,2 dicloroetanc

exigem um maior tempo de espera para que o maximo de permeacdo destes
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compostos pela membrana seja alcangada. Neste estudo, 10 min de espera foram
suficientes para aumentar em até 140% o sinal cromatogréfico. Além do grande
aumento da sensibilidade, a espera de um certo tempo antes de acionar o
aquecimento do frap pode gerar resultados mais reprodutiveis. Isto porgue no

momento da desorcao o fluxo de analitos permeando a membrana esta em equilibrio.

4.5.F - Reprodutibilidade

Utilizando o sistema PMTC e solugio aquosa de compostos clorados, com
concentragbes de aproximadamente 750 pg.L™, foram feitas 5 extracdes de 10 min de
cada solucgo acrescido de 5 min de espera antes de aquecer o trap. A tabela 4.7
contém os resultados deste estudo.

Tabela 4.7 - Dados das estimativas de desvios padréo para replicata® de uma mistura
de volateis clorados obtidos pelo PMTC® .

Composto Sr'” da area Sr do tempo de
cromatogréfica retencéo
Cloroférmio 28 2.2
1,2 dicloroetano 2,6 19
Tricloroeteno 7.0 1,8
Dibromocliorometano 49 2,0
Tetracloroeteno 59 1.8
Bromoformio 4,9 1,6

® analises para extragdes em quinduplicata; ® frap de Silcosteel™. N, liquido como
congelante; ©© estimativa do desvio padrao relativo

Desta tabela verifica-se estimativas do desvio padrao relativo (Sg) para as
areas cromatograficas inferiores a 6%, e para os tempos de retencéo oscilando em
torno de 2%. Estes dados estéo coerentes com os apresentados na literatura citada no
capitulo 3. A figura 4.15 ilustra 2 cromatogramas obtidos neste estudo, que

apresentam grande semelhanca.
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Figura 4.15 - Comparacgéo de 2 cromatogramas obtidos no estudo de reprodutibilidade do PMTC.
Condigdes cromatograficas: vazdo da coluna =45 mL.min™", temp. do detector = 275 °C, temp. da
coluna = 30 °C por 3 min com aquecimento de 30 °C.min" até 60 °C seguido de novo aquecimento de
10 °C.min" até 150 °C, coluna megabore LM1. Ordem de elui¢io como figura 4.10.
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4.5.G Comparagéo dos dois modos de operacio do Médulo de Exfragio

Como apresentado no item 4.1 (figura 4.2) o Mddulo de Extragdo pode ser
operado no modo de operacdo A, amostra aquosa pelo interior da membrana e gés de
arraste pelo exterior, @ no modo B, amosira pelo exterior da membrana e gas de
arraste pelo interior. Neste estudo foram comparadas as eficiéncias de extracéo, pela
comparacdo das inclinacdes das curvas analiticas obtidas com os modos A e B de
operagac. O estudo também permitiu verificar a linearidade do sistema de preparacio
de amostra para uma faixa relativamente ampla de concentragbes de 6 analitos
organoclorados. Adicionalmente, as extragbes foram realizadas com o uso dos
sistemas MESI e PMTC. Nos testes com a configuracdo MESI foram usadas soluces
de tolueno e clorobenzeno com concentragbes na faixa de 10 a 1000 ug.i_“1, 0,86
mL.min" de vaz&o da amostra e tempo de extracdo de 5 min com 10 min de espera
para o aquecimento do frap. Para a configuracdo PMTC foram utilizadas solugdes de
cloroférmio, 1,2 dicloroetano, triclorceteno, dibromoclorometano, tetracloroeteno e
bromoférmio na faixa de 5 a 1000 pg.L". O tempo de extracéo foi de 30 min com 5 min
de espera para aquecimento do frap e vazao de amostra de 0,86 mL.min™". O tempo de
extracdo de 30 min foi usado para extragdo de quantidades dos compostos
compativeis com a baixa sensibilidade do DIC para os organoalogenados empregados.
A figura 4.16 mostra as curvas analiticas obtidas para o sistema MESI e a figura 4.17

mostra as curvas analiticas para o sisterna PMTC.
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Figura 4.16 - Comparagge dos modos A ¢ B de operacao do sisterna MESI.
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Figura 4.17 - Comparag&o dos modos A e B de operagdo do sistema PMTC.

Tanto para MESI quanto para PMTC os meihores resuitados foram obtidos com
0 modo B de operagdo (amostra aguosa pelo exterior da membrana e gas de arraste
pelo interior), pois resultaram nas curvas analiticas intensidade de sinal VErsus

concentracdo do analito com maiores coeficientes angulares (vide tabela 4.8). Estas
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concentracdo do analito com maiores coeficientes angulares {vide tabela 4.8). Estas
figuras também indicam a boa linearidade do método (valores de coeficientes de
correlagdo est&o na faixa de 0,995 a 0,999). Trés caracteristica do modo B poderiam
justificar a sua maior sensibilidade.

(1) Através da equacio 4.3 e com os dados da tabela 4.3 foi possivel calcular a
area das superficies interna e externa da membrana. O valor calculado para a area de
superficie externa da membrana foi de 92,2 mm* e para a superficie interna de 69,4
mm?, sendo de 33% a diferenga entre essas superficies. Assim, a maior superficie
externa da membrana levaria a um maior contato analito-parede da membrana

favorecendo a permeacao dos analitos.

Sp=2-m-r-L (equagao 4.3)
onde, Sp é a superficie da membrana, r é o raio e L é o comprimento da membrana.

(2%) Por meio da equagdo 4.1 foi possivel calcular o volume de amostra que a
membrana & exposta por unidade de tempo. Assim, a membrana é exposta a volumes
de 26 pl e 295 uL de amostra por min, respectivamente, no modo de operagédo A e B.
Quanto maior a quantidade de amostra em contato com a membrana maior sera a

quantidade de analitos permeando pela membrana.

(3%) Esta caracteristica é especulativa e esta relacionada com as velocidades lineares
da amostra aquosa nos modos A e B de opeeracdo. O fluxo no modo B muito
provavelmente é turbulento, pois € um tubo de 5 mm de dimetro interno com uma
“parreira” dentro - a membrana. O fluxo no modo A pode ser laminar - certamente &
menos turbulento do que o fluxo no modo B. Assim, por intervalo de tempo, o tipo de
fluxo em B favoreceria um melhor contato da amostra aquosa com maior superficie de
membrana.
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4 - Sistema de preparagio de amostras baseado em permeagiic por membrana

Tabela 4.8 - Coeficientes angulares obtidos no estudo comparativo entre o modo Ae o
modo B do Médulo de Membrana.

Composto Coeficiente Angular
Modo A Modo B

Tolueno 70,7 98,6
Clorobenzeno 44 9 59,2
Cloroférmio 74,7 99,4
1,2 dicioroetano 4372 534,7
Tricloroeteno 99 2 1555
Dibromociorometano 453 68,1

Tetracloroeteno 51,4 545

Bromoférmio 256 35,5

4.6 - Limite de detecc¢do do sistema de preparagao de amostra

Apbs 0 modo B de operacgéo ter sido selecionado como o mais adequado, foram
calculados os limites de dectecgio estimados para os compostos clorados utilizando o
cromatograma obtido da solugdo menos concentrada do estudo anterior - figura 4.18.
Utilizando o modo B de operagao, outra curva analitica foi construida para solucdes de
guatro compostos arométicos (clorobenzeno, etilbenzeno, o-xileno e o-clorotolueno)
com concentracdes na faixa de 0,2 a 15 pg.L™, 30 min de extragéo e 5 min de espera
para aquecimento do frap e vazdo de amostra de 0,86 mL.min”. O cromatograma
obtido da extragdo da solugdo de menor concentracdo foi utilizado nos calculos dos
limites de deteccdo - figura 4.19. As curvas analiticas de intensidade de sinal versus
concentragéo obtidas para estas solugdes, mostradas na tabela 4.9, sdo concordantes
com a expectativa de linearidade decorrentes dos testes anteriores. Para o célculo do

limite de deteccéo foi adotada a comparacéo com a razéo sinal-ruido igual a 2.
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Tabela 4.9 - Dados das curvas analiticas obtidos no estudo de linearidade de alguns

compostos aromaticos.

Composto Coeficiente Angular Coeficiente Linear Correlagéo
clorobenzeno 14751 8996 00,9895
etilbenzeno 1044,7 1051,3 0,9996
o-xileno 1133,4 948 4 0,9996
o-ciorotolueno 645.1 4927 0,8997

Y

tempo fminj

Figura 4.18 - Cromatograma utilizado para os calculos do limite de detecgdo para os compostos
clororados. Condigbes cromatograficas: iguais aos da figura 4.15. Ordem de eluigao e concentragdo: [1]
cloroférmio (7,68 ng.L™"), [2] 1,2 dicloroetano (5,12 ug.L™"), [3] tricloroeteno (13,44 ug.L™"), [4]
dibromoclorometano (13,48 ug.L"™), [5] tetracioroeteno (8,96 pg L") e [6] bromoférmio (13,6 ug.L™).
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Figura 4.19 - Cromatograma utilizado para os cdlculos do limite de detecgéo para alguns compostos
aromaticos. CondicOes cromatograficas: vazdo de gas = 4,5 mi..min”, temp. detector = 275 °C, temp. da
coluna = 30 °C por 3 min e aquecimento de 5 °C.min-1 até 60 °C e posterior aguecimento de 10 °C.min"'
até 150 °C, coluna megabore LM1. Ordem de eluicdo e concentragéo: [1] clorobenzeno (0,27 wg.L™, 121

etilbenzeno (0,35 ug.L"), [3] o-xileno (0,36 ug.L”") e [4] clorotolueno (0,54 pg.L™).

A figura 4.20 representa um cromatograma, de uma mistura de compostos
aromaticos, obtido por extragdo por PMTC, 40 min de extracdo acrescido de 5 min de
espera antes do aguecimento do trap e 2,5 mL.min" de vazao da amostra. Estas
condigdes reunem o tempo ideal de extragcdo e a vazdo da amostra que fornece a
melhor sensibilidade, associado ao fato destes compostos serem muito sensiveis ac

detector usado. Os dados de limite de deteccéao obtidos estdo na tabela 4.10.
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Figura 4.20 - Cromatograma ulilizado para os calcules do limite de detecgfic para alguns
compostos aromaticos obtido em condigbes ideais de extragéo. Condigdes cromatograficas: vazao de
gas = 4,5 mi.min™, temp. detector = 275 °C, temp. da coluna = 30 °C por 3 min e aguecimento de 15

°c.min™ até 150 °C, coluna megabore LM1. Localizacdo e concentragdo: {1] 0,055 ug.L”, [2] 0,101
ng.L", [3]1 0,078 pg.L ", [4] 0,076 pg.L", [5] 0,067 ug.L ™ e {6] 0,060 ug.L™.

Os valores da tabela 4.10 indicam a grande sensibilidade do sistema de
preparacadoc de amostra desenvolvido. Os valores de limite de detecco da terceira
coluna s&o melhores que os apresentados na literatura. Se condicdes otimizadas séo
utilizadas para sistema de preparacdo de amostra limites de deteccdo de partes por

quatrilh@o s&o alcangados.
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Tabela 4.10 - Limites de detecgéo estipulado em diferentes condicbes de extracdo.

Composto 5 min extragcdo e 30 minextracdoe 40 min extracéo e

vazao de amostra vazao de amostra  vazéo de amostra

de 0,86 ml.min™ de 0,86 ml.min™ de 2,50 ml.min"

ng.L” ng.L” pg.L”
benzeno ne ne 61,4
tolueno 17,8 ne 112,1
clorobenzeno 13,1 0,60 86,7
etilbenzeno ne 0,77 84,5
o-xileno ne 0,80 743
clorotolueno ne 1,20 66,7
cloroformio ne 8,54 ne
1,2 dicloroetano ne 570 ne
tricloroeteno ne 14,9 ne
Diclorobromometano ne 15,0 ne
tetracloroeteno ne 10,0 ne
bromoférmio ne 15,1 ne

ne = nao estudado
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5 - MICROEXTRATOR LIiQUIDO-LIQUIDO

5.1 - Protétipos

A figura 3.14 (pp 23) representa o protétipo #1 do microextrator liquido-liquido
(MELL), que foi reproduzido na vidraria do Instituto de Quimica da Unicamp a partir do
trabalho de Murray [46]. Como descrito no capitulo 3, item 3.3, neste microextrator 980
mL de amostra de agua contendo pesticidas s@o misturados com 200 uL de hexano e
realizada agitag@o manual por 2 minutos. Em seguida, por meio de adigido de agua
através do braco lateral, a camada de solvente € deslocada para o capilar e entao
coletada para andlise cromatogréfica. No trabalho original [46] é citada a possibilidade
de realizacdo de 3 extracbes sucessivas com 200 pl de hexano, com volumes de
solvente recuperados apés cada extragio de 50 pul, devido a solubilidade do solvente
em agua e a perda por evaporagdo. No nosso uso do protdtipo #1, as extracbes
sucessivas nao foram possiveis, porque adicdo de agua pelo braco lateral, que
deslocaria o solvente extrator para o fubo capilar, impede extragbes sucessivas devido
a diluicdo da amostra. O retorno da amostra para o nivel inicial, e portanto em situagéo
para novas extracdes, s6 seria possivel pela retirada de uma porgdo da agua, o que
levaria a perda dos pesticidas. Uma alternativa para o deslocamento do solvente
extrator foi por presséc no braco lateral. Entretanto, a posi¢do do braco lateral no
protétipo #1 ndo permite o deslocamento do solvente por pressao, pois as bolhas
seguem pela parede em diregcdo ao capilar, impedindo a amostragem do solvente. Esta
situagdo levou ao desenvolvimento de um novo pELL cuja operagdo permitisse
extragbes sucessivas sem os problemas encontrados no protétipo anterior. A figura 5.1
apresenta o protdtipo #2 do pELL, originade de modificagbes do anterior em fungéo
das observacbOes descritas anteriormente. Esta figura também ilustra o modo de

operagéo deste novo pELL.
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tubo capilar brago lateral

solvente =—

7

Solvente Extrator

amostra

(A)

;

(©) (B)

Figura 5.1 - Esquema e modo de operagéo do protétipo #2 do pELL
5.2 - Operacao do Prototipo #2

O protétipo #2 tem seu modo de operacéo, representado por etapas na figura
5.1, semelhante ao do protétipo #1. No pELL sdo adicionados 980 mL de amostra
contendo os pesticidas e uma certa quantidade de solvente extrator. Em seguida €
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realizada agitagc@o do sistema por um dsterminado periodo de tempo. Encerrado o
tempo de agitacdo, o sistema é deixado em repouso até completa separacéo entre as
fases organica € aquosa - item A da figura 5.1. Em seguida, por meio de pressdo de ar
no brago lateral, o solvente extrator € deslocado para o tubo capilar. A presséo de ar
pode ser obtida com o uso de uma seringa de 25 mL. Entdo, o solvente extrator €
coletado por uma micro seringa Halmiiton de 250 ulL e estocado em frasco apropiado
para posterior andlise por CG. A retirada da pressdo de ar do braco lateral faz com
que o nivel da amostra no yELL retorne a posi¢&o original - item C da figura 5.1 -
permitindo nova introdugdo de solvente extrator para iniciar um novo ciclo de extragio
com a mesma amostra. Estes ciclos podem ser realizados inUmeras vezes e 0s

solventes extratores de cada cicio acumulados para andlise por CG.
5.3 - Otimizagao da operacgao do protétipo #2

A eficiéncia de extragdo do pELL depende de uma série dé parametros
experimentais. Objetivando realizar extragfes quantitativas de solugdes com
concentracdes abaixo de 0,1 pg.L” foi feito um estudo da otimizag&o do processo de
extragdo do protétipo #2. Este estudo envolveu o comportamento do pELL em relagdo
ao tempo de extracdo, forma de agitagdo do sistema, volume de solvente extrator, tipo
de solvente extrator € o efeito de salificacdo (salting out). Em todas as extragdes foram
utilizados volumes de 980 mL de amostra sintética dos pesticidas Aldrin™, Dieldrin™,
Lindano™, Endrin™, Hexaclorobenzeno (HCB) e Mirex™. Os extratos obtidos foram
diretamente analisados em um cromatografo gasoso Perkin Eimer Autosystem XL
equipado com detector por captura de elétrons (DCE). Para a separacéo
cromatogréfica fot utilizada coluna capitar BP1 de 25 m de comprimento e 0,25 um de
espessura de filme. A aquisigdo e a andlise dos dados foi feita pelo programa
Turbochrom 4.0 da Perkin Eimer. As condigbes cromatograficas estdo descritas nos
cromatogramas apresentados a seguir. Como a reprodutibilidade & ponto crucial em
métodos de preparacdo de amostra, impondo-se inclusive sobre a eficiéncia de
extracdo [3], um prévio estudo sobre a reprodutibilidade do pELL foi realizada pela
analise cromatografica de 5 replicatas de extracdes feitas em um Unico dia. O tempo

de cada extracao foi de 60 min e o volume inicial de solvente extrator (isoctano) de 200
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ul. A quantidade de solvente extrator recuperada foi de 190 ulL. Para a determinagéo
da reprodutibilidade do pELL foi utilizado a estimativa do desvio padrdo relativo (Sgr)
gue é um parametro que indica a repetibilidade do método; é recomendavel que este
parametro varia entre 2 a 5% [27]. Os primeiros trabalhos apresentaram desvios
padrio de 5,5% para Lindano™ e Endrin™ e 6,2% para Aldrin™. Como causas
provaveis dos desvios entre as extracbes podemos citar a dificuldade de manter
repetitivamente a mesma agitacdo da amostra (neste estudo foi utilizado agitacao
mecanica com barra magnética), variagc&o na temperatura ambiente e possiveis perdas
devide a evaporagao do solvente. No decorrer dos estudos de otimizacdo do pELL
todas as extragbes foram feitas em triplicata, para a avaliagdo das repetibilidades

conseguidas com o prototipo #2.
5.3.A - Selegao do soivente extrator

O fator essencial na escolha do solvente extrator é solubilidade em agua [45]. O
solvente extrator deve ser pouco sollvel em agua, porque mesmo uma pequena fragdo
de solvente dissolvido em &gua pode carregar consigo tragos de material organico. De
acordo com estudos realizados por Grob e col. [45] os alcanos sdc solventes
eficientes. Neste estudo 980 mL de amostra foram extraidos pela adicdo de 150 pL
dos solventes isoctano, hexano e tolueno, por periodos de 30 minutos e agitacdo
mecanica com barra magnética. O volume de solvente obtido ao final de cada extracdo
variou para cada solvente, sendo que o menor volume recuperado foi do tolueno. A
figura 5.2 relaciona, para cada pesticida, o tipo de solvente com a eficiéncia relativa ao
tolueno, obtida pela equacao 5.1.

Si* Vi
STol.*VTal.

ER (equacgao 5.1),

onde Er & a eficiéncia relativa, S; € o sinal obtido quando utilizado um volume de
solvente i, V; € 0 volume de solvente i, Vi, € 0 volume de tolueno e St € o sinal

obtido quando utilizado tolueno como solvente extrator.
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Figura 5.2 - Efeito do tipo de solvente extrator sobre a recuperagéo dos pesticidas

Para os trés pesticidas o hexano foi o solvente mais eficaz no processo de
extragdo. O tolueno ndo cumpre a principal exigéncia para atuar como extrator, pois
apresentou a maior solubilidade em agua. Ja o isoctano, apesar de ndo ter sido o
solvente mais eficiente no processo de extragéo, era o Gnico que dispunhamos com
boa qualidade (fator que também & decisivo neste tipo de frabalho) e em grande

guantidade. Assim, prosseguimos os estudos com este solvente.

5.3.B Forma de agitagao do pELL

O contato entre o solvente extrator e a amostra € um fator determinante para
boa recuperacado dos pesticidas. Para propiciar este contato, foram testadas agitacdo
mecanica, com barra magnética de aproximadamente 2 cm de comprimento, em
microextrator com e sem quebra ondas, ultrassom e agitagdo manual. A tabela 5.1
compara as eficiéncias de extracéo para trés diferentes formas de agitagcdo do sistema
amostra-solvente extrator (isoctano) por um periodo de 5 minutos: agitacgdo manual,
ultrassom e agitacdo mecanica com barrra magnética tendo o yuELL sido acrescido de
qguebra-ondas. Em todos os casos o tempo de agitacdo foi de 5 min. A eficiéncia
relativa foi calculada de acordo com a equacdo 5.1 e referente a agitagdo com

ultrassom.
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Tabela 5.1 - Eficiéncia relativa das formas de agitacdo do pELL.

Eficieéncia relativa

Composto Agitacde manual Agitacdo mecanica Ultrassom
Hexaclorobenzeno 8.1 1,9 1
Lindano™ 7.5 2,4 1
Heptacior™ 8,1 1.6 1
Aldrin™ 7.3 1,4 1
Dieldrin™ 7.8 1,6 1
Mirex™ 8,1 0.8 1

De acordo com a tabela 5.1, a agitacdo manual apresentou os melhores
resultados, seguida da extragdo mecéanica com barra magnética, o qual foi muito
proxima da agitag&o com ultrassom. A agitagcdo mecanica em microextrator com e sem
quebra ondas apresentou a mesma eficiéncia de extracdo. Os cromatogramas das
figuras 5.3, 54 e 5.5 foram obtidos, respectivamente, por injecado de extratos de
extragbes que utilizaram agitagdo manual, mecanica e ultrassom. Neles, a escala da
intensidade de sinal foi mantida igual para comparagdo dos tamanhos dos picos
cromatograficos em fungdo da forma de agitagdo. A comparagdo destes
cromatogramas permite concluir que a forma de agitacéo manual é, sem duvida, a
mais efetiva no processo de extrago dos pesticidas, pois apresenta altura dos picos
cromatograficos muito superiores aos demais. Além disto, boa reprodutibilidade de
extragdo também foram alcancadas em todos os estudos subseqguentes em que a
agitacdo manual do pELL foi utilizada. A ditima coiuna da tabela 5.3 contém

informacdes sobre a reprodutibilidade de extragbes no modo de agitacdo manual.
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Figura 5.3 - Cromatograma de injecdo de extrato obtido por agitagdo manual do pELL. Condigtes

cromatograficas: temp. injetor = 260 °C, temp. da coluna = 180 °C (3 min) e aquecimento de 5 °C.min"*

até 260 °C (1 min), vazdo da coluna = 1,1 mL.min", vazéo de gas make-up = 30 mL.min", volume

injetado = 2 uL., slipt = 20:1 e atenuagdo = 2. Ordem de eluiggo: (1) Hexaclorobenzeno, (2) Lindano™,
(3) Heptaclor™, (4) Aldrin™, (5) Dieldrin™ e (6) Mirex™.
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Figura 5.4 - Cromatograma de injeco de extrato obtido por agitagio mecéanica do pELL. Condigbes

cromatograficas e ordem de eluigdo: como figura 5.3
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Figura 5.5 - Cromatograma de injegdo de extrato obtido por agitagio com ultrassom do uELL.
Condigbes cromatograficas e ordem de eluigio: como figura 5.3

Qutro estudo comparando a agitagdo manual e a mecéanica com barra
magnética foi realizado. Neste estudo foi determinado, através do meétodo de
padronizagéo externo, a percentagem de recuperagéo dos pesticidas quando utilizado
agitagdo manual e agitagdo mecanica com barra magnética. O periodo de agitag@o
manual foi de 5 min, enguanto que para a agitagdo mecanica variou de 45 min a 3
horas, tempo minimo para que a eficiéncia de extragdo atingisse valores semelhantes

aos da agitagdo manual.

Tabela 5.2 - Comparacéo de duas formas de agitacdo do pELL

Composto Agitacao: mecéanica com barra magnética manual

Recuperagéo dos pesticidas (%)

0,75 horas 1,5 horas 2.25 horas 3 horas 5 min
HCB 9,9 21,4 38,9 57,1 51,9+5,3
Lindano™ 9,8 22,5 27.5 54,8 463+56
Heptaclor™ 8,2 16,6 216 57,5 557 +4,3
Aldrin™ 8,3 14,5 20,1 46,5 525+51
Dieldrin™ 13,9 26 31,3 59,9 57,1+3,8
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Na coluna referente a recuperacéoc dos pesticidas apds agitacdo manual e
mostrado a estimativa do desvio padr&o relativo para extragdes em triplicata, cujos
valores s&o considerados normais para este tipo de trabalho. Os dados da tabela 5.2
evidenciam os efeitos das formas de agitacao sobre a eficiéncia de recuperagéo dos
pesticidas. Desta tabela fica evidente a grande superioridade da agitagao manual
sobre as demais formas de agitacido na recuperagio dos pesticidas. Esta discussdo
deixa em aberto a necessidade de posteriores estudos para encontrar outras formas

de agitagéo mecanica que se sobressaiam sobre a manual.

5.3.C - Volumes de solvente extrator

Em um estudo prévio da influencia do volume extrator scbre a eficiéncia de
extracdo do uELL , volumes de 980 mL de amostras sintéticas de Lindano™, Aldrin™ e
Endrin™ foram extraidas durante 60 minutos, com agitagdc mecéanica e quantidades
variadas de isoctano. Volumes de 0,1 pL de cada extrato foram injetados no
cromatdgrafo gasoso e as intensidades de sinal obtidas foram usadas para representar
as quantidades de pesticidas extraidos. Neste estudo foi utilizado um cromatografo
gasoso modelo 104 (Pye Unicam Ltda) equipado com DCE (®*Ni). O DCE foi adaptado
[51] para uso com colunas megabore de 0,5 mm de diametro interno. O
condicionamento dos sinais cromatograficos foi feita com um eletrdmetro medelo Pye
Wide Range Amplifier (Pye Unicam Ltda). Coleta de dados com o programa Lecrom
[52] apos digitalizagdo, com um conversor analégico-digital de 12 bits modelo DACA
(IBM Corp., Boca Raton, FL). Analise dos dados coletados foi feita com o programa
ANACROM.PAS [52]. Para a separagdo cromatografica foi utilizada uma coluna
megabore HP1 de 5 m de comprimento e espessura de filme de 2,65 pym. Os
resultados, representados na figura 5.6.A, indicam tendéncia a um valor constante com
o aumento do volume de solvente extrator. Isto sugere que a diluicdo dos pesticidas
causada pelo aumento da guantidade de soivente é compensada pelo aumento das
recuperacdes devido ao uso de maiores volumes de solvente. Esta tendéncia & melhor
demonstrada pela figura 5.6.B, na forma da variag@o da eficiéncia relativa de extragao
em funcdo do volume do extrator. A eficiéncia relativa foi calculada em relagéo a

recuperacdo do menor volume de isoctano (45 uL), de acordo com a equagéo 5.1.
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Como mostrado na figura 5.6B, a eficiéncia relativa de extragdo cresce com o volume
de isoctano, o que significa gue o0 aumento do rendimento de extragdo com o aumento
do volume de isoctano realmente supera o efeito paralelo de diluiggo. O efeito da
quantidade de solvente extrator também pode ser observado na figura 5.7, onde séo
comparados cromatogramas obtidos com volumes de solvente de 45 pl e 185 ul (os
picos do solvente foram omitidos nestes cromatogramas). Atraves desta figura também
podemos constatar a viabilidade de analises quantitativas do pELL cbservando a
relacgo altura do pico-ruido de fundo para o menor pico (Endrin™), obtido da extrag&o
com 185 uL de solvente. A regido da linha de base & direita do menor pico deste
cromatograma, o do Endrin™, foi usada para calcular o ruido quadratico médio (N). O
valor da altura do pico foi dividido pelo N multiplicado por dois, (pois adotamos 2 x N
como referéncia para célculos de relagéc sinal-ruido) obtende-se o valor 1080,
Portanto, como a altura do menor pico foi cerca de 1090 vezes maicr que 2 vezes 0
ruido, considerou-se que todos os picos obtidos, nas diversas condigbes de extragéo,
sdo adequados para andlises guantitativas. Na figura 5.7 é mostrado o pico do
Endrin™, expandido nove vezes, com os valores N, altura e razéo altura/2N. Como
neste trabalho as concentracdes dos pesticidas foram de aproximadamente 1 ug.Lt
estes resultados sugeriram possibilidade de determinagbes de amostras com

concentracdes inferiores & concentragéo maxima permitida por lei de 0,1 ng.L*.
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Figura 5.6 - Estudo prévio da influéncia do volume extrator sobre a recuperaggo dos pesticidas: (A)
Sinal comatografico versus volume de solvente extrator (B) Eficiéncia versus volume de solvente

extrator
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Figura 5.7 - Comparagéo entre cromatogramas obtidos em diferentes condigdes de extragéo. Condigdes
cromatogréficas: Temp. da coluna = 200 °C, temp. do injetor = 250 °C, temp. do detector = 235 °C,
vazio da coluna = 8 mL.min”', vazio de gas make-up = 30 mL.min™", volume de injegio = 0,1 ul on-

column e periodo de puilso do ampilificador = 150 ps.

Em func&o dos resultados anteriores, foi realizado um estudo mais detalhado da
infludncia do volume extrator sobre a recuperacéo dos pesticidas. Neste novo estudo
foi utilizado um maior nimero de pesticidas com concentragdo em torno de 100 ng.L™
e uma faixa mais ampla de volume extrator (80 pL a 550 pl). Todas as extragdes foram
realizadas com agitagdo manual por 5 min, um unico estagio de extrac&o e adicido de
3,0 g de NaCl - maiores detalhes da adicio de sal est&o no item 5.3.D. A figura 5.8
mosira a relagdo entre a intensidade de sinal e o volume de solvente exirator. Esta
figura é semelhante & obtida no estudo prévio. Isto pode significar que realmente o
fator diluicao dos extratos devido ao aumento de volume de solvente & minimizado
pelo aumento de recuperacéo dos pesticidas. Como antes, esta tendéncia € melhor
demontrada relacionando a eficiéncia relativa em fungdo do volume de solvente
extrator como apresentado na figura 5.9 - a eficidneia relativa permite algumas
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conclusbBes rapidas pois ndo ha a necessidade de construcdo de curvas analiticas
para a determinacéo das percentagens de recuperagdo. Esta figura foi dividida em
duas para melhor visualizacdo das curvas nelas contida. Desta figura € possivel
cbservar que para a maioria dos pesticidas a eficiencia relativa atinge um maximo a

partir de 250 ul., o gue significa que volumes maiores dos que os estudados podem
atuar apenas como diluidores dos extratos.
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Figura 5.8 - Variag&o da intensidade de sinal em fungéo da variagéo do volume de solvente extrator.

Através de padronizagdo externa foi determinado as percentagens de
recuperagdo para cada volume de solvente extrator testado e os resultados estdo

descritos na tabela 5.3. As extragbes foram feitas em triplicata e as suas estimativas
de desvio padrdo foram inferiores a 6%.
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Figura 5.9 - Eficiéncia relativa versus volume de sovente exirator
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Tabela 5.3 - Recuperacdo dos pesticidas em fungéo da variagdo do volume de

solvente extrator.

% de recuperagao

Volume (pL) HCB _ Lindano™  Heptaclor™  Aldrin™  Dieldrin™  Mirex' "
85 47 31 54 40 57 30
175 64 48 73 54 77 49
265 66 54 76 61 82 51
320 68 57 72 55 84 53
455 64 54 63 53 74 61

A tabela 5.3 confirma os ensaios anteriores, gue permitiram supor existir um
volume a partir do qual a eficiéncia de extrac&o seria constante. Em todos os casos
apresentados na tabeia 5.3 a maxima recuperacdo & alcangada utilizando volumes de
solvente extrator entre 265 ul e 320 ul, exceto para o Mirex'™ que necessitou de 455
uL. Isto significa que existe uma faixa de volume de solvente extrator ideal para a
maxima recuperacdo dos pesticidas. Volumes abaixo ou acima desta faixa ideal
implicam em, respectivamente, deixar de extrair uma certa quantidade dos pesticidas
ou diluir em demasia o extrato que sera analisado por CG. Uma visualizago do efeito
do volume de solvente extrator sobre os picos cromatogréficos é possivel a partir dos
cromatogramas mostrados nas figuras 5.10, 511 e 512 que representam,
respectivamente, 0s extratos obtidos com 175 pL, 320 uL e 455 pl. Através destas
figuras ¢ possivel notar a grande queda de altura de picos cromatogréficos com o
aumento do volume extrator. Como a diferenca de recuperagéo de pesticidas obtida
com volume de 175 pL em relag&o a volumes maiores ndo é muito significante como
observado da tabela 5.3 (a maior diferenca é de 8,9% para Lindano™) & aconselhavel

o uso de volumes de solvente extrator em torno de 175 uL.
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Figura 5.10 - Cromatograma obtido de extrato com 175 ul.. CondigGes cromatograficas e ordem de
eluigdo como na figura 5.3.

20
1
D 154
=
b4
W™
=
73]
2 10 5
© 2 4
B 3 6
o
2 5
2
E L—w-
0 s i = 1 r T ' T —T ' Y
0 5 10 15 20
tempo (min)

Figura 5.11 - Cromatograma obtido de extrato com 320 ul. Condigdes cromatograficas e ordem de
eluico como na figura 5.3.
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Figura 5.12 - Cromatograma obtido de extrato com 455 pL. CondigGes cromatograficas e ordem de
eluicdo como na figura 5.3.

5.3.D - Efeito de Salificagao (salting-out)

Uma forma de alterar a distribuig&o fase aguosa-fase organica, para favorecer o
enriquecimento de pesticidas no solvente organico, € aumentar a polaridade da fase
aquosa. Isto pode ser feito pelo processo chamado salting-out, que consiste em
adicionar um sal a fase aquosa. Além disto, a adig@o de sal na fase aquosa minimiza a
solubilidade do solvente organico na agua [3]. Apesar de relatos encontrados na
literatura [3] de operag@o com a fase aquosa saturada com KCt ou NaCl, testamos
quantidades menores destes sais, decidindo por operar com quantidades de sal na
faixa de 1,0 g a 50 g. A figura 5.13 mostra os resultados destes estudos com
Lindano™ Aldrin™ e Dieldrin™ em solugbes de concentraggo de 1 ug.l”. Estes
resultados sdo referentes a extrac@o do 1° estagio. As extragbes foram realizadas com
190 pL de isoctano, 60 minutos de extragdo com agitagdo mecanica e adicdo de
diferentes massas de NaCl. Esta figura mostra que s&o similares as tendéncias de
aumento das extracdes dos trés pesticidas conforme é aumentada a massa de NaCl na
faixa de 1,0 a 5,0 g. Também notamos que as quantidades extraidas ficam constantes
para massas de NaClentre 3,02 5,0 g.
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Figura 5.13 - Efeito de salting-out sobre a recuperagao dos pesticidas. Entre parenteses estio os ganhos
de sinal obtido quando comparado extragbes realizadas sem o uso de NaCl e com o uso de 3 g deste
sal.

Portanto, a partir desses resultados, concluimos que o salting-out favorece a
passagem dos pesticidas para a fase orgéanica e que ndo ha necessidade de saturar a
fase aquosa com sal.

Na tabela 5.4 sdo comparados os resultados de recuperacdo dos pesticidas
obtidos com e sem salting-ouf. Neste estudo foram utilizados pesticidas em
concentragdes em torno de 100 ng.L", agitacdo manual por 5 min, 300 plL de isoctano
recuperado e 3 g de NaCl em 980 mL de amostra quando do uso de salting-out. Todas
as extragdes foram feitas em triplicata e as estimativas do desvio padréo relativo (Sk)
também estéo apresentadas na tabela 5.4.

A Ultima coluna desta tabela (Diferenca) refere-se a diferenga percentual entre a
recuperagdo obtida com e sem salting-out. Os valores contidos nesta coluna sdo
indicativos da grande importéncia da adigdo de sal na amostra aquosa para favorecer
a passagem dos pesticidas para a fase organica. Este recurso permitiu aumentos de

até 88% na recuperacio dos pesticidas, sem que houvesse a necessidade de saturar
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a fase aquosa - O que implicaria a adigdo de mais de 100 g de NaCl para cada

extracdo realizada.

Tabela 5.4 - Efeito da adigdo de sal na amostra sobre a recuperagéo dos pesticidas.

Sem salting-out Com salfing-out
Composto % recup. Sk (%) % recup. Sk (%) Diferenca
HCB 36 4 66 3 75
Lindano™ 31 5 53 4 72
Heptaclor™ 44 5 73 7 66
Aldrin™ 36 3 57 3 59
Dieldrin™ 43 7 81 8 88
Mirex™ 30 4 51 3 72

5.4 - Recuperacdo dos Pesticidas

Neste trabalho foram determinadas recuperagdes dos pesticidas utilizando um
Unico estagio de extracéo ou trés estagios consecutivos. No caso de trés estégios de
extracdo os exiratos de cada estagio eram misturados em um unico frasco. A
concentracdo das amostras de pesticidas foi de aproximadamente 100 ng.L" e foi
utilizado agitaggo manual por 5 min. Na tabela 55 e 5.6 sado comparados as
recuperacbes dos pesticidas com o uso de um e trés estagios de extracbes com,
respectivamente, auséncia e presenca de salting-out. Estas tabelas também contém os

valores das estimativas de desvio padrao relativo (Sr) da triplicata de extragdes.
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Tabela 5.5 - Recuperacdes de pesticidas com 1 e 3 estagios extragéo sem safting-out.

Composto 1 estagio de extragéo 3 estagios de extracdo Diferenca
% recup. Sr (%) % recup. Sk (%)
HCB 38 4 55 4 46
Lindano™ 31 5 46 6 50
Heptacior™ 44 5 59 6 33
Aldrin™ 36 3 49 4 39
Dieldrin™ 43 7 66 7 53
Mirex™ 30 4 43 2 44

Tabela 5.6 - Recuperagdes de pesticidas com 1 e 3 estagios extragéo com salting-out.

Composto 1 estagio de extracao 3 estagios de extragdo Diferenca
% recup. Sr (%) % recup. Sr (%)
HCB 66 3 74 3 12
Lindano™ 53 4 81 8 52
Heptaclor™ 73 5 81 3 11
Aldrin™ 57 3 70 7 25
Dieldrin™ 81 7 92 5 13
Mirex™ 51 4 67 3 32

Os dados das tabelas 5.5 e 5.6 indicam aumentos de até 53% na recuperacao
de pesticidas quando utilizado trés estagios de extragao ao invés de um unico estagio.
Para extracbes sem o uso de salting-out a média de aumento das recuperagdes €
maior que para extragbes com salfing-out, confirmando a eficacia da adi¢do de sal
sobre a distribuicdo dos pesticidas entre a fase aquosa-fase orgénica. Os resultados
obtidos na tabela 5.6 podem ser comparados com os apresentados na literatura [3,46],
para saturagio da fase aquosa com KC1, mostrados nas tabelas 3.5 e 3.6 do capitulo 3
(pp 24 e 26). Os resultados obtidos com o protétipo #2 sao muito préximos aos da
literatura, cujos valores estdo na tabela 3.6 (pp 26), sendo inclusive melhores em
alguns casos. Quando do uso de trés estagios sucessivos de extracéo, os resultados

alcangados com o protétipo #2 foram muito superiores acs apresentado por Zapf e col.
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[3] que utilizaram apenas uma etapa de extracdo. Além disto, as estimativas de desvio
padrao estao de acordo com os trabalhos descritos na literatura. As figuras 5.14e 5.15
ilustram os cromatogramas dos extratos obtidos de extragoes, respectivamente, em
uma unica etapa e trés etapas consecutivas. Estes cromatogramas mostram melhores
alturas de picos cromatograficos guando utilizado trés estagios de extragdo, um vez

que a recuperacao dos pesticidas é favorecida.
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Figura 5.14 - Cromatograma obtido apés 3 estégios de extrago. Condigbes cromatogréficas foram:
Tinjetor = 260°C, Tdetector = 320°C, Tcoluna = 180°C durante 5 minutos e aquecimento de 5°C min”
até 260 °C durante 1 minuto. Volume de injeco de 2 pl., Vazéo da coluna de 1.1 mLmin” e razdo de

slipt de 30:1. Ordem de eluigdo: como figura 5.3 e volume do extrato = 395 pl. O pico 3 esquerda do de
n° & foi atribuido & impurezas da agua destilada, conforme discutido no item 5.5, a seguir.
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Figura 5.15 - Cromatograma obtido apds 1 estagios de extrago. CondigGes cromatogréaficas foram:
Tinjetor = 260°C, Tdetector = 320°C, Tcoluna = 180°C durante 5 minutos e aquecimento de 5°C min™’
até 260 °C durante 1 minuto. Volume de injec&o de 2 pl, Vazéo da coluna de 1,1 mLmin"' e razdo de

slipt de 30:1. Ordem de eiuigdo: como figura 5.3, volume do extrato = 315 ul.

5.5 - Linearidade e Limite de deteccéo

As figuras 5.16 e 5.17 representam, respectivamente, as curvas analiticas para
Lindano™ e Aldrin™ obtidas de extrac&o com o protatipo #2 apds trés estagios de 60
min cada. Neste trabalho foram utilizadas agitacdo mecanica com barra magnetica e
200 ulL de isoctano adicionados em cada estagio. Os extratos foram analisados no
cromatégrafo gasoso Pye Unicam - como descrito no inicio do item 5.3.C. Estas curvas

indicam boa linearidade do método na faixa de concentrag&o estudada.
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Figura 5.16 - Curva analitica obtida para Lindano™ ap6s extragiio com o prot6tipo #2. Dados da curva
analitica obtida: coeficiente de corretagio = 0,9960; coeficiente angular = 1,2 x 10° e coeficiente linear
= 374
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Figura 5.17 - Curva analitica obtida para Aldrin™ apés extragio com o prottipo #2. Dados da curva
analitica obtida: coeficiente de correlagiio = 0,9968; coeficiente angular= 1,7 x 10° e coeficiente linear
= -30970

As figuras 5.18 e 5.19 mostram, respectivamente, os cromatogramas obtidos de
extracbes, em uma Unica etapa, dos pesticidas em concentragbes de
aproximadamente 40 ng.L" e 10 ng.L”. A figura 5.20 mostra um cromatograma obtido
pela extracdo de agua destilada isenta dos pesticidas (“branco”). O uELL era lavado
com detergente, agua destilada e acetona e entdo colocado em estufa para secagem.
Os extratos deste ensaio foram analisados no cromatografo Perkin Elmer Autosystem
XL. Nesta figura, o eixo correspondente a intensidade de sinal foi mantido na mesma
escala que a figura 519 para melhor comparagéo dos cromatogramas. Desta
comparagio € possivel perceber que o extrato em “branco” ndo contém os picos

correspondentes aos pesticidas estudados e é possivel notar as impurezas
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provenientes da agua destilada, como o pico muito intensc que é visto a esquerda do

pico de n° 6.
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Figura 5.18 - Cromatograma obtido apés um anico estagio de extragio. Condigbes cromatograficas
foram: temp. injetor = 260 °C, temp. detector = 320 °C, temp. coluna = 180 °C durante 5 minutos e

aquecimento de 5 °sc min™! até 260 °C durante 1 minuto. Volume de injeg&o de 2 L, Vazéo da coluna de
1.1 mL.min" e razio de slipt de 30:1. Ordem de eluigéo: como figura 5.3.
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Figura 5.19 - Cromatograma obtido apds um unico estagio de extragdo. Condigbes cromatograficas
foram: temp. injetor = 260 °C, temp. detector = 320 °C, temp. coluna = 180 °C durante 5 minutos e

aquecimento de 5 °C.min™" até 260 °C durante 1 minuto. Volume de injecdo de 2 ul, Vazéo da coluna de
q

1,1 mL.min"" e razéo de slipt de 30:1. Ordem de eluigéo: como figura 5.3.
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Figura 5.20 - Cromatograma obtido ap6s um Gnico estagio de exiragio do “branco” com agua destilada.

Condiges cromatogréficas foram: temp. injetor = 260°C, temp. detector = 320°C, temp.coiuna = 180°C

durante 5 minutos e aquecimento de 5°C.min™" até 260 °C durante 1 minuto. Volume de injegdo de 2 pi.,
Vazao da coluna de 1,1 mL.min™ e razéo de slipt de 30:1.

Os limites de deteccac para os 6 pesticidas relacionados na figura 5.18 foram
calculados considerando que os resultados para este cromatograma continuam sendo
lineares em relacdo as suas concentragées. Seu valor foi calculado considerando que
o limite de deteccdo corresponde a um sinal de 2 vezes 0 ruido médio quadrético. O
ruido médio quadratico foi obtido pelo programa Turbochrom 4.0 da Perkin Elmer e &
correspondente ao sinal obtido entre 13 a 19 min de corrida cromatogréfica. Seu valor
foi de 8,3. A tabela 5.7 contém os valores de concentracdo dos pesticidas, altura de
cada pico e os valores de limite de detecgao.

Os valores de limite de detecgdo obtidos sdo da ordem de poucos pa.Ll”,
indicando a viabilidade deste método para a determinagao de quantidades tragos de
pesticidas em agua. Aliado aos bons valores de limite de detecgdo ha o tempo
relativamente curto do processo de exiragdo quando se utiliza agitagdo manual.
Considerando 5 min de extracdo e uma corrida cromatografica de 20 min e um dia de 8

horas de trabalho é possivel extrair e analisar até 20 amostras. Nestes caiculos nao foi
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considerado a possibilidade de realizac&o de extragbes de amostras durante a corrida

cromatografica, o que elevaria em muito o numero de extragdes por dia de trabalho.

Tabela 5.7 - Valores de limite de deteccdo obtidos para o protétipo #2.

Composto  Concentragéo (ng.L™ Altura (uV) Limite de detecgdo (pg.L”)

HCB 13,6 44721 5,0
Lindano™ 14,2 23609 9.9
Heptaclor™ 13,7 95750 2,3
Aldrin™ 12,5 112091 1,8
Dieldrin™ 13,0 132085 1,6
Mirex™ 14,8 56786 43
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6 - Microextrator por destilagédo a vapor e extragéao liquido-

liguido continuas e simultianeas
6.1 - Prototipos do Microextrator

O figura 6.1A representa o prototipo #1 do microextrator reproduzido na Vidraria
do Instituto de Quimica da Unicamp a partir do trabalho de Verzele & col. [47] Neste
dispositivo 50,0 mL de amostra de agua s&o colocados no frasco A (cuja capacidade
pode ser de 250 mL). No frasco B, com capacidade para 2 mL, & adicionado 1 mL de
pentano. Nos frascos s&o colocadas pérolas de ebulicdo. Antes de iniciar o
procedimento de extrac&o agua e pentano sao introduzidos em C de forma que 0s
bragos D e E fiquem preenchidos, respectivamente, com pentano e agua. isto garante
o equilibrio entre as duas camadas de solvente em C. Agua gelada é circulada pelo
dedo frio e o refluxo de pentano é iniciado pelo aguecimento do frasco B a 80 °C, por
meio de um banho de agua. Ap6s 15 minutos é iniciado o arraste de vapor d'agua, por
aquecimento do frasco A, com banho de éleo a 140 °C. Os bragos de vapor F e G s&o
isolados termicamente. A contagem do tempo de extragdo é iniciada quando o vapor
d'agua penetra no corpo central do microextrator. Os vapores sdo0 condensados pelo
contato com o dedo frio e seguem para os respectivos frascos, devido as diferencas
das densidades e imiscibilidade dos liquidos contidos em C. Apos 1 hora, a geragao
de vapor d'agua ¢ interrompida e a extragdo com solvente é mantida por mais 20
minutos. O conteldo do frasco B & amostrado diretamente e analisado por
cromatografia gasosa. Durante este experimento podem ocorrer perdas de pentano de
C para o frasco B, ou perdas devido a evaporagao, os quais sdo compensadas pelo
uso de um padrao interno.

Estudos iniciais com este sistema foram realizados com amostras sintéticas da
mistura dos pesticidas Dieldrin™ e Hexaclorobenzeno nas concentracbes de,
respectivamente, 45,6 ng.L" e 43,8 ug.L™". As extragdes foram feitas como descrito na
literatura, exceto pelo volume de solvente extrator, que foi determinado pela conversao
de massa para volume de soivente e nao foi necessario o tempo extra apos cessar 0

aguecimento da amostra. O volume de isoctano para cada extracao variou entre 1 a 3

94




Capitulo 6 - Microextrator por destilagao a vapor e extragéo liquido-liquide continuas e simultaneas

mi, pois trabalhamos com o frasco B do protdtipo #1 com capacidade para 4 mi.
Pérolas de ebulicdo foram necessarias somente no frasco A. A percentagem de
recuperacio foi determinada através de curvas de calibragdo obtidas para cada
pesticida no mesmo dia da andlise dos extratos. As condigbes cromatogréficas estéo
descritas juntamente com os cromatogramas apresentados no decorrer do texto. Um
cromatégrafo gasoso modelo PU-104 (Pye Unicam Ltd) equipado com um DCE (**Ni)
foi utilizado nos testes deste dispositivo. O condicionamento dos sinais
cromatograficos foi feito com um eletrébmetro modelo Pye Wide Range Amplifier (Pye
Unicam Ltd) e a coleta de dados com o programa Lecrom [52] apés digitalizagdo. A
digitalizagdo foi realizada com um conversor analégico-digital de 12 bits modelo DACA
(IBM Corp., Boca Raton, FL) e a anadiise dos dados digitalizados com o programa
ANACROM.PAS [52]. O DCE foi adaptado [51] para uso com colunas capilares
(megabore) de 0,5 mm de diametro interno. A separagéo cromatografica foi realizada
com uma coluna capilar de silica fundida modelo HP-1 (Hewlet-Packard, USA), 5
metros de comprimento, didmetro interno de 0,53 mm e espessura de filme de 2,65 pm.

Os primeiros testes indicaram recuperagdes dos pesticidas para o protétipo #1
inferiores a 10%, exigindo a realizagdo de testes exploratdrios para a determinago
das melhores condicbes operacionais, visando atingir recuperagbes que
possibititassem o seu uso para determinacgao de tragos de pesticidas.

Os testes exploratérios com o protétipo # 1 foram realizados utilizando-se
isoctano como solvente extrator. Optamos pelo isoctano por dispor dele com grau de
pureza adequado para usc nas andlises cromatogréficas, como mencionado no
capitulo anterior, € pela suspeita de que os baixos rendimentos observados pudessem
ser devidos a volatilidade do pentano usado anteriormente. Observou-se que ©
isolamento térmico ndo era suficiente para que os vapores de isoctano atingissem o
corpo do microextrator e, por isto, foi adicionado aquecimento do brago F, por meio de
uma resisténcia ligada a um varivolt. Este aquecimento também foi utilizado no brago
G, em substituic@o ao isolante térmico, para se obter temperatura suficiente para que
os vapores atingissem o corpo do microextrator. Os resultados obtidos com o isoctano
indicaram que ocorreu diminuicBo dos problemas de perda de solvente por
evaporagao, porém néo no nivel desejado. A experiéncia adquirida pela realizagéo dos

testes exploratérios sugeriu a necessidade de modificagdes, que resultaram no
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prototipo #2. A figura 6.1.B mostra que nesse protétipo os bracos F € G foram
interligados e direcionados em uma unica saida para o corpo do microextrator, 0 que
visou melhor contato entre os vapores de isoctano e o0s vapores da amostra.
Entretanto os testes deste protétipo mostraram a inviabilidade desta modificagéo, pois,
vaporizando iniciaimente o solvente, a amostra, ou os dois, 0 vapor d'agua cria um
caminho preferéncial do brago G para o brago F e entdo segue para ¢ corpo do
microextrator através do braco D. Assim, as extracbes pretendidas do tipo liquido-
liquido, liquido-vapor e principalmente vapor-vapor nao séo conseguidas e
operacionaimente o dispositivo de extrag&o torna-se inviavel. Qutras modificagOes
resultaram no prototipo #3.

Na figura 6.1.C estéa representado o protétipo #3. Nesta verséo a saida do braco
de vapor de solvente (F) foi deslocado para a mesma altura, porém do lado oposto, da
saida de vapor d’agua - posteriormente, foi verificado modificacéo semelhante feita por
Lindner e Seide! [49], porém em um sistema de maior complexidade de construcao, e
Churacek e col. descrito por Kuran e Sojék [50] que deslocaram o brago de vapor de
solvente para uma posic80 um pouco acima da entrada de vapor d'agua,
representados, respectivamente, pelas figuras 3.19.A e 3.19.B (pp31). Entre as
entradas F e G, no centro do corpo do microextrator, esté o dedo frio. Esta modificagéo
permite maior contato para as extragbes do tipo liquido-liquido, liquido-vapor e vapor-
vapor continuas e simultaneas. Operacionalmente © protétipo #3 é adequado e
permitiu realizar testes de recuperag&o para Dieldrin™ e Hexaclorobenzeno. Estes
testes, realizados com as mesmas solugdes do protétipo anterior, resultaram em baixa
recuperacdo para Hexaclorobenzeno (menor que 10 %) e excelente recuperagao para
Dieldrin™ (108 %). Os estudos exploratérios do protétipo #3 foram feitos com amostras
sintéticas, individuais, de Hexaclorobenzeno e Dieldrin™ nas mesmas concentragbes
usadas nos estudos com o protétipo #1.

Apesar da alteragéo da posigéo do brago F, o sistema continuou apresentando
perdas de isoctano, com visivel diminuic&o do nivel do solvente no frasco B. Este
poderia ser um dos motivos do baixo desempenho para Hexaclorobenzeno, que
poderia estar sendo perdido para a atmosfera pelo respiro H. Na tentativa de contorno
deste problema foi utilizado um banho termostatizado, operado com temperatura

abaixo de 5°C, para circular 4gua pelo dedo frio; entretanto, as perdas continuaram.

96




Capitulo 6 - Microextrator por destilacéo a vapore extracao liquido-liquido continuas e simultaneas

Um tubo de vidro em forma de U foi interligado entre o brago H e uma coluna de agua.
Este recurso permitiu observar, pelo desiocamento da agua dentro do tubo em U, que
ocorrem pulsos de expansdo de volumes, que, possivelmente permitem entrada e
saida de ar do corpo do microextrator, através de H, com arraste e perda de vapores
para a atmosfera. O recurso do tubo em U eliminou as perdas de solvente e tornou o

sistema extremamente estavel.

170

Figura 6.1.A - Prototipo #1 do microextrator baseado em extragao por arraste de vapor e extracio

liquido-liquido continuas e simultdneas
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Figura 6.1.B - Prototipo #2 do microexirator baseado em extragfo por arraste de vapor e exiragéo
liquido-tiguido continuas e simultdneas
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Figura 6.1.B - Protétipo # 3 do microextrator baseado em extrag@o por arraste de vapor e extrag&o
liquido-liquido continuas e simuitaneas
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Figura 6.1.D - Prototipo # 4 do microexirator baseado em extragio por arraste de vapor e extracio
liquido-liquido continuas e simultaneas.

Utilizando o protdtipo #3, com o recurso do tubo em U e isoctano como solvente
extrator, foram determinadas recuperagdes com amostras sintéticas individuais de
Hexaclorobenzeno, Dieldrin™, Heptaclor™, Aldrin™, Lindano™ e Endrin™, em
concentracdes de, respectivamente, 20,2; 28,3; 28,9; 30,0; 28,0 e 26,0 ug.L™. O tempo
de extracgdo foi de 75 minutos e para cada pesticida a extraco foi feita em triplicata. A
tabela 8.1 contém os resultados das recuperagdes, com seus desvios padréo relativos,
obtidos para cada pesticida. Desta tabela n@o constam os resultados para o
Heptacior’™, pois este sofreu decomposicdo durante o processo de extraco. Os

resultados das recuperagdes e a boa precisdo do métode indicaram ser viavel a
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continuacdo dos estudos com este microextrator para o usc em analises de tracos de

pesticidas em amostras de agua.

Tabela 6.1 - Dados preliminares das recuperagtes dos pesticidas quando utilizado o

protétipo #3.

Composto Recuperacéo (%) Sr”*
Hexaclorobenzeno 100 2
Aldrin™ 90 3
Endrin™ 91 3
Dieldrin™ 101 3

* astimativa do desvio padrio relativo para extragdes feitas em triplicata.

Na tentativa de aumentar o contato entre os vapores de amostra e de solvente
foi construido o prototipo #4 representado na figura 6.1.D. Neste protétipo o final do
dedo frio termina acima das entradas de vapores de solvente (F) e de amostra aquosa
(G). Os resultados obtidos com o protétipo #4 séo apresentados e comparados aos

obtidos com o protétipo #3 nos proximos itens.

6.2 - Estudo dos fatores experimentais dos protoétipos #3 e #4

6.2.A - Tempo de extragao

O efeito do tempo de extragio sobre a recuperagdo pode ser visto nas figuras
8.2.A e 6.2.B para, respectivamente, os protétipos #3 e #4. Neste estudo foram feitas
extracbes em triplicata, a concentragdo de cada pesticida foi mantida em torno de 25
ug.L?, utilizaram-se 50,0 mL de amostra aquosa e 1 a 3 mL de isoctano como solvente
extrator. Os tempos de extracdo foram de 15 a 75 minutos. As porcentagens de
recuperacéo foram calculadas pelo método da padronizagéo externa com curvas de

calibragéo construidas no mesmo dia da analise dos exiratos.
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Figura 6.2 - Efeito do tempo de extracéo sobre a eficiéncia de extracio. (A) protdtipo #3 e (B) protdtipo
#4.
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A figura 6.2.A indica que com o prototipo #3 consegue-se recuperag¢oes
préximas de 100% para todos os pesticidas com um tempo de exitragao de 75 minutos.
O comportamento para o protétipo #4, mostrado na figura 6.2.B, sugere maxima
recuperacao de 5 dos pesticidas com cerca de 45 minutos de extracdo, (exceto para
Aldrinm). Contudo, para tempos superiores a 45 minutos a eficiéncia de extracao
diminue, como €& claramente mostrado peio comportamento do Hexaclorobenzeno.
Este comportamento do protdtipo #4 foi atribuido & sua menor estabilidade de
operagdo do que o protétipo #3. A menor estabilidade do protétipo #4 é devido a
grande agitacéo na parte C do microextrator provocado pela queda de gotas de agua e
de solvente apos condensacio no corpo do dedo frio, fazendo com que, algumas
vezes, o solvente siga para o frasco da amostra, exigindo atengdo continua do
analista. Em virtude do prototipo #4 n&o ser operacionalmente tao estavel quanto o

protétipo #3, optou-se pela continuag&o dos trabalhos com © protétipo #3.

6.2.B - Variag@do da concentragéio dos pesticidas

Também foram realizados estudos do efeito da variagdo da concentragéo dos
pesticidas sobre a eficiéncia de extracéo, que estdo resumidos na tabela 6.2. Nesta
tabela estao indicados as diferentes concentragdes, as porcentagens de recuperagéo
e as estimativas dos desvios padrdo relativos obtidos para as triplicatas de extragbes
para cada pesticida. Os dados da tabela 6.2 indicam uma tendéncia a estabilidade na
eficiéncia de extracBo com a redugdo na concentragdo dos pesticidas. A
potencialidade do método para determinacdes de pesticidas em agua pode ser
avaliada por inspegdo da figura 6.3 e os valores de limite de deteccao mostrados no
detalhe, calculados a partir dos cromatogramas desta figura. Notamos que os limites
de deteccdo sdo muito préximos ao limite méximo permitido por lei para os pesticidas
individualmente, indicando a viabilidade do método.
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Tabela 8.2 - Efeito da variacdo na concentracdo dos pesticidas sobre a eficiéncia de

extracao.
Composto Concentracdo (ug.L") % de recuperacéo Sk
11,2 72 5
Hexaclorobenzeno 586 a3 4
1.7 54 3
0,56 55 5
27,8 101 1
Lindano 7,3 81 3
2,2 62 1
0,73 72 3
30,0 90 3
Aldrin 12,0 84 4
1.9 59 1
0,64 70 2
26,0 97 1
Endrin 6,9 79 2
21 86 1
0,73 ndo detectavel nao calculado
12,0 94 6
Dieldrin 6,0 72 7
1,8 70 5
0,60 61 5
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Figura 6.3 - Cromatogramas obtidos no estudo da eficiéncia do microextrator variando-se as
concentragbes dos pesticidas. As concentragdes para Lindano, Aldrin e Endrin foram, respecii\)amente,
(M) 0,73 pgl™ , 0,64 ngl " 0,73 ugl ' (B) 2,2 ngl™" , 1,9 pgl " e 2,1 gl (C) 7,3 pgl”, 12,0ugL ' €
6,9ugL" . Condigbes Cromatograficas: temperatura da coluna 200 °C, temperatura do detector 238 °C,
temperatura do injetor 200 °C, gas make-up 15 psi, vazdo da coluna 5,5 mL.min", periodo de puiso de

150 ps e 0,1 ul injetados on-column,

6.3 - Analise de amostra real e comparagdo com métodos classicos de
pré-concentracgao.

A eficiéncia do protétipo #3 do microextrator foi comparada com outras técnicas
de pré-concentracdo na andlise de uma amostra de residuo industrial, fornecido por
uma industria da regifo de Campinas, para a quantificacdo de Hexaclorobenzeno. As
outras técnicas de preparacio utilizadas foram a extracdo liquido-liquido e a extrag@o
liquido-sélido.

Antes da etapa de pré-concentracdo, duas porcSes de residuo (0,6042 g e
0,5564 g) foram pesadas e a elas foram adicionados, respectivamente, 500 mL de
agua destilada e 500 mL de agua da torneira. Cada mistura foi deixada em repouso
durante 90 horas e entéo o liquido foi submetido a triplicatas de extragdes e a analise
quantitativa. Na extragdo Liquido-Liquido foram utilizados 10,0 mL de amostra e 50 miL

de tolueno como solvente extrator. Na extragdo Liquido-Sdlido foram utilizados
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cartuchos Sep-pak™ (fase reversa C-18), 50,0 mL de amostra e 10,0 mL de tolueno.
O protétipo #3 do microextrator foi operado durante 75 minutos com 50,0 mL de
amostra e 3 mL de isoctano. A guantificacéo do Hexaclorobenzeno foi realizada pelo
método da padronizagdo externa, apés a determinagdo da melhor condi¢@o
cromatogréfica. O pico cromatografico do Hexaclorobenzeno foi identificado pela
comparacdo dos tempos de retengao dos cromatogramas obtidos para o padréo e para
as amostras. A figura 6.4 mostra os cromatogramas da inje¢do dos solventes
extratores obtidos das diferentes técnicas de preparacdo de amostra. Estes
cromatogramas s&o referentes a solug&o resultante da mistura de residuo com agua
destilada.

Da figura 6.4 nota-se claramente que a extrag&o liquido-liquido nao resulta em
extracdo adequada do Hexaclorobenzeno, ja que no cromatograma A 0 seu pico nao
pode ser distinguido da linha de base. Comparando-se os cromatogramas B e C fica
evidente que o procedimento com o protétipo #3 gera maior extragéo do
Hexaclorobenzeno do que a extragio Sélido-Liquido, pois o pico do Hexaclorobenzeno
é bem menor no cromatograma B. A tabela 6.3 contém informagbes a respeito das
estimativas de desvio padrao obtidos da triplicata de extragdes e portanto acrescenta
dados indicativos de que o procedimento com o prototipo #3 é preferivel aos de
extractes Liquido-Liquido e Liquido-Solido.

Portanto, a partir dos resultados mostrados na figura 6.4 e na tabela 6.3, pode-
se concluir que o procedimento para recuperagéo e analise do Hexaclorobenzeno com
utilizacdo do prototipo #3 & mais repetitivel dos 3 procedimentos.

Da tabela 6.3 observa-se que as recuperagbes sdo sistematicamente menores
quando o tratamento de 90 horas é feito com &agua da torneira. Especulativamente
estes efeitos poderiam ser atribuidos a material em suspensdo na agua da torneira,

que absorveria o hexaclorobenzeno e dificultaria a extracao.
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Tabela 6.3 - Resultado da determinag&o de HCB utilizando 3 técnicas de extrago.

Recuperagéo do hexaclorobenzeno (ug.L™)

Protétipo #3 Ext. Solido-Liquido  Ext. Liquido-Liguido

Agua destilada 2342 28 +8 12 £ 1
Agua da torneira g+1 8+2 7+3
%diferenca extracac 58 71 41

Na ditima linha da tabela a % diferenca extragdo consiste da % da diferenca
entre as extracbes da amostra obtida com o uso de agua destilada e com o uso de

agua da torneira.

5000 | A Bxtracio Liguido-Liguido
B ——Extracio Solido-Liguida
S Frototipo #3
4000+ D e Splucio Padrio
3000 y HCB
2 | Y
@ 2000 ; L D
. C
1000 B
1 - - ~ A
0 I T 1 T ; T T T T f ’ 1
tempo

Figura 6.4 - Cromatogramas obtidos para as diferentes técnicas de extragio de hexaclorobenzeno
(HCB) da agua. Condigbes Cromatograficas: Temperatura da coluna = 200 °C, Temperatura do detector
= 240 °C, Temperatura do injetor = 240 °C, Vaz&o da coluna = 5,5 mi_.min", pr_esséo de gas make-up =

15 psi, periodo de pulso 150 us e Volume Injetado = 0,1 uL (exceto ELL Volume Injetado = 0,2 pL)
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7 - CONCLUSOES

O sistema de preparacdo de amostra baseado em permeacdo seletiva por
membrana de silicone apresentou bom desempenho para a determinagéo de
compostos organicos volateis. Tanto na configuragdo MESI quanto na PMTC foram
atingidos valores de limites de deteccdo muito inferiores as quantidades maximas
permitidas pelas agéncias ambientais. Além disto, as estimativas dos desvios padréo
relativos estdo dentro da faixa usualmente aceita para trabalhos de preparagéo de
amostras. Problemas desta técnica, devido ao excessivo tempo de limpeza da
membrana, que é necessario entre as extragGes, foram solucionados. O uso de N;
gasoso a temperatura ambiente e o uso de N, gasoso aquecido, em substituicgo a
passagem de agua pura para a limpeza da membrana, necessita menos de 20 min
para limpeza completa, enquanto que com agua pura este tempo poderia demandar
horas. Também verificamos que a velocidade de passagem do gas utilizado na
limpeza da membrana é um par&metro definitivo neste processo, sendo que menores
velocidades levam ao aceleramento da limpeza da membrana. A otimizagéo do Modulo
de Extracdo e do Mobdulo de Trapeamento permitiu um significativo aumento da
sensibilidade desta técnica. Neste estudo foi estabelecido o aumento da vazao da
amostra facilita permeacdo dos analitos pela membrana, sendo que vazbes de
amostra acima de 2,5 mL.min” saturam a membrana com os analitos. O tempo de
extracdo & um dos fatores que afetam diretamente a sensibilidade deste sistema, pois
em principio, quanto maior este tempo maior a quantidade de analito que permeia pela
membrana. Entretanto, este tempo & limitado a um méximo dependendo do tipo de trap
utilizado. Traps de coluna capilar podem ser utilizados por até 10 min de extracao,
traps de coluna megabore por 30 min e trap de tubo silcostee/™ por mais de 60 min.
Mantendo-se este trap ndo se observou prejuizos ao formato dos cromatogramas
devido a problemas de adsorgéo ou volume “morto”. O tempo de extracdo deste
sistema de preparacdo de amostras baseado em permeagédo por membrana tambeém
depende do material congelante utilizado. Quanto menor a temperatura deste material
maior o tempo de extragdo sem que ocorram perdas de analito pelo material de
trapeamento. O uso de N; liguido como material congelante permitiu maiores tempos
de extracdo, entranto, ndo foi possivel utilizé-lo em conjunto com o sistema MESI
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devido a problemas de desdobramentos de picos. Esta dificuldade foi sanada com o
tubo de Silcoste//™. O tempo de extracdo também depende da volatilidade dos
analitos. Quanto mais volatil o analito (nosso parametro foi o 1,2 dicloroetano) menor o
tempo para ele atingir o equilibrio de permeacéo pela membrana. Finalmente, a
comparacéo de dois modos de operar a membrana permitiu concluir que o uso de
amostra de agua passando externamente a membrana e gas extrator internamente
leva a uma maior sensibilidade do método em relacio a passagem de amostra agquosa

passando internamente a membrana e gés extrator externamente.

O protétipo desenvolvido que utiliza a técnica de microextracéo liquido-liquido
permitiu trés etapas de extragbes sucessivas e foi testada em pesticidas
organociorados. A forma de agitago deste prototipo foi fundamental no processo de
extracdo dos pesticidas. Aiguns minutos de agitagdo manual permitiram mesmas taxas
de recuperagio que varias horas de agitagdo mecanica com barra magnética. Também
ficou constatado a grande importancia da adigcéo de sal na amostra para proporcionar
aumentos significativos na recuperagéo dos pesticidas. Entretanto, verificamos que
nao ha a necessidade de saturar a amostra com sal, como sugerido na literatura. Esta
técnica, operada em condicbes otimizadas, de extragGes forneceu uma ampia faixa
linear de concentracédo (neste estudo as concentracgdes foram na faixa de 10 ng.L’1 a
1000 ng.L"). Quando utilizada uma etapa de concentracao limites de deteccéo da
ordem de pg.L‘1 e recuperacdo em torno de 50% com estimativas de desvio padréo
menores que 7% foram obtidos. As recuperagfes aumentam para cerca de 90% com
trés extragbes sucessivas sem prejuizo na reprodutibilidade. Além disto, com esta faixa
de recuperacao esta técnica permite fatores de enriquecimento da amostra entre 5000
a 10000 vezes.

A técnica baseada em processos simultaneos de equilibrio de particéo liguido-
liquido, liquido-vapor e vapor-vapor foi extensivamente estudada e levou-nos a
confeccio de 4 protétipos. O protétipo mais adequado teve suas condicbes
operacionais otimizadas e permitiu extracbes de pesticidas organoclorados com
concentracdes na faixa de 0,5 ug.L™ a 30 ug.L™". O uso de um tubo de vidro em forma
de U interligando o suspiro do protétipo e uma coluna d’agua permitiu uma operacao
extremamente estavel. Este recurso é muito pratico se alternativas como a modificagao

do dedo frio para torna-lo crioscopico for realizada. Esta metodologia permitiu limites
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de deteccao de ug.if, com recuperacdes dos pesticidas variando de 60% a 100% e
estimativas de desvio padrdo menores do que 6%. O fator de enriquecimento para esta

técnica é de 50 vezes.

Deste modo, em relacéo ao propdsito deste trabalho, as técnicas desenvolvidas
sdo adequadas para 0 monitoramento de poluentes organicos a nivel de tragos, de
facil operagdo, baixo custo, eficientes e relativamente rapidas. Além disto, o sistema

PMTC permite facil automagao.
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