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RESUMO

A exploracdo e producdo de 6leo e gas geram residuos e efluentes, dentre os quais se
destaca a &gua produzida ou &gua de producdo petrolifera. Esse efluente que é
descartado na costa brasileira possui em torno de 17x10° pg L™ de hidrocarbonetos, que
muitas vezes sdo poluentes organicos persistentes prejudicando a vida marinha. Dentre
esses hidrocarbonetos, estdo os n-alcanos, que sdo 0s principais combustiveis na
producdo de diversos derivados da industria petroquimica. Neste trabalho foi
desenvolvido e validado um método para a determinacdo de n-alcanos (C8-C20) na
agua de producdo petrolifera. A técnica de cromatografia gasosa (CG) acoplada ao
detector de ionizagdo de chama (DIC) associada a microextracdo em fase sélida (CG-
DIC-MEFS) foi utilizada como ferramenta para determinagdo e quantificacdo desses
compostos. O planejamento fatorial realizado para atender a as melhores condicdes
experimentais da técnica de micro extracdo em fase solida indicou que melhores
respostas séo alcancadas na regido do ponto central, quando se utiliza a temperatura de
45°C e salinidade de 7,5% p/v. as figuras de mérito de validacdo do método indicaram
linearidade, precisdo e exatiddo satisfatorias para todos os compostos estudados. Os
valores dos coeficientes de correlacdo variaram entre 0,9916 a 0,9999. Os limites de
detec¢do (LD) variaram entre 0,0029 e 0,0767 png L™ ao passo que os limites de
quantificacdo (LQ) variaram entre 0,0089 e 0,2326 pg L™.Devido a significancia do
efeito matriz para todos os compostos, 0 método da adicdo de padrdo foi aplicado para
quantificacdo dos analitos. O método validado foi aplicado nas analises de agua de
producdo petrolifera. Os compostos C10 e C12 foram detectados numa concentracdo
maxima de 13,17 e 8,34 pg L1, respectivamente.

Palavras-chave: N-alcanos. MEFS. CG-DIC. Agua de produgo.



ABSTRACT

The exploration and production of oil and gas generate waste and effluent, among which
stands out the Produced water our oil production water. What this effluent is disposed
on the Brazilian coast, around have 17x10° pg L*hydrocarbon, that many times are
persistent organic pollutants harming marine life. Among those hydrocarbons are the n-
alkanes that are the main fuels in the production of derivatives several of the
petrochemical industry. In this work and was validated um method for a determination
of n-alkanes (C8 -C20) water in oil production. The gas chromatography coupled to
flame ionization detector it used was as a tool for determination and quantification of
these compounds. The factorial design realized for solid phase micro extraction (SPME)
Indicated que leader board achieved are in central point region when using a
temperature of 45 ° C and salinity of 7.5% w/ v. The method validation figures of merit
indicate linearity, precision and accuracy satisfactory for all compounds studied. The
values of correlation coefficients ranged between 0.9916 0.9999. The limits of detection
(LOD) varied between 0.0029 and 0.0767 pg L™ and the limits of quantification (LOQ)
ranged between 0.0089 and 0.2326 g L. Due to the significance Effect matrix for all
compounds, the method of addition of standard applied for was quantification of
analytes. The validated method applied was in the analysis of oil production water.
Compounds C10 and C12, they were detected in a concentration maximum 13.17 and

8.34 ug L1, respectively.

Keywords: N- alkanes. SPME. GC-FID. Production Water.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da industria petrolifera e as constantes descobertas e exploragdo
de petroleo e gas culminam com uma constante preocupacdo ambiental, visto que
durante as atividades de producdo e exploracdo do petréleo, inUmeros processos
encontram-se envolvidos, fazendo com que muitos compostos sejam gerados e lan¢ados
no meio ambiente (TAVARES,2004).

A 4gua produzida ou agua de produgdo representa a maior corrente em volume
gerada a partir das atividades de producdo de petroleo (AMINI et al., 2012).Este tipo de
agua residuaria é considerado como subproduto da producédo de petréleo e gas, durante
0 processo de separacdo desses fluidos, antes de se tornarem produtos comerciais.Os
principais constituintes da agua de producao sao 6leo, minerais dissolvidos da formagéo
geoldgica, compostos quimicos residuais da producdo, solidos de producdo, gases
dissolvidos e microrganismos (MOTTA et al., 2013).

Na agua de producdo, os hidrocarbonetos totais de petrdleo, se distribuem dentro
de uma mistura de compostos alifaticos e aromaticos, que sdo encontrados na ordem de
grandeza em nivel de tracos. A presenca ou auséncia desses compostos na &gua de
producdo esta ligada com uma série de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, e eles
podem ser de origem natural ou antropogénicas, conferindo-lhe uma composicao
variada e uma complexidade matricial (CENPES, 2005).

Os hidrocarbonetos alifaticos sdo compostos formados por atomos de carbono e
hidrogénio, sua familia compreende as fungdes quimicas alcanos, alcenos e alcinos,
conforme apresentem ligacGes simples, duplas ou triplas, respectivamente. Os alce
possuem cadeias normais (n-alcanos), ramificadas que sdo denominadas de isoprendides
e ciclicas chamadas de cicloalcanos. (SOLOMONS, 2002). A agua de producdo que é
descartada na costa brasileira possui em torno de 17x10% pug L™ de hidrocarbonetos, que
muitas vezes sdo poluentes organicos persistentes prejudicando a vida marinha
(GABARDO, 2007).

Com o surgimento de leis e resolugdes ambientais restritivas, faz-se necessario
tratar e monitorar a 4gua gerada apos o processo de produgdo do petrdleo, com a
finalidade de reduzir os contaminantes aos niveis permitidos pela legislacdo atuais antes

de serem descartados para 0 meio ambiente (CONAMA 393). Outra forma de descarte
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para a agua de producdo seria aproveita-la para injecdo em reservatorios subterraneos de
agua, visando reduzir a perda gradual de presséo dentro do reservatério. (MOTTA et al.,
2013).0 monitoramento dos n-alcanos na agua de producgdo é de suma importancia, pois
se os alifaticos presentes na mesma indicarem caracteristicas parafinicas, entéo
representa menor impacto ao meio ambiente, jA que conferem maior grau de
biodegradabilidade. No Brasil, o descarte deve atender a resolugdo Conama 393
(BRASIL, 2007) quando se refere as plataformas maritimas.

Para avaliar o impacto desses compostos com niveis de concentracdo tdo baixos,
necessitamos de métodos analiticos com elevada sensibilidade e seletividade. A
cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) é
tradicionalmente empregada nas andlises de compostos que contém &tomos de carbono.
Sua alta capacidade de separacdo viabiliza a analise de multicomponentes em uma
mesma amostra. A sensibilidade do sistema cromatografico é bastante elevada, e
dependendo do tipo de substancia analisada e detector empregado, pode-se obter
resultados quantitativos em concentragdes que variam de picogramas a miligramas
(COLLINS, 2006).

Neste contexto, as analises qualitativas e quantitativas dos hidrocarbonetos, que
se propGem dar suporte ao proposito da legislacdo vigente, requerem métodos analiticos
precisos e exatos. No caso de agua de producdo dificilmente se consegue analisa-la na
forma bruta, sem tratamento prévio para eliminar as interferéncias presentes na matriz.
Assim, a etapa de preparacdo de amostra é uma das fases mais importantes no
desenvolvimento de um método analitico, pois possui o desafio de adequar os niveis de
concentracdo dos analitos ao sistema de detec¢do. Além disso, promove uma limpeza na
amostra para que a matriz ndo comprometa a eficiéncia da analise quimica. (MOREAU;
SIQUEIRA, 2011).

Geralmente as técnicas tradicionais de preparo de amostra resultam num
processo moroso e que demanda uma grande quantidade de solventes, além de envolver
um grande numero de etapas, aumentando assim a possibilidade de erros.Com isso,
métodos mais préaticos, rapidos, com menos etapas envolvidas e isentos de solventes
organicos, tém sido alvo de estudo no preparo de amostras.Assim, destaca-se a
microextracdo em fase sélida (MEFS), uma técnica que apresenta excelentes resultados

quando associada as técnicas cromatograficas na determinacdo de diversas classes de
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analitos (DOREA; GAUJAC; NAVICKIENE, 1998; PAWLISZYN, 2000; LANCAS,
2004).

A MEFS é uma técnica extremamente simples, versatil, com um alto grau de
enriquecimento do analito, e quando associada a cromatografia proporciona, em um
tempo muito reduzido, a execucdo das etapas de extracdo, pré-concentracdo, limpeza
(clean-up) e introducdo dos analitos no sistema cromatografico. Em suma, a MEFS é
uma técnica de extracdo, isenta de solventes organicos, possibilitando a extracdo
diretamente na amostra. (DOREA; GAUJAC; NAVICKIENE, 1998; PAWLISZYN,
2000; LANCAS, 2004).

Em adicdo, é importante planejar os experimentos na otimizagdo de método
analitico, no sentido de reduzir os erros experimentais € 0 nimero de experimentos,
através do planejamento fatorial, que consiste em aplicar métodos estatisticos para
estudar os efeitos entre os fatores que influenciam diretamente num processo analitico
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; TEOFILO; FERREIRA, 2010). No caso da
MEFS os parametros tais como pH, temperatura, forca i6nica, volume de amostra,
tempo de extracdo e outros estdo diretamente relacionados com a sua eficiéncia. A
aplicacdo de um planejamento fatorial, uma ferramenta muito util para aperfeicoar um
processo de extragdo via MEFS, proporciona as melhores respostas dentro das
condigdes estudadas.

Devido a variedade e complexidade da agua de producédo, o conhecimento de sua
composicdo quimica e 0 monitoramento dos compostos presentes torna-se crucial, para
entender seu comportamento no processo de producdo do petréleo, bem como os efeitos
desse efluente ao ser langado no meio ambiente (FIGUEREDO et al, 2014).

Entretanto a utilizacdo da técnica de MEFS praticamente ainda ndo € utilizada
para a andlise de aguas de producdo, sendo encontrado apenas um trabalho na literatura
que a utiliza para tal fim. Gaujac e colaboradores (2008) analisaram benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos presentes em uma amostra de agua de producdo obtendo bons
resultados.

Diante desse contexto, € importante estudar a validacdo de um método analitico
via CG-DIC-MEFS para a determinacdo de hidrocarbonetos alifaticos saturados (n-
alcanos), com cadeias carbdnicas de C8-C20, presentes nessa matriz. Sendo essa faixa

de compostos adequada para estudo, pois representa a fracdo soltvel, que é a mais
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dificil de ser removida durante o processo de tratamento, ressaltando ainda que essa
remocao ndo é completa, parte deles pode ficar no ambiente marinho ou no sedimento
por muitos anos (VOLKMAN; HOLDSWORTH; BAVOR, 2009).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aguas de Producéo Petrolifera

Agua de producdo ou agua produzida refere-se ao efluente gerado durante o
processo de producdo e exploracao do petréleo que chega a superficie juntamente com o
material extraido do reservatdrio. Esse efluente consiste na mistura da dgua de formacéo
do pogo produtor, agua de condensacdo e de injecdo dos processos de recuperacdo
secundaria e agua utilizada para dessalinizacdo do petréleo produzido (NSC, 2002;
VEIL et al., 2004; GABARDO, 2007; FAKHRU’L-RAZI et al., 2009).

Normalmente, essa agua corresponde a mais de 90% de todos os efluentes
gerados na industria do petroleo: em média, para cada m® por dia de petréleo produzido
sdo gerados de 3 a 4 mdia de agua, podendo chegar a 7 ou mais, nas atividades de
exploracdo, perfuracdo e producdo (CERQUERIA, 2011). No Brasil, o volume de agua
de producdo descartado no mar, vem aumentando gradativamente ao longo dos anos,
tendo sido registrados volumes de 58,3 milhdes de m® em 2004, 66 milhdes de m® em
2005 e 73,3 milhdes de m® em 2006(GABARDO, 2007).

Sua composicdo pode variar de um poco para outro, pois as caracteristicas
geoldgicas das formagdes subterraneas onde foi originada a agua de producdo sao
diferentes. Por exemplo, em um mesmo po¢o pode haver producdo de agua de
diferentes reservatdrios, o que confere peculiaridades para cada uma dessas aguas de
producdo. Portanto, sua composigdo é profundamente dependente do campo produtor
(BROOKS et al., 2011; NEFF et al., 2011a; BAKKE et al., 2013).

As fracbes de organicos presentes na dgua de producdo sdo os acidos graxos,
aromaticos e alifaticos. Os compostos aromaticos juntamente com os alifaticos,
constituem os hidrocarbonetos da agua produzida (NUNES, 2009).

Existem diversos fatores que influenciam as concentracGes dos hidrocarbonetos

presentes na A&gua produzida, tais como: concentracdo salina, o tempo de
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armazenamento, atividades biologicas e principalmente a técnica utilizada para a
separagdo Oleo-a4gua. A técnica de separagdo e o tipo de tratamento vdo depender do
destino final da agua (TELLEZ; NIRMALAKHANDAN; TORRESDEY, 2002).

Para a determinacdo dos niveis de n-alcanos em agua e sedimento, geralmente se
utilizam os métodos propostos pela UNEP/IOC/IOA DE 1992, que corresponde ao
método de referéncia para estudo de poluentes marinhos. Porém este método de
extracdo liquido-liquido possui morosidade, envolve varias etapas e utiliza um volume
considerado de solventes organicos, sendo assim, novos métodos vao surgindo com
maior eficiéncia, rapidez, precisdo e com menores impactos ambientais.

Para que a agua de producdo possa ser descartada em corpos receptores ou
utilizada na reinjecdo em pocos de petrdleo, é necessario 0 seu tratamento prévio para
enquadra-la na legislacdo vigente. A resolucio CONAMA 430/2011, estabelece que
para o descarte em corpos receptores, o limite de 6leos e graxas na agua de producdo
petrolifera é de até 20mg dm. Especificamente para descarte em plataformas off-shore
(plataformas maritimas) aplica-se a resolucdo CONAMA 393/2007, que estabelece a
média aritmética simples mensal do teor de 6leos e graxas de até 29 mg dm, com valor
maximo diéario de 42 mg dm. Para reinjecdo em pogos de petréleo, a dgua devera ter no
maximo 5 mg dm™ de 6leos e graxas.

Apesar de diversas pesquisas sobre agua de producdo, seus efeitos e
permanéncia no ambiente, terem sido realizados nas ultimas décadas (HOLDWAY,
2002; NEFF, 2002; ELKINS et al, 2005; CLARCK & VEIL, 2009; BINNET et al,
2011; BRETAS, 2011; BROOKS et al, 2011; NEFF et al, 2011a; BAKKE et al, 2013;
CODAY et al, 2014) , muitos questionamentos ainda persistem, principalmente no que
diz respeito aos efeitos de longo prazo, descartes continuos ao longo de muitos anos de
atividade e respostas dos organismos a exposicdo continuada (NEFF et al, 2011a).
Muitos autores (ZHAO et al, 2008; FAKHRU’L-RAZI et al, 2009; VEIL, 2011,
FIDLER & NOBLE, 2012) mencionam a necessidade de maior rigor no monitoramento
deste efluente, de forma que seja possivel prever potenciais danos relacionados aos
descartes de agua produzida no ambiente (GOMES,2014).

O reuso da agua de producdo tem sido largamente estudado (JUN, 2011,
BINNET et al, 2011; BAKKE et al, 2013) a fim de minimizar o descarte e destinar a

agua de producdo para fins mais nobres como, por exemplo, na geracdo de vapor, no
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uso industrial e na irrigacdo. Um exemplo de utilizacdo nobre da agua de producdo é na
geracdo de vapor, que tem como vantagens ndo sO a eliminagdo do descarte de
efluentes, mas também a economia da &gua geralmente utilizada para esse fim, agua
esta que pode ser proveniente de um aquifero ou de rede de agua tratada (ANDRADE,
2009).

Alternativas para remocdo de metais na &gua de producdo por sistemas
microemulsionados (DANTAS, et al., 2014) e tratamentos bioldgicos para remoc¢éo de
substancias organicas, com a finalidade de reduzir o potencial de toxicidade na

agricultura, também foram recentemente estudadas (NARAGH]I,2015)

2.2. Hidrocarbonetos Alifaticos

O petréleo é uma mistura de hidrocarbonetos, que sdo compostos formados por
atomos de carbono e hidrogénio, além de pequenas quantidades de enxofre, nitrogénio e
oxigénio em proporcles variaveis. A composicdo percentual aproximada de diversos

elementos quimicos no petroleo encontra-se na tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo média do Petréleo

Elemento Concentracao
Carbono 81 a 88%

Hidrogénio 10 a 14%
Oxigénio 0,001a1,2%

Nitrogénio 0,002 a1,7%
Enxofre 0,01 a5%

Fonte: PETROBRAS, 2005

Os hidrocarbonetos de petroleo compreendem a classe dos n-alcanos, isoalcanos,
cicloalcanos e aromaticos (UNEP, 1991). Estes constituem uma classe de compostos
organico muito grande, variada e importante, pois englobam o petroleo e seus
derivados. Cada fragdo engloba um processo peculiar para producdo e possuem
finalidades diferentes, como pode ser exemplificado na tabela 2.

Os hidrocarbonetos totais de petroleo, também chamados de HTP, sdo a soma

dos hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. Os HTP servem para expressar 0S
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resultados de hidrocarbonetos de uma determinada amostra de petréleo. Em
contrapartida a norma ASTM E193/95 desaconselha expressar resultados como HTP,
por ndo levar em consideragdo as caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas
individuas de cada composto (PETROBRAS, 2005).

Tabela 2 - FragGes de hidrocarbonetos obtidas através do processamento do petréleo e
sua utilizacao.

Numero de
Intervalo de Ebulicdo &tomos de carbono Utilizacéo
da Fragdo(°C) por molécula
Abaixo de 20 C-C4 Gas natural, gas engarrafado, petroquimica.
20-60 Cs-Cs Eter de petrdleo, solventes.
60-100 Cs-Cy Ligroina, solventes.
40-200 Cs-Cuo Gasolina (gasolina destilada).
175-325 C12-Cis Querosene e combustivel de motor a jato.
250-400 Acima de Cy, Gasoleo, 6leo combustivel e 6leo diesel.
Liquidos ndo volateis Acima de Cy Oleo mineral refinado, dleo lubrificante, graxa.
Sélidos ndo volateis Acima de Cy Cera de parafina, alcatrdo, asfalto.

Fonte: SOLOMONS, 2002

Conforme destacado em algumas literaturas, expressar resultados em HTP néo
fornece dados suficientes para indicar uma contaminacéo por hidrocarbonetos, uma vez
que ele contempla compostos de origem natural e antrdpica, mas de forma néo
qualitativa, ou seja, ndo especifica a fonte. Assim sendo, o pardmetro HTP deve ser
avaliado conjuntamente com a analise dos parametros individuais (BREUER et al.,
2004; PATIN,1999).

Os hidrocarbonetos alifaticos saturados sdo 0s maiores constituintes do petrdleo.
Mas existem na composi¢do do petréleo diversas substancias que sao dificeis de serem
separadas por processos cromatograficos, mesmo ciente que a técnica € uma ferramenta
poderosa no estudo de separacdo de componentes do petroleo. Essas substancias sdo
denominadas de mistura complexa ndo resolvida —(MCNR) em decorréncias de
indmeros isdbmeros que podem ser formados com uma determinada formula molecular
baseada em carbono e hidrogénio, e é caracterizada por uma elevagéo nas linhas de base
do cromatograma (COIMBRA, 2006; GABARDO, 2007).
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Os compostos alifaticos mais leves (< C5), sdo soltveis em agua de producéo,
volateis e estdo na fase gasosa. Os alifaticos de maior cadeia, acima de 20 carbonos,
também denominado de parafinas, encontram-se na fase sélida e sdo praticamente
insollveis e mais faceis de serem removidos da agua por processos fisicos. A faixa
compreendida ente cinco e vinte carbonos encontram-se na fase liquida e sdo soluveis
na &gua de producdo (VOLKMAN; HOLDSWORTH; BAVOR, 2009).

Muitos estudos em torno dos hidrocarbonetos alifaticos se intensificam, visto
que, apresentam uma familia com uma grande variedade de numeros de carbono, 0s
quais sdo apolares e apresentam baixa solubilidade em &agua. Essas caracteristicas
dificultam sua biodegradacdo, contribuindo assim, para sua persisténcia no meio
ambiente. Como o numero de n-alcanos presentes no 6leo e na dgua de producgdo é
significativo para as andlises, entdo utilizam-se padrdes contendo uma selecdo com
compostos de diferentes numeros de carbono (ATSDR, 1999). Entretanto, a presenca
desses compostos no meio ndo pode ser atribuida apenas a fontes antrépicas. Estudos
comprovam que ela pode ser também de origem natural (VASCONCELLOS, 1996).

2.2.1 N-alcanos

Os hidrocarbonetos em que todas as ligacdes carbono-carbono possuem ligacdes
simples sdo chamados de alcanos. Os alcanos tem a formula geral CnH2n+2 € sua fonte
principal, como foi dito anteriormente, € o petr6leo.Sdo hidrocarbonetos alifaticos de
cadeia aberta, também chamados de n-alcanos, por ndo possuirem ramificacfes
(SOLOMONS, 2002). A figura 1 mostra onde os n-alcanos estdo classificados dentro da

classe dos hidrocarbonetos.
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Figura 1 - Classificacdo dos hidrocarbonetos e suas familias

ALIFATICOS AROMATICOS

---m

Fonte: POTTER e SIMMONS, 1998

Por serem componentes do petroleo e do gas natural, os n-alcanos sdo muito
importantes como combustiveis, por isto representam o ponto de partida da indudstria
petroquimica, que os utiliza para produzir milhares de derivados, como plasticos, tintas,
fibras e téxteis, estando sempre presentes em nossas vidas (FREIRE; MANCINE
FERREIRA, 2013).

Os alcanos possuem baixa reatividade porque as ligagdes simples C-H e C-C sdo
relativamente estaveis. De um modo geral, os n-alcanos ndo sdo afetados pela maioria
das bases, devido a baixa polaridade das ligagcdes carbono-hidrogénio. Além disso, as
moléculas dos n-alcanos, ndo oferecem campos para ataques acidos, pois ndo possuem
elétrons para serem compartilhados, justificando a baixa reatividade desses compostos
(VELEZ; KHAYET; ZARATE, 2015).

Contudo, os n-alcanos quando aquecidos, sofrem ruptura homolitica na cadeia
(figura 2), resultando em outros alcanos ou alcenos menores. E a reagio de Craque ou
Pirolise, utilizada para a obtencdo da gasolina (octano) a partir de querosene e dleo
diesel (ARIZA et al, 2012).
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Figura 2 - Reacdo de craque ou pirdlise.
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Fonte: ARIZA et al, 2012.

Por serem apolares, esses compostos, sdo pouco sollveis em agua. Com o
aumento da cadeia carboénica, ocorre uma diminuicdo da solubilidade. (MARTINS;
LOPES; ANDRADE, 2013). A tabela 3 mostra as propriedades fisicas e quimicas dos
n-alcanos estudados.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos n-alcanos de C8-C20.

Formula Massa Molar Solubilidade em Pressdo de vapor
N-alcanos Molecular (g.mol?) agua (mg.L™?) Log Kow (mmHg) a 273,15K

C8 CgHus 114,23 0,431 4,00 14,18

C9 CoH2o 128,26 0,122 4,51 4,35

C10 CioH22 142,28 0,052 5,01 1,37

C12 Ci2Hz6 170,34 0,0037 6,10 0,13

Cl4 CiaH30 198,39 0,0022 7,20 0,012

C16 CieHs4 226,45 0,0009 - -

C18 CisH3s 254,50 0,0021 - 1,93x10*

C20 CaoHa2 282,55 0,0019 - 2,02x10°

Fonte: IUPAC, 2014

No entanto, mesmo sendo pouco sollveis, esses compostos encontram-se
adsorvidos em matrizes aquéticas. O coeficiente de particdo octanol-agua-Kow
determina a sor¢@o desses compostos organicos, a afinidade dessas substancias de serem
adsorvidas ou absorvidas. No caso da absorcdo, o valor desse coeficiente trata das
interacbes hidrofobicas do composto. Altos valores de Kow conferem uma natureza
lipofilica a substancia (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013; WANG, et al. 2011).

Por atuarem como biomarcadores e como indicadores do aporte de matéria organica de
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origem marinha e continental e também da introducéo de petroleo, esses compostos sdo
muito estudados pela &rea geoquimica e bioldgica. S8 compostos que apresentam uma
boa estabilidade quimica em &gua e sedimento e podem ser caracterizados por suas
fontes especificas e estabilidade molecular que atuam como “digitais” de suas origens
(SIMONEIT, 1984; STEINHAUER; BOEHM, 1992).

Foi investigada também a identificacdo de n-alcanos e isoprendides, no estudo
de combustiveis fosseis, com o proposito de avaliar o grau de biodegradagdo e origem
da maior contribuicdo de hidrocarbonetos no ambiente costeiro (MIHAILOVA, et al.,
2014).

Os organismos marinhos e terrestres sintetizam n-alcanos em que predominam
nameros impares de carbono. Por exemplo, no fitoplancton marinho, os n-alcanos com
15,17,19 e 21 carbonos (n-Cis, n-Ci7, N-C19 ¢ N-C21) sd0 mais abundantes (BLUMER et
al, 1971; CLARK E BLUMER,1967). Pode-se afirmar que a predominancia de n-
alcanos de origem bioldgica pode ser evidenciada pela maior concentracdo de n-alcanos
de cadeias impares. (VOLKMAN et al., 1992; WANG et al., 1999).

2.3 Métodos de Preparo de amostra e Microextracdo em Fase Sélida

O método de preparo de amostra é uma etapa primordial para se obter uma
analise de sucesso. Para alguns autores € a etapa mais importante no processo analitico.
(MOREAU; SIQUEIRA, 2011). O processo de preparacdo da amostra consiste na
primeira etapa de uma andlise quimica, sendo responsavel pelas maiores fontes de erros,
como perda do analito, contaminacdes pelo ambiente, extracdo incompleta do analito da
amostra, entre outras. Dentre as técnicas de extracdo normalmente utilizadas para
concentrar analitos, destacam-se a extracdo liquido-liquido (ELL), a extracdo com
fluido supercritico (SFE), a extracdo em fase solida (EFS) e, mais recentemente, a micro
extracdo em fase solida (MEFS).

Na extracdo liquido-liquido (ELL), ocorre & particdo da amostra entre duas fases
imisciveis (organica e aquosa). A eficiéncia da extracdo depende da afinidade do soluto
pelo solvente de extracdo (fase orgénica), da razdo das fases e do numero de extracdes
(QUEIROZ, 2001). A EFS é uma das técnicas de extracdo mais utilizadas atualmente.
Nesta técnica, os analitos contidos huma matriz aquosa sdo extraidos ou ndo, com 0s

compostos interferentes, apds passarem por um cartucho contendo sorvente. Um
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solvente organico seletivo é geralmente utilizado para remover os interferentes e entdo
outro solvente é utilizado para remover (eluir) os analitos de interesse (MATISOVA, et
al., 2002; CALDAS, et al., 2011).

Estas técnicas (EFS, ELL) de preparo da amostra, no entanto, possuem
algumas desvantagens, incluindo operacGes complicadas e demoradas, assim como
quantidades relativamente grandes de amostra e de solventes organicos (ELL), sendo
também processos dificeis de automagdo. Minimizar o nimero de etapas de preparacao
da amostra é eficaz na reducdo de fontes de erro. O uso de técnicas automatizadas para a
preparacdo da amostra também é altamente eficaz na economia de tempo e na melhoria
da reprodutibilidade em comparacdo com métodos manuais, mas isso envolve alguns
custos (KATAOKA; SAITO, 2011; PENTEADO, 2005).

A microextracdo em fase solida (MEFS) é uma técnica alternativa para a
determinacdo de compostos polares e apolares onde processos de extracdo e pre-
concentragdo de analitos ocorrem simultaneamente (TANKIEWCIZ; MORRISON;
BIZUK, 2013). A técnica foi desenvolvida na década de 90, facilitando o preparo de
amostras e reduzindo o tempo de analise, pois é de facil portabilidade, pode ser
transportado no laboratério e no campo (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990).

A MEFS apresenta algumas vantagens em relacdo a outras técnicas de extracéo,
tais como fécil uso, desnecessarias grandes modificacbes no equipamento para
instalacdo do método, além de baixo consumo de solventes (ARTHUR; PAWLISZYN,
1990). Pode-se afirmar que € uma técnica isenta de solvente, pois as amostras sao
analisadas na forma pura. O uso de solventes somente € utilizado para o
desenvolvimento do método, ou seja, para a constru¢do da curva de calibracao.

A técnica esta baseada no equilibrio de particdo do analito e no filme extrator.
(ARTHUR; PAWLISZYN, 1990). O método consiste na captura dos analitos em uma
fibra capilar de silica fundida, quimicamente modificada e apds essa captura, os analitos
sdo dessorvidos termicamente em um injetor de um cromatdgrafo (MATISOVA et al.,
2002).

A fibra extratora é guardada no interior de uma agulha, adaptada num
dispositivo, chamado de holder (Figura 3), contendo um émbolo que expde a fibra para

extracdo e recolhe posteriormente, sendo em seguida injetada no cromatografo gasoso
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para andlise qualitativa e quantitativa dos compostos de interesse (VALENTE;
AUGUSTO, 1999).

Figura 3 - Dispositivo utilizado para extracdo dos analitos por MEFS e posterior
dessorcao no cromatdgrafo.
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Fonte: PAWLISZYN,1990

A MEFS pode ser de dois modos: direto ou headspace. No modo extracéo direta,
a fibra é imersa diretamente na amostra e os analitos contidos na amostra, S&o
transportados para a fibra. No modo headspace, a fibra fica na posi¢cdo suspensa, ndo
tem contato com a amostra e os analitos migram da solucéo para a fase vapor e da fase
vapor para a fibra. A selecdo do modo de extracdo vai depender das caracteristicas do
analito e da sua matriz de trabalho, como mostra a tabela 4. Em ambos os modos,

aqueles analitos de maior afinidade permanecerdo retidos na fase extratora (LANCAS,
2004).

Tabela 4 - Modo de extracdo por MEFS em diferentes matrizes.

Modo Caracteristica do analito Matrizes tipicas
Direto Volatilidade média e baixa Amostras gasosas e liquidas
Headspace Volatilidade média e alta Amostras liquidas e sélidas
Indireto Volatilidade baixa Amostras complexas

Fonte: LANCAS, 2004
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Muitos sdo os fatores que influenciam na MEFS, como pH, salinidade do meio,
temperatura, tempo de extracdo e outros. Sendo crucial conhecer essas condigdes e
otimiza-las (VALENTE; AUGUSTO,1999; CALDAS,2011).

Outro passo importante é na escolha apropriada da fibra extratora, sendo

algumas fibras disponibilizadas comercialmente, como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5 - Fibras de MEFS disponibilizadas comercialmente

Tipo Composigédo Quimica Liur  AT°C Aplicacéo sugerida
100 200-270°C Compostos apolares.
Néo Polidimetilasiloxano o )
30 220-320°C Média a alta polaridade
polares (PDMYS)

7 220-310°C  Volateis de média a alta polaridade

Poliacrilato (PA) 85  220-260°C Média e alta polaridade
Polares
Carbowax/divinilbenzeno 65 220-260°C Média e alta polaridade
_ Volateis e ndo-volateis de baixa a
Bi-polares PDMS-DVB 65 200-270°C

alta polaridade.

Carboxen-PDMS 75 Volateis

Fonte: VALENTE, 1999

Diversos trabalhos na quantificacdo de n-alcanos por MEFS, foram realizados
em diferentes matrizes (TANKIEWCIZ; MORRISON; BIZUK, 2012; ZANJANI,
YAMINI SHARIATI, 2006; FARAJZADEH; HATAMI, 2002; CAMELO, 2014; YU,
H.; XU, L.; WANG, 2005.), conforme demonstrado na tabela 6. Ainda ndo foi
encontrado na literatura estudos com métodos que utilizam a MEFS na determinacdo de
n-alcanos na agua de producdo. Um estudo recente de MEFS-HS envolvendo essa
matriz, (agua de producdo petrolifera) foi realizado para a determinacdo de HPA’S-
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (VASCONCELOS, 2013).
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Tabela 6 - Analises de n-alcanos em diferentes matrizes por MEFS.

N-alcanos Metodo Matriz Referéncia

de Extracdo

C10-C20 MEFS Agua FARAJZADEH; HATAMI, 2002

C12-C16 MEFS Agua ZANJANI, YAMINI SHARIATI, 2006

Agua-Contaminada com

C6-C20 MEFS ] TANKIEWCIZ; MORRISON; BIZUK, 2012.
gasolina
C10-C12 MEFS Respiracdo Humana YU, H.; XU, L.; WANG, 2005.
C12 MEFS Oleos Essenciais CAMELDO, 2014.

Fonte: Autora, 2015.

2.4 . Cromatografia Gasosa com Detector de lonizagdo com Chama

Um trabalho pioneiro, desenvolvido em 1952 por James e Martin, mostrou a
separacgdo de acidos carboxilicos com 1 a 12 &tomos de carbono, em duas fases, mével e
outra estaciondria, través do principio de particdo entre um filme liquido espalhado
sobre um suporte solido e um gas (COLLINS, 2008).

ApoOs este pioneirismo, houve um maior interesse pela cromatografia gasosa e
novos equipamentos e métodos passaram a ser desenvolvidos, e este interesse passou a
ser mais intensificado apds a introducdo das colunas capilares por Golay em 1958que
resultou no aumento da eficiéncia das separa¢fes cromatograficas (COLLINS, 2008).

A cromatografia gasosa € uma técnica amplamente aplicada em analises
qualitativas e quantitativas, onde 0os componentes de uma amostra vaporizada sdo
separados por particdo entre uma fase movel gasosa e uma fase estaciondria liquida ou
solida contida dentro de uma coluna. O gas de arraste, apenas tem a funcao de carrear a
amostra e ndo interage com a mesma. Apds as substancias de interesse ser separadas
pela fase estacionaria, os mesmos sdo identificados e quantificados por um detector
especifico (LANCAS,1993).

Muitos sdo os detectores usados na cromatografia gasosa, dentre eles temos o
detector de ionizacdo em chama (figura 4), onde o efluente da coluna é dirigido para

uma pequena chama de ar/hidrogénio. E um detector sensivel & massa, visto que ele
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responde ao nimero de atomos de carbono que entram na chama, por unidade de tempo
(MACNAIR, 1998).

O eluente que sai da coluna cromatografica chega ao detector com temperatura
suficiente para permanecer na fase gasosa, sendo primeiramente misturado com o
hidrogénio e posteriormente com o oxidante. A mistura eluente/combustivel/oxidante
percorre o detector e chega até a fonte da chama onde séo pirolisados, produzindo ions e
elétrons. Uma diferenca de potencial é aplicada no coletor que se localiza entre a ponta
do queimador e um eletrodo, gerando uma corrente que representa o sinal do detector
(HARRIS, 2008).

Figura 4 - Esquematizacao da estrutura de um detector de ionizacao por chama.

Detector de Coletor
ionizaciio " removivel
em chama
o __ Suporie
do coletor
——Isolador

Porca da
T montagem

do coletor
P A
Chama ar — H, -—{.} l

Jato
aterrado

Dentro das paredes
do formo

Saidada -
coluna

Fonte: SKOOG, 1997.

A temperatura da chama é insuficiente para uma ionizacdo direta de atomos e
moléculas, dessa forma esses detectores sdo especialmente sensiveis a substancias

organicas, portanto aos compostos de hidrocarbonetos (BOUGHT, 1993).

Os n-alcanos s@o facilmente reconheciveis pelo seu perfil de eluicdo
caracteristico. Conforme ocorre em qualquer série homoéloga,quando se utiliza uma
programacao linear de temperatura, os alcanos lineares eluem da coluna cromatogréafica

em picos igualmente espacados. Como todos os n-alcanos apresentam afinidades
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similares com a fase estacionaria, a ordem de eluicao é determinada pela volatilidade de
cada membro, que por sua vez, diminui com o aumento do nimero de atomos de
carbono (MAROTTA; AQUINO; AZEVEDO, 2014).

2.5. Planejamento Fatorial

Planejar experimentos € definir uma sequéncia de coletas de dados
experimentais para atingir certos objetivos. Dentre os metodos de planejamento
experimental disponiveis, o planejamento fatorial € o mais indicado quando se deseja
estudar os efeitos de duas ou mais variaveis que podem influenciar a magnitude da
resposta, sendo que todas as combinagdes possiveis dos niveis de cada varidvel sdo
investigadas (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; CUNICO et al2008)

O emprego de planejamento fatorial possibilita: reducdo do numero de
experimentos sem prejuizo da qualidade da informagdo; estudo simultaneo de todas as
varidveis do sistema, separando seus efeitos e interacOes; determinacdo da
confiabilidade dos resultados; a possibilidade da adicdo de novos experimentos em
outras regides (transformac6es de modelo linear para quadratico); selecdo das variaveis
que influenciam um processo com numero reduzido de ensaios; e elaboragcdo de
conclusdes a partir de resultados qualitativos (CUNICO et al., 2008; SOYLAK, et al.,
2005).

O planejamento fatorial vem sendo bastante utilizado na MEFS, o nimero de
trabalhos cientificos que utilizam esses planejamentos vem aumentando bastante nos
ultimos anos (HIBBERT, 2012), pois facilita para o analista utilizar essa ferramenta, ja
gue muitas sdo as variaveis envolvidas no processo de MEFS, e com o planejamento €
possivel saber a significancia das variaveis e de suas interacdes, além de realizar poucos
experimentos (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

No entanto, é importante ressaltar que para se obter as vantagens do
planejamento fatorial é necessario ter um conhecimento prévio do sistema em estudo
para que tanto as variaveis empregadas, como 0s niveis do experimento sejam
escolhidos de forma adequada (SANTOS 2011).

A matriz do planejamento fatorial € montada levando-se em consideragéo os

fatores (ou variaveis) envolvidos k, cada um deles presente em diferentes niveis. O caso



32

mais simples é aquele em que cada fator k esta presente em apenas dois niveis. Na
realizacdo de um experimento com k fatores em dois niveis, sdo feitas 2 x 2 x ... x 2 (k
vezes) = 2k observacGes da varidvel resposta e, portanto, este planejamento é
denominado experimento fatorial 2k(NEVES;SCHVARTZMAN;JORDAO, 2002;
SANTOS, 2011).

Nos planejamentos fatoriais de dois niveis, os valores escolhidos das
variaveis quantitativas geralmente sdo codificados em 1 ou + (mais) para 0s niveis mais
altos, -1 ou - (menos) para 0s niveis mais baixos e 0 (zero) para o ponto central. Através
do ponto central € possivel calcular a estimativa do erro experimental e avaliar o grau de
curvatura das respostas no centro do dominio experimental estudado possibilitando a
validacdo do modelo ou a previsdo de modelos ndo lineares (LUNDSTEDT, 1998;
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). A matriz para realizacdo de planejamentos

fatoriais completos com dois niveis esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 - Matriz do planejamento fatorial completo com ponto central para duas
variaveis.

Fatorial 22

Experimentos X1 X2

1

2 +

3 +
4 + +
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Fonte: NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver metodologia analitica para determinacdo de hidrocarbonetos
alifaticos (n-alcanos) em aguas de produgdo por microextracdo em fase sélida (MEFS)

utilizando a cromatografia gasosa com detector de ioniza¢do em chama (CG-DIC).

3.2 Objetivos Especificos

. Otimizacdo dos parametros instrumentais para deteccdo de n-alcanos na
faixa de C8-C20, usando a técnica de CG-DIC-MEFS.
. Estudar os fatores (Temperatura e Salinidade) que influenciam a MEFS,

usando planejamento fatorial como ferramenta.

. Determinar o tempo 6timo de extracao dos n-alcanos pela fibra.

. Estudar a eficiéncia da MEFS para adsorcdo dos n-alcanos na agua de
producao.

. Validar a metodologia proposta de analise de n-alcanos (C8-C20) por
CG-DIC-MEFS.

. Aplicar a metodologia proposta para quantificar os n-alcanos (C8-C20)

nas amostras de agua de producao.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises de Tragos, localizado

no Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica da Universidade Federal do

Ceara, no Campus do Pici. O desenvolvimento experimental consistiu na determinacgéo

dos hidrocarbonetos alifaticos, n-alcanos de C8 a C20, empregando a microextracdo em

fase solida (MEFS) e em seguida analisada por cromatografia gasosa com deteccao por

ionizacdo com chama (CG-DIC).

4.1 Instrumentacéo

>

>
>
>

Agitador Fisatom, modelo 752-A,

Balanca analitica de precisdo, modelo 2104N, Marconi;

Sistema de purificagcdo de agua Milli-Q Direct UV3®, Millipore (EUA);

Sistema CG-DIC — Cromatdgrafo Gasoso (CG), Shimadzu GC-17A, interfaciado
com detector de ioniza¢do de chama (DIC) equipado com: Coluna capilar DB-5

J&W (30 m x 0,25 mm diametro interno e 0,25 um de espessura do filme)

4.2 Reagentes, Solventes e materiais utilizados

vV V VY

A\

vV V. V V V VY

Cloreto de Sodio P.A (VETEC);

Metanol grau de pureza analitico 99,9 % (VETEC);

Acetato de etila grau de pureza analitico 99,9 % (VETEC);

Gas Hidrogénio4. 5 FID- pureza minima 99,995% usado como gas de arraste no
sistema CG-DIC (WHITE MARTINS);

Ar sintético 5.0 FID-Pureza minima (02 E N2) 99,999% usado como gas auxiliar
no sistema CG-DIC(White Martins)

Padrdes de n-alcanos (Tabela 8);

Holder para MEFS marca SUPELCO;

Fibras MEFS (SUPELCO) - PDMS (100um);

Vial de 40,0mL (SUPELCO);

Vidrarias comuns de laboratorio.

Micropipetadores KASVI-modelo Kl
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4.3 Limpeza de vidrarias

Para a limpeza das vidrarias foi adotado o seguinte procedimento:
» Lavadas com detergente neutro 5%
» Enxaguadas com agua da torneira, destilada e ultra pura respectivamente.
» Em seguida lavado como acetona grau técnico e colocadas na estufa, sendo as

vidrarias volumétricas secas em lugar ventilado (ABNT, 2003).

4.4 Preparo das Solugdes Padroes

Para o preparo da solucdo padrdo efetuou-se o célculo para determinar a
quantidade de cada padréo a ser pesado, para que os oito n-alcanos individuais tivessem
a mesma concentracdo, levando em consideracdo a pureza de cada um. Todos o0s
padrdes foram da marca sigma — aldrich.

Foram pesados aproximadamente 10 mg de cada n-alcanos e aferidos para um
baldo de 10ml com acetato de etila e metanol 1:1(v/v), solvente ja utilizado em outro
trabalhno com n-alcanos por MEFS em amostras de aguas de postos de gasolina
(TANKIEWCIZ; MORRISON; BIZUK, 2013) resultando na concentracdo final de
1000mg L2,

A partir da solucdo padrdo estoque, uma solucéo trabalho de 10 mg L* foi
preparada. SolugGes de concentragdes de 5,10,20,30 e 50 ug L™ foram obtidas a partir
desta solucdo trabalho para confeccdo da curva de calibracdo pelo método de adicdo de

padrdo.Os n-alcanos selecionados para este estudo estdo listados na Tabela 8.



36

Tabela 8 - Lista dos n-alcanos com informacdes de pureza e fabricante.

N-alcanos Teor
Cs8 99,4%
C9 99,9%
C10 99,6%
C12 99,2%
C14 99,7%
Cl6 99,3%
C18 98,1%
C20 99,9%

Fonte: Autora, 2015.

4.5 Condic¢des Cromatogréficas

Fluxo dos gases de alimentacdo do detector DIC hidrogénio 40 ml/min, ar
sintético 400 ml/min. A pressdo no injetor foi ajustada em 80 kPa e fluxo em 1,20
ml/min, sendo o hidrogénio o gas carreador. O injetor foi mantido a 260 °C sem diviséo
de fluxo (splitless). Foi utilizada a seguinte programacdo de temperatura no forno: 60°C
durante 3 min, de 60 a 300 °C a 15°C/min e 300 °C durante 1min (Figura 5). A
temperatura do detector foi ajustada em 300 °C. As condicdes cromatograficas foram
seguidas pelo método da Petrobras para n-alcanos com extracdo liquido-liquido na faixa
de C8-C20 (PETROBRAS, 2005).

Figura 5 - Programacdo da variacéo de temperatura, utilizada na analise cromatogréfica.

350
300
250

200 15°C min*
150
100
50
0

0 5 10 15 20
Temperatura

Fonte: Autora, 2015.
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4.6 Planejamento experimental (2%) com ponto central

Um planejamento fatorial 22 com triplicatas no ponto central foi realizado
utilizando a técnica de microextracdo em fase solida, no modo headspace.

Utilizando a fibra PDMS, duas variaveis foram estudadas no planejamento,
temperatura e salinidade da solucdo. Sendo esse experimento realizado no 1° bloco e
chamada de parte cubica, onde foi determinada a linearidade da superficie de resposta
através da soma das &reas dos picos cromatograficos. Um programa Minitab 17- foi
usado como recurso para tratamento dos dados.

Vale salientar que os experimentos foram feitos aleatoriamente, evitando erros
sistematicos durante o processo e 0s erros padrdes foram calculados através das
replicatas do ponto central. Os fatores e seus niveis estudados no planejamento s&o
apresentados na tabela 9.

Tabela 9 - Variaveis usadas no planejamento fatorial 22 com ponto central.

Fatores Niveis

(-1) 0 (+1)

X1 - Temperatura (°C) 25 45 65

X2 - Salinidade (%NacCl) 0 7.5 15

Fonte: Autora, 2015.

Sendo T (temperatura) e S (Salinidade). Os niveis do planejamento foram calculados

através das seguintes equacoes:

1= "5 (Eg.1)
S-7.5
X, = ——— (Eq. 2)
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Neste planejamento foram adotados como parametros fixos: Volume de amostra
20 ml, vial de 40 ml, agitagdo de 1000 RPM, concentragdo de n-alcanos de 30 pg L7,
tempo de extracdo de 25 minutos e tempo de dessor¢ao no injetor 5 minutos.

Apds definir todas as condigdes de extracdo, no caso as Vvariaveis do
planejamento, foi iniciado um estudo de equilibrio a fim de determinar o melhor tempo
para que ocorra uma extragdo eficiente num menor tempo, dentro das condicOes
estabelecidas apds otimizacdo com planejamento fatorial. A variacdo do tempo ocorreu
em 10, 15, 20, 25, 30, 35,40, 45 e 50 min.

O sistema de MEFS-HS montado para extracdo dos analitos pode ser mostrado

na figura 6.

Figura 6 - Sistema de MEFS-HS.

Fonte: Autora, 2015.

4.7. Validacdo do método analitico

A metodologia foi validada fazendo uso das figuras de mérito tais como:

Linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), preciséo
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(repetitividade) e exatiddo. Tais parametros sdo sugeridos para validacdo de métodos
analiticos pelo INMETRO, ANVISA e ABNT.

4.7.1. Avaliacdo do Efeito Matriz.

Para desenvolvimento de um método analitico, os possiveis efeitos matriz na
analise cromatografica devem ser levados em consideracdo, visando comprovar a
auséncia ou presenca do fendmeno sobre uma larga faixa de concentracdo do analito na
matriz.

Para isso, curvas analiticas por padronizacdo externa e adi¢do de padrdo foram
preparadas por microextracdo em fase solida, no modo Headspace e CG-DIC. Sendo
uma em solvente puro (acetato de etila e metanol) e a outra adicionando concentragoes
conhecidas na amostra (adigéo de padrao).

Para a avaliacdo da existéncia de efeito matriz realizou-se a comparacdo entre as
inclinacBes das curvas obtidas pelos dois métodos (Externa e Adicdo de Padrdo). O

calculo foi realizado utilizando a seguinte equacéo 3:

Efeito Matriz(%) = ==X 100 (Eq.3)

Onde:

Xi1- Inclinagdo da Curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas de cada n-

alcanos, pelo método da adicdo de padrao.

X2- Inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas de cada n-
alcanos preparadas em solvente (acetato de etila e metanol)

Dessa maneira, verifica-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento de
sinal) ou negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da analise. Quando o
resultado for acima de 10% considera-se que o efeito matriz comega a exercer
influéncia nas analises (ZROSTLIKOVA et al., 2001, apud ANDRADE, 2009). Neste

caso, recomenda-se a construgdo das curvas analiticas em extrato da matriz para
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minimizar o efeito matriz. Na auséncia de uma matriz branca, isenta dos analitos de
interesse, 0 método da adigdo de padrdo pode ser empregado. (RIBANI et al., 2004;
ANVISA, 2003; MAPA, 2011; PINHO et al., 2009).

4.7.2. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através dos coeficientes de correlagédo (R),
das curvas analiticas obtidas. Visando avaliar a qualidade e consequentemente a
validade da equacdo de regressao linear, fez-se a Andlise de Variancia (ANOVA). Além
disso, aplicou-se o teste t de Student visando avaliar a significAncia estatistica dos

coeficientes angular e linear da equacao da reta obtida.

4.7.3. Teste de validacéo da analise de regressao linear (significancia da regressao)

A analise de regressdo fornece um meio para a obtencdo de forma objetiva
da linearidade e também para especificar as incertezas associadas com 0 Seu USO
subsequente (SKOOG et al., 2010).

A fim de comprovar a linearidade e a significancia das curvas analiticas, o
teste F foi realizado. Comparou-se 0 valor de Fcaculado (Equacgdo 4), com o valor de
Feritico tabelado, no nivel de confianca de 95% (PIMENTEL & NETO, 1996; CHUI et
al., 2001; NETO et al., 2010; SKOOG et al., 2010).

MQ reg

F = _
MQ resid.

(Eg.4)

Onde:
MQreg = soma dos quadrados da regressao.

MQresia = Soma dos quadrados do residuo.

A comparacdo é realizada baseada em duas hipoteses: Fcaiculado > Feritico €

Fcalculado < Fcrl’tico-
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» Se Fcarculado > Feritico, S€ aceita no nivel de confianca estabelecido, que a # 0,
sendo assim a inclinacdo da reta da regressdo ndo € nula, nesse caso a regressdo
é significativa.

» Se Fcalculado < Feritico, N30 h& indicacdo de existéncia de relagdo linear entre as

variaveis x e y, nesse caso ndo tem sentido utilizar a regressao.

4.7.4. Teste de significancia dos parametros da curva de calibracgao.

O teste de significancia dos parametros de calibragdo das curvas é baseado
num teste de hipotese aplicando o parametro t de Student para avaliar a significancia
estatistica dos coeficientes angulares e lineares das equacdes de regressdo. O valor de
tcaic (valor de t calculado) foi obtido da razéo entre o valor de cada parametro e o0 seu
respectivo desvio padrdo, de acordo com as Equacdes 9 e 10 (NETO; PIMENTEL,;
ARAUJO, 2002; LIGIERO et al., 2009).

Lcalca = ; (Eq.5)
b
Lcaleh = ; (Eq.6)

Onde:

a = média do coeficiente angular;
b = média do coeficiente linear;
sa= desvio do coeficiente angular;

sp= desvio do coeficiente linear.
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4.7.5. Precisado

A precisdo do método foi determinada em termos de repetitividade (intra-
corrida), mesmo analista, mesmo equipamento e num mesmo dia. Foram seguidas as
recomendacdes da ANVISA, RDC 899 de 2003, empregando-se a adi¢cdo de padrbes nas
amostras de agua de producao por MEFS, em trés niveis de concentracao, baixo-5 ug/L,
médio-20 ug/L e alto-50 ug/L. As amostras dopadas foram analisadas em triplicata e a

precisdo determinada pelos coeficientes de variacdo (CV, %), calculados pela seguinte

equacéo:
CV % = (5—) .100 (Eq.7)
Xi(exp,mn)
Sendo:

CV = Coeficiente de variacdo em %,
si = Desvio padrdo

Xi(exp,mn) = Concentracdo média experimental.

4.7.6. Limite de deteccdo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados através do
coeficiente angular da curva analitica e do desvio-padrdo de medidas do branco sendo o

o limite de detec¢do (LD) expresso de acordo com a Equacéo 8.

LD =33x ~ (Eq.8)

Na qual: s = desvio-padrdo do branco e b é o coeficiente angular da curva

analitica.

O limite de quantificacdo pode ser expresso de acordo com a Equacéo 9.



43

S
LQ =10x 5 (Eq.9)

Na qual: s = desvio-padrdo do branco e b é o coeficiente angular da curva

analitica.

Realizaram-se andlises cromatogréaficas da microextracdo de uma amostra de
agua destilada em quintuplicata, obtendo assim para cada n-alcanos o desvio-padrdo das

medidas do branco.

4.7.7. Exatidao (Recuperacgao)

Os estudos de recuperacdo foram realizados através da fortificacdo de uma
amostra de agua de producdo petrolifera. Partindo-se da solucdo padrdo mista de 10
mgL? dos n-alcanos, foram adicionadas aliquotas dessa solucdo diretamente nas
amostras de agua de producgdo para dar as concentracdes de 5 pg.L™?; 20 pg.L™?; e 50ug.
L. Em seguida foi realizado o procedimento de MEFS-HS com o0s seguintes
parametros fixos: Volume de amostra no vial, 20 ml, tempo de extragcdo de 30 min.
temperatura de extracao de 45°C e velocidade de agitacdo de 1000 RPM.

Para cada nivel de fortificacdo, encontrou-se o valor da concentracdo dos n-
alcanos existentes nas solucdes. Esses valores foram comparados com as concentragoes

reais das solugdes (Concentracdo prévia da amostra antes da fortificacao).

A tabela 10 mostra os niveis de concentracdo e respectivas aliquotas do

padréo de 10 mg L ! usadas na fortificagdo das amostras de agua de producao.

Tabela 10 - Niveis de fortificacdo e volumes de solugdes padrdes adicionados as amostras.

Nivel de Concentracdo (ug.L™?).  Aliquota da solugio 10 mg.L™ dos n-alcanos (uL)

5 10,0
20 40,0
50 100,0

Fonte: Autora, 2015.
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A estimativa de exatiddo do método foi determinada como percentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionada & amostra. A recuperagdo
foi calculada segundo a Equacdo 10.

Recuperacio (%) = (%) x 100(Eq.10)
3

Onde:
C1 = concentracdo do analito na amostra fortificada;
C> = concentracdo do analito na amostra ndo fortificada;

Cs = concentragédo do analito adicionada a amostra fortificada

S. PARAMETROS FISICO-QUIMICOS ANALISADOS NA AGUA DE
PRODUCAO

O método analitico proposto foi aplicado em duas amostras de dgua de producéo
petrolifera, oriundas da estacdo de tratamento UTDI, pertencente a Refinaria
Lubrificante e derivada do Nordeste- LUBNOR- FORTALEZA. A tabela 11 informa
alguns parametros analisados nas duas amostras de agua de producdo utilizadas nesse
trabalho.

Tabela 11 - Parametros analisados nas duas amostras de dgua de producéo petrolifera.

Paréametro Unidade Método Amostra 1 Amostra 2
pH . APHA 4500 H+B 6,98 7,02
Cloreto mg.L" CI APHA 4500 69.262,56 76.152,80
Alcalinidade Total mg.L" CaCOs3 APHA 2320 133,20 297,48
Alcalinidade de Bicarbonato ~ mg.L" CaCO3 APHA 2320 133,20- 297,48-
Alcalinidade de Carbonato mg.L- CaCO3 APHA 2320 - -

Alcalinidade de Hidrdxido mg.L- CaCO3 APHA 2320 - -
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Planejamento Experimental (22) com ponto central

Com a finalidade de investigar as condigdes que permitem uma extracdo
eficiente, um planejamento experimental, do tipo 22 com triplicata no ponto central, foi
realizado. Foram estudadas as variaveis de temperatura e salinidade da solucao.

Alguns fatores foram fixados, diminuindo o nimero de varidveis e com isso 0
planejamento. (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

A fibra escolhida para a realizacdo destes experimentos foi a PDMS-
polidimetilasiloxano 100um, sendo o tipo de fibra sugerida para compostos apolares.
Vale ressaltar que ja existem trabalhos de MEFS de n-alcanos que empregaram o
mesmo tipo de fibra e mesma espessura utilizados nesse estudo em amostras de dgua de
postos de gasolina (TANKIEWCIZ; MORRISON; BIZUK, 2013).

Neste trabalho foi escolhido o modo de extracdo do tipo headspace, pois outros
estudos verificaram que extracdes diretas em matrizes complexas, diminuem o tempo de
vida util da fiora (ARAUJO et al., 2003; RUZSANYI et al., 2012.), a0 passo que
extracdes no modo headspace sdo mais recomendados para compostos volateis, que é o
caso n-alcanos. (LANCAS, 2004)

Vaérios trabalhos na literatura comprovaram que trabalhar com agitacdo, aumenta
a eficiéncia da MEFS do tipo headspace, ja que este é um parametro que melhora a
extracdo e diminui o tempo de andlise (PAWLISZYN, 1997). Portanto, foi escolhida
agitacdo de 1000rpm para todas as andlises de MEFS, ja que um estudo realizado para
essa mesma faixa de compostos (TANKIEWCIZ; MORRISON; BIZUK, 2013).
mostrou que nesse valor de agitacdo era possivel obter maior eficiéncia na extracao.

O volume da solugdo foi fixado em 20,0mL com o objetivo de deixar o
espaco de vapor mais concentrado facilitando a particdo dos analitos da fase vapor para
a fibra, pois prévios estudos realizados(VALENTE; PIRES, 1999) mostraram que a
quantidade de analito extraida aumenta, quando o espa¢o ocupado pela fase vapor é
reduzido.

O pH é um fator importante que deve ser avaliado em MEFS,em meio aquoso,
pois afeta o equilibrio de dissociagdo (Lancas 2004), porém o0s n-alcanos ndo possuem

hidrogénio acidos e esse parametro ndo foi investigado nesse estudo.
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No estudo das variaveis, temperatura e salinidade, foi realizado um
planejamento clubico com triplicatas no ponto central. Esse tipo de planejamento com
ponto central varre trés niveis de cada fator, ndo apenas dois. Isso permite verificar se
ha ou ndo falta de ajuste para o modelo linear, o que seria impossivel se tivesse usado
apenas dois niveis (BARROS; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Os valores do

planejamento realizado em um bloco podem ser analisados na tabela 12.

Tabela 12 - Resultados do planejamento 22 com triplicatas no ponto central, em que X1
(Temperatura) e X2 (Salinidade).

Ordem Aleatéria Ordem Blocos X1 X Resposta*
5 1 1 -1 -1 18549973
9 2 1 0 0 12686973
4 3 1 1 1 13613678
6 4 1 1 -1 10835826
8 5 1 1 1 10905988
10 6 1 0 0 14843363
7 7 1 -1 1 10833614
11 8 1 0 0 13506310
1 9 1 -1 -1 22345695
3 10 1 -1 1 10176409
2 11 1 1 -1 11892897

*Somatorio das areas dos 08 alcanos
Fonte: Autora, 2015.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para todos os oito n-alcanos. A
tabela 13 mostra numericamente qual o melhor modelo a ser adotado na determinagéo
das areas dos n-alcanos nos intervalos estudados utilizando o teste F de significancia.
Sendo: SQr-Soma Quadratica da regressdo, SQt-Soma Quadratica Total

MQxj: Média Quadratica da falta de ajuste MQep: Média quadratica do erro puro.
O modelo linear para o C8 (Tabela 10) apresenta percentagem de variagdo

explicada com SQr/SQt = 80,57. A avaliacdo do ajuste do modelo linear pela analise

das variancias ou (teste F de significancia) foi realizada para o C8, sendo o valor de F =
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MQ¥aj/MQep = 10,43, menor que o F tabelado (19,33) para 2 e 6 graus de liberdade, com
nivel de confianga de 95 %, 0 que evidencia que ndo ha falta de ajuste para 0 modelo

linear proposto para o C8.

Tabela 13 - Andlise de variancia para o ajuste do modelo y = bo +b1.X1 +b2.X2, para o
C8.

Fonte de Variagéo Soma Quadrética N° Graus de Liberdade Média Quadratica
Regresséo 5,64E+11 2 2,82E+11
Residuos 1,31E+11 8 1,63E+10

Falta de Ajuste 1,01E+11 2 5,05E+10
Erro Puro 2,90E+10 6 4,84E+09
Total 6,95E+11 10
% Variagédo Explicada 86,10%
% Variacdo Explicavel 95,82%

Fonte: Autora, 2015.

O modelo linear para 0 C20 (Tabela 14) apresenta percentagem de variacéo
explicada com SQr/SQt = 93,71. A avaliacdo do ajuste do modelo linear pela analise
das variancias ou (teste F de significancia) foi realizada para o C20, sendo o valor de F
= MQ1#j/MQep = 2,58, menor que o F tabelado (19,33) para 2 e 6 graus de liberdade,
com nivel de confianca de 95 %, o que evidencia que ndo ha falta de ajuste para o
modelo linear proposto para o C20.

Tabela 14 - Analise de variancia para o ajuste do modelo y = bo +bi1.x1 +b2.X2, aos
dados para o0 C20.

Fonte de Variacao Soma Quadratica N° Graus de Liberdade Meédia Quadratica
Regressao 3,91E+12 2 1,96E+12
Residuos 2,63E+11 8 3,28E+10

Falta de Ajuste 1,21E+11 2 6,07E+10
Erro Puro 1,41E+11 6 2,35E+10
Total 4,17E+12 10

% Variac8o Explicada 93,71%
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% Variagdo Explicavel 96,62%

Fonte: Autora, 2015.

Quando o efeito de uma variavel depende do nivel de outra, como neste caso,
dizemos que as duas variaveis interagem entre si (BARROS; SCARMINIO; BRUNS,
2010). As figuras 7 e 8 mostram a variacao das respostas com o0s niveis dos dois fatores
(Temperatura e Salinidade). Para os compostos de menor massa molar (C8, C9, C10,
C12 e C14) maiores respostas (areas dos picos cromatogréaficos) foram alcangadas na
regido de minima temperatura e sem adi¢do de sal. Os alcanos menores possuem
elevada pressao de vapor, particionando para a fibra com mais facilidade que os alcanos
mais pesados.

Um aumento da temperatura provocou uma diminuicdo da resposta para
compostos de menor cadeia devido a dessorcdo e temperaturas ambientes néo
favoreceram a extracdo de compostos mais pesados como o C16, C18 e C20. Eles
apresentaram maiores respostas em temperaturas elevadas, isso ocorre por que um
acréscimo de temperatura aumenta a constante de Henry e consequentemente a pressao
de vapor desses compostos, favorecendo a fase headspace e a extragéo.

A adicdo de sal (NaCl) aumenta o carater idnico da solucdo, faz com que 0s
analitos apolares migrem da fase aquosa para a fase organica com maior facilidade, ou
seja aumenta a solubilidade dos compostos na fase orgénica (efeito salting-out), fato
ocorrido com o C16, C18 e C20, que apresentaram maiores areas de picos, com
solucdes mais salinas. Sendo assim, visando condi¢des ideais para toda a faixa de
compostos estudados, os niveis dos pontos centrais foram escolhidos como condicdes
6timas no planejamento experimental desse estudo. Temperatura de 45°C e Salinidade
(NaCl) de 7,5% (valor proximo a salinidade das amostras), sendo esses parametros
utilizados para a construcdo da curva de calibracdo e determinacdo das amostras de agua

de producéo.
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Figura 7 - Graficos de interacdo dos efeitos versus resposta para os 04 n-alcanos de
menor massa molar.
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Figura 8 - Gréaficos de interacdo dos efeitos versus resposta para os 04 n-alcanos de

maior massa molar.
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Com a finalidade de avaliar o peso de contribuicdo de cada fator estudado foram
construidos graficos de Pareto (figuras 9 e 10). Deles podemos avaliar o fator mais
significativo, dentre os dois fatores estudados. A temperatura apresentou maior
comprimento da barra, seguida pela salinidade, sendo este comprimento proporcional ao

valor absoluto dos efeitos estimados para alguns compostos.

Para os compostos de menor massa molar (figura 9), percebe-se que os dois
fatores foram mais efetivos comparando com os compostos de maior massa molar. O
consideravel efeito da concentracédo de cloreto de sddio para esses compostos menores
(C8, C9, C10, C12) nos mostra que esse fator deve ser levado em considera¢do quando
se trata de alcanos com pressdo de vapor elevada, pois a menor variagdo na

concentracdo salina refletird na resposta desses compostos. Pode-se afirmar com 95% de
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confianca, que a adicdo de sal para determinacdo dos compostos C14,C16 e C18 néo
afetara na resposta dos mesmos, pois ndo atingiram a linha de significancia.

Dentre as duas variaveis estudadas, a que obteve maior interagdo com a resposta
para os compostos C14,C16,C18 foi a variavel temperatura. A resposta para o C20 teve

influéncia das duas variaveis , sendo a relagdo mais intensa com a temperatura.

O comportamento mostrado nos gréaficos de interacdo e nos gréficos de pareto,
evidencia a importancia do planejamento fatorial, pois permite analisar quanto cada
fator e seus niveis influenciam em cada composto estudado.Essa analise reflete

diretamente na construcdo da curva de calibracdo e na determinacdo desses analitos nas

amostras.

Figura 9 - Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados dos 4 n-alcanos de menores massas molar no

planejamento 22,
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Figura 10 - Grafico de Pareto dos efeitos padronizados dos 4 n-alcanos de maiores
massas molar no planejamento 22,
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O estudo do tempo de equilibriorealizado, injetando um padrédo de n-alcanos na
concentracdo de 30ug L™ e mantendo as mesmas condigGes fixas utilizadas no estudo

do planejamento fatorial,teve como resultado o gréafico que esta reperentado na figura

11.
Uma elevacao na temperatura aumenta a energia cinética das moleculas. Ha
um aumento no coeficiente de difusdo do analito para a fibra, facilitando a transferéncia

de massa e consequentemente o equilibrio é atingido mais rapidamente. Porém, a
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quantidade de analito extraida pode ser menor, evidenciando assim, a importancia do
estudo do tempo de contato na MEFS (PAWLISZYN, 2000).

Para todos os compostos, houve um aumento da quantidade extraida com o
aumento do tempo de extracdo. Para os compostos, C8, C9, C10 e C12 ap6s um tempo
de 30 minutos, houve uma diminuicdo das areas dos picos. Apds o tempo de extracdo de
35 minutos, ocorre um declinio nas areas dos picos para 0os compostos C14, C16, C18 e
C20.

O decaimento das areas dos picos, talvez se deva ao fato de algumas
moléculas que possuem baixa afinidade pela fibra serem substituidas por outras de
maior afinidade. A faixa de n-alcanos estudados nesse trabalho possui coeficiente de
difusdo mais elevado em relacdo a outros da série homdloga, e as taxas de extracdo para
eles sdo mais altas (FARAJZADEH; HATAMI, 2002). Talvez o tempo de equilibrio
estivesse entre 30 e 35 minutos para alguns compostos, intervalo que poderia ter sido
estudado. Porém, quando o tempo de extracdo ndo coincide com o tempo de equilibrio,
o tempo de extracdo devera ser suficiente para que a particdo dos analitos para a fase
extratora ocorra em extensdo quantificavel (LANCAS, 2004).

Portanto, baseado nesses conceitos e em outros estudos nos quais 0s n-
alcanos apresentaram comportamento similar (FARAJZADEH; HATAMI, 2002), o
tempo de 30 minutos foi adotado como ideal para as analises quantitativas deste estudo.

Vale ressaltar que extracdes longas sdo exaustivas e dificultam a validacdo do método.

Figura 11 - Verificacdo do equilibrio de extracao.
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Fonte: Autora, 2015.
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6.2 Avaliacao do Efeito Matriz

Acredita-se que a competicdo dos sitios ativos da fase estacionéaria da coluna
em sistema de cromatografia gasosa, pelos constituintes de ndo interesse da amostra,
seja o principal mecanismo que leva ao aparecimento do efeito de matriz. Esse efeito
costuma ser observado pela coeluicdo de picos (aumento na intensidade do sinal),
surgimento de cauda (deformacéo do pico) e perda de resolucdo dos picos dos analitos,
quando injetados sob a presenca de matriz. Por outro lado, quando o efeito de matriz
esta ausente, picos simétricos e, eventualmente, bem resolvidos sdo observados no
cromatograma da amostra. Enfim, a presenca da matriz afeta a eficiéncia da coluna,
notadamente os processos de difusdo molecular e de transferéncia de massa, resultando
no alargamento da banda do pico (PINHO, et al, 2009; NETO; SOARES, 2012).

Interacdes entre moléculas interferentes com as dos sitios ativos podem
ocorrer ao longo da coluna cromatogréfica e, em alguns casos, na chama do detector de
ionizacdo de chama. De fato, cada ponto de conexdo no caminho dos analitos,
potencialmente, pode exercer tal efeito. (PINHO, et al,2009).

A magnitude do efeito matriz sempre sofre variacdes ao longo do tempo e
também variam dependendo da condicdo instrumental utilizada, devendo, por isso, ser
constantemente avaliada, tanto na etapa de desenvolvimento do método quanto na sua
aplicacdo rotineira (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003).

O efeito de matriz comeca a exercer influéncia significativa nas analises
quando o resultado é maior que 10% de variagio das curvas (ZROSTLYKOVA et al.,
2001, apud ANDRADE, 2009). Neste estudo a quantificacdo do efeito matriz foi
realizada com base na equacdo 3, sendo verificada a influéncia siginificativa do efeito
matriz para todos os compostos estudados.(Tabela 15), onde pode ser observado a
subestimacéo do sinal analitico, devido o consideravel efeito negativo para todos os n-

alcanos.
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Tabela 15 - Avaliacao do efeito matriz para os 08 n-alcanos.

N-alcanos Efeito Matriz (%0)

C8 -50,44
C9 -55,24
C10 -64,53
C12 -57,66
C14 -50,63
C16 -91,53
C18 -94,61
C20 -95,56

Fonte: Autora, 2015.

Uma vez identificada & existéncia de efeito matriz, todos os outros
parametros de validacdo que fazem uso da curva analitica foram trabalhados com a
curva construida na amostra, ou seja, pelo método da adicéo de padrédo (figura 12). Esse
método € trabalhoso, mas é especialmente importante quando a amostra € muito
complexa, quando as interagbes com a matriz sdo significativas, quando houver
dificuldade de encontrar um padrdo interno adequado ou uma matriz isenta da
substancia de interesse (RIBANI et al, 2004; ANVISA, 2003, SKOOG, 2010).

A adicdo de uma quantidade exata da amostra em estudo é feita na curva
analitica preparada. Este método requer maior quantidade da amostra e, normalmente,
maior tempo de execucdo. Por outro lado, todas as amostras preparadas estardo
submetidas as mesmas condigdes de matriz, minimizando ao maximo as interferéncias
na analise desta natureza. A adicdo padrdo é especialmente apropriada quando a
composicao da amostra € desconhecida ou complexa e afeta o sinal analitico. A matriz é
tudo que existe na amostra desconhecida, além do sinal do analito. O efeito de uma

matriz pode ser considerado como uma mudanca no sinal analitico causada por qualquer
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coisa na amostra diferente do analito. Logo, 0 método de adi¢do padrdo compensa uma
série de interferéncias quando se adiciona quantidades conhecidas de analito a amostra
desconhecida em sua matriz complexa (HARRIS, 2005).

Enfim, efeito matriz nos resultados pode ser significativo e deve ser
determinado cuidadosamente. A exata avaliacdo do efeito matriz pode evitar estimativas

errdneas dos teores dos analitos, além de ser uma técnica mais confiavel.

Figura 12 - Comparacdo das curvas analiticas de n-alcanos pelo método da adicao de
padrdo e externa para o composto C14.
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Fonte: Autora, 2015.

6.2.2 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (RIBANI et al. 2004).

A curva analitica foi construida pelo método da adicdo de padrdo em que, quantidades
conhecidas do padrdo contendo os oito n-alcanos foram adicionadas a amostra de agua
de producéo, nas seguintes concentragdes 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0; 80,0; 100; 200 e
300 pg Lt Dentro dessa faixa de concentracdo foi determinada a faixa dinamica de
trabalho avaliando-se a perda da linearidade & partir da concentracio de 50 pg L™ e com
isso foi determinado como faixa linear de trabalho o intervalo de 5,0 — 50,0 pg L™
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A linearidade do método por adicdo de padrdo foi avaliada pelo coeficiente de
correlacdo (R) das curvas de calibracdo, aplicando regressdo linear. Uma satisfatoria
faixa de linearidade foi encontrada para todos os compostos estudados, tabela 16.

De acordo com a Tabela 16, e pelo exemplo da curva analitica do composto C14
(figura 13 ), observa-se que, dentro da faixa linear estudada, 0 método analitico por CG-
DIC atendeu as exigéncias da ANVISA (BRASIL, 2003), pois os valores dos
coeficientes de correlagédo (R) foram superiores a 0,99.

Vale ressaltar que o conceito estatistico do coeficiente correlacdo R, muitas
vezes € mal interpretado e utilizado como critério de aceitacdo da linearidade da
regressdo por alguns analistas, em andlise quimica. Ainda que se observem os altos
valores de R, ou seja, proximos da unidade, porém abaixo de 0,999, é possivel que a
curva de calibracdo apresente erros determinados. Sendo assim, devem-se verificar a
significancia da regressdo por meio de testes estatisticos de comparacdo de variancias,
tais como o teste F (PIMENTEL; NETO, 1996; DANZER; CURRIE, 1998; CHUI et
al., 2001; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Tabela 16 - Equacdes das retas para cada n-alcano, obtidas por regressao linear usando
0 método da adicao padrdo, faixa linear e coeficientes de correlacéo.

Composto Curva analitica Faixa de concentracdo (ug.L?) R
cs y =1242x + 1213,98 5-50 0,9971
C9 y = 3028x + 1010,90 5-50 0,9929
C10 y =5995,13x + 145,67 5-50 0,9994
C12 y =23028x — 46783,26 5-50 0,9996
C14 y = 42499,24x + 108650,9 5-50 0,9999
C16 y =4623,80x + 33181,79 5-50 0,9916
C18 y = 1587x — 1089,14 5-50 0,9977
C20 y =522,15-1201,48 5-50 0,9969

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 13 - Curva analitica para o composto C14.
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6.2.3 Teste de validacdo da andlise de regressao linear (significancia da regresséo
linear)

Uma regressao linear significativa é aquela na qual a variacdo nos valores
de y decorrentes da relacdo linear prevista € grande quando comparada com aquela
devido aos erros (residuos). Contudo, quando a regressao € significativa, ocorre um
valor grande de Fcaiculado (SKOOG et al., 2010).

Desse modo, a indicagdo da existéncia de relacdo linear entre as variaveis x e y
foi significativa para todos os n-alcanos estudados, dado o elevado valor de Fcaiculado. A
confirmacdo da significancia estatistica ocorre por meio do teste F, na Tabela 17 séo
apresentados os resultados referentes ao teste estatistico para as curvas de calibracdo

realizadas por padronizacgéo externa e por adi¢ao de padréo.



59

Tabela 17 - Teste de linearidade das curvas preparadas pelo método da calibracéo
externa e adicdo de padrdo.Utilizando 95% de confianga e Feritico = 9,28.

Valores de Fcaiculado

Teste F
Padréo Externo Adicéo de Padrao

c8 340,79 514,87

C9 332,98 208,88

C10 363,95 1693,83

i 0oL a8 I:calcuIadoZFcrl'tico
Cl4 593,06 1678,83

Cl6 371,54 267,65

C18 1202,07 654,73

C20 298,19 1799,33

Fonte: Autora, 2015.

6.2.4 Teste de significancia dos parametros de calibracéo.

Idealmente, as linhas de regressdo obtidas para as curvas de calibracdo
deveriam passar pela origem, ou seja, com intercepto da curva passando pelo ponto
(0,0) dos eixos cartesianos (LIGIERO, 2009; NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).
Como podem ser observadas na Tabela 16, as curvas obtidas possuem desvios positivos
e negativos em seus coeficientes lineares (interceptos).

Devido aos desvios observados, foi realizado teste estatistico de
significdncia dos parametros das curvas de calibracdo (coeficientes angulares e
lineares), para avaliar a magnitude de significancia desses parametros para as equagoes
das curvas de calibracdo utilizadas nos calculos de concentragdo dos analitos
(LIGIERO, 2009; NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).
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Os resultados da analise estatistica dos parametros das equac6es das curvas
analiticas evidenciam que todos os coeficientes angulares sdo significativos para todos
0S cOMPOStos (tcalculado > teritico)-

Para que o coeficiente linear e/ou angular seja estatisticamente significativo,
o valor de t calculado (razéo entre o valor do parametro e o desvio) deve ser maior que o
valor tabelado para o t de Student (LIGIERO et al. 2009). Em um modelo linear, o
namero de graus de liberdade (GL) é dado por GL= N - 2, onde N é o numero de pontos
da curva. Para um limite de confianca de 95% e GL = 3 o t de Student tabelado € igual a
3,18;desta forma, os valores dos coeficientes lineares foram considerados
estatisticamente ndo significativos para a maioria dos n-alcanos, pelos dois métodos de
calibracdo (externo e adicdo de padrdo), com excec¢do dos compostos C14 e C16, 0s
quais obtiveram coeficientes lineares significativos para as curvas pelo método de
adicdo de padrdo. As equacOes corrigidas estatisticamente estdo exibidas nas tabelas 18
e 19.
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Tabela 18 - Resultados do teste estatistico de significancia dos parametros das equacdes das curvas de calibracdo (do tipo y = ax +b) para as
curvas de calibracdo externa.

Coeficiente Angular Coeficiente Linear
composto a Sa tealca Testet b Sh tealc, b Teste t Er?e:?tgiig cor(rjii;i dacurva
cs 2506,55 135,78 18,46 tear>terit -8647,56 38404,22 2,27 tear<teri y = 2506,55x
co 6766,61 370,82 18,24 tear>terit -25950,72 10389,5 2,49 tear<teri y = 6766,61x
10 16906,07 886,18 19,07 tear>terit -62986,76 24828,89 2,53 tear<terit y = 16906,07x
c12 54420,82 2700,29 20,15 tear>terit -176907 75656,52 2,33 tear<terit y = 54420,82x
Cl4 86167,9 3538,31 24,35 tear>terit -66935,96 99135,76 0,67 tear<terit y = 86167,9x
c16 54608,9 2833,10 19,27 tear>terit 8982,22 79377,51 0,11 tear<terit y = 54608,9x
cis 29488 850,53 34,67 tear>terit -12988,4 23829 0,54 tear<terit y = 29488x
c20 11771 681,69 17,26 tear>terit 60992,27 19099,61 3,16 tear<terit y =11771x

a = coeficiente angular; sa= desvio do coeficiente angular;; b= coeficiente linear; s,= desvio do coeficiente linear; tcac,a = valor de t calculado para coef. angular ;tcaic, b = valor de t calculado para
coef. linear

Fonte: Autora, 2015
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.Tabelal9 - Resultados do teste estatistico de significancia dos pardmetros das equacdes das curvas de calibragdo (do tipo y = ax +b) para as
curvas de adicdo de padrao.

Coeficiente Angular Coeficiente Linear Equacdo da curva analitica
Composto corrigida
a Sa tealca Teste t b Sp tealc, b Teste t

cs 1242 54,73 22,69 tear>terit 1213,98 1533,59 0,79 tear<teri y = 1242x

c9 3028,43 209,54 14,45 tear>terit 1010,90 5870,86 0,17 tear<teri y = 3028,43x

c10 5995,13 145,67 41,15 tear>terit 1129,27 4081,30 2,72 tear<terit y =5995,13x

c12 23038,45 1072,50 21,48 tear>terit -46783,26 30049,18 1,55 tear<terit y = 23038,45x

cla 42499,24 328,19 129,49 tear>terit 108651 9195,27 11,81 tear>terit y = 42499,24x + 108651

C16 4623,80 282,63 16,36 tear>terit 33182 7918,63 4,19 tear>terit y =4623,80 + 33182

c18 1587,12 62,03 25,56 tear>terit -1089,14 1737,85 0,62 tear<terit y = 1587,12x

C20 522,15 23,76 21,97 tear>terit -1201,48 665,69 1,80 tear<terit y =522,15x

a = coeficiente angular; sa= desvio do coeficiente angular;; b= coeficiente linear; sp= desvio do coeficiente linear; tcaca = valor de t calculado para coef. angular;tcarc, b = valor de t calculado para
coef.Linear.
Fonte: Autora, 2015.
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6.2.5 Precisdo

A precisédo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multiplas de uma mesma amostra. Esta pode ser avaliada
em trés niveis: Repetibilidade (precisdo intra-corrida, precisao inter-corridas e precisdo
inter-laboratorial)

A Repetibilidade do método foi avaliada em amostras adicionadas com n-
alcanos em concentracgdes de 5,0 e 50 pg.Lt. As concentracdes contemplam o intervalo
linear do método, ou seja, trés niveis de concentracdo, baixo, médio e alto.

Esse procedimento foi realizado dentro de um curto periodo de tempo, pelo
mesmo analista, e mesma instrumentacdo. Foram realizadas andlises em triplicata,
totalizando nove medidas, conforme os resultados na tabela 20.

Em geral, os maiores valores de coeficiente de variacdo (19,36, 7,47, 9,47,
10,41, 10,05%) foram para os niveis baixos de concentra¢do. Pode-se observar que os
valores de CV se encontram com variacdo abaixo de 15% para concentracdo média e
alta, ao passo que para concentracdo baixa um valor préximo de 20% € observado para
0 composto C8. Estes resultados sdo considerados satisfatorios de acordo com as
normas da ANVISA (2003).



Tabela 20 - Precisdo (Repetibilidade) intra-corrida para o método em trés niveis de
concentragéo (Baixo (1) = 5,0 pg Lt; Médio (2) = 20,0 pug LL; Alto (3) =50 pg LY.

[n-alcano]  Nivel de Concentracdo Média das Areas CV (%)
1 7035 19,36
C8 2 27064 6,17
3 64421 12,58
1 20594 7,47
C9 2 54880 6,52
3 158366 4,62
1 40005 9,47
C10 2 130701 0,90
3 317454 2,26
1 103124 2,31
C12 2 393469 8,85
3 1131480 5,17
1 309150 2,52
Cl4 2 957979 1,67
3 2223923 0,66
1 68817 10,41
Ci16 2 112149 514
3 263500 3,34
1 5668 10,05
C18 2 29940 2,66
3 79274 0,97
1 1790 7,17
C20 2 8466 6,49
3 25559 3,64

Fonte: Autora, 2015.

6.2.6 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)
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O limite de deteccdo representa a menor concentracdo da substancia em

exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um

determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004).
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Quando sdo realizadas medidas em amostras com baixos niveis de concentracdo
do analito, como por exemplo, anélise de tragos, € importante saber qual o menor valor

de concentragdo do analito que pode ser detectado pelo método. (INMETRO, 2011).

Foram realizadas analises cromatograficas associadas a microextracdo em fase
solida de uma amostra de agua destilada em quintuplicata, obtendo assim para cada n-
alcano o desvio-padrdo das medidas do branco. A Tabela 21 apresenta os valores
calculados de LD e LQ dos 8 n-alcanos.

Em comparacdo a outros trabalhos que determinam n-alcanos em &gua de
producéo petrolifera, observam-se valores médios de LD de 0,01 pug L (GABARDO,
2007) e 0, 048 g L™ para (EIA, 2005). Neste trabalho os valores médios de LD e LQ
para os compostos C8-20 foram 0, 03495 e 0, 1061 pg L™ respectivamente.

Tabela 21 - Valores de LD e LQ do método para os n-alcanos estudados.

n-alcanos LD(pg.L*) LQ(pe.L%)
C8 0,0525 0,1592
C9 0,036 0,1098
C10 0,0160 0,0487
C12 0,0116 0,0352
Cl4 0,0029 0,0089
C16 0,0241 0,0731
C18 0,0598 0,1813
C20 0,0767 0,2326

Fonte: Autora, 2015.

A Tabela 22 apresenta a comparacao dos valores de LD obtidos com os LD da

literatura para n-alcanos presentes em outras amostras diferentes de dgua de producéo,



66

evidenciando que a metodologia utilizada neste trabalho para andlise de n-alcanos
obteve boa faixa de deteccdo. Sendo que os valores de LD foram superados pela
metodologia empregada por WANG, 2005, o qual utilizou microextracdo em fase sélida

no modo headspace em respiracdo humana para compostos C10 e C12.

Tabela 22 - Comparacédo dos valores médios de LD obtidos com os da literatura

Faixa de Tempo -
Fibra Detector LD (ug L™ de Referéncia.
n-alcanos N
extragao
PDMS — 100 pm C8-C20 GC-DIC  0,0029-0,0767 30 min Este Trabalho
PDMS — 100 pm C6-C20  CG-DIC 2,0-12,5 45 mim BIZIUK 2012
Polyvinylchloride(PVC)  C7-C20  GC-DIC 0,100 — 4,00 8 min ZANJANI 2006
PDMS — 100 pm C10-C20 GC-DIC 0,1-0,3 20 min HATAMI 2002
PDMS/DVB C11-C22 GC-MS 50 - 150 20 min HATAMI 2003
Polyvinylchloride(PVC) C10-C17  GC-MS 0,05-0,2 30 min MIRALI 2002
PDMS — 100 pm C10C12  CG-DIC  0,0008 — 0,0042 20 min WANG, 2005

Fonte: Autora, 2015.

6.2.7 Exatidao (Recuperagao)

Os ensaios de recuperacao é uma estimativa da exatiddo do método como
um todo. A recuperacdo é definida como a proporcdo da quantidade do analito de
interesse, presente ou adicionada na porcdo do material teste, que é extraida e passivel
de ser quantificada. Calcula-se a concentracdo real medida, no final de todo o
procedimento, em comparacao com a concentracdo conhecida adicionada inicialmente
na matriz (ALBANO; RODRIGUEZ, 2009).

A tabela 23 apresenta os valores de recuperagdo obtidos quando trés niveis
de concentracdo (baixa, média e alta) dos padrbes de n-alcanos que foram adicionados
na amostra 1 de agua de producéo petrolifera.

Para as eficiéncias de recuperacdo, os intervalos aceitaveis em analise de
tracos geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisao de até + 20%. A maioria dos n-
alcanos estdo dentro desse intervalo, exceto os composto C8, C10 e C14 que nédo
atendem essa exigéncia no nivel de concentragio 5 pg.L* Contudo, dependendo da

complexidade da amostra, os intervalos aceitaveis podem ser de 50 a 120%, com
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precisdo de até + 15% (RIBANI et al., 2004).Portanto, os compostos C10 e C14
apresentam respectivamente valores de 53,05+ 9,47% e 57,67 £ 2,52%, 0s quais estdo
dentro da faixa recomendada para os niveis de recuperacdo estudados. Porém o
composto C8 ndo atendeu a exigéncia recomendada para o ensaio de recuperagdo

De acordo com a norma ABNT-NBR 14029 (2005), os intervalos aceitaveis
de recuperacdo também variam de acordo com a concentragdo do analito na amostra, 0s
intervalos sdo de 40 — 120%, para a concentracéo, 5,0 pg.L?, respectivamente, sendo
assim, o composto C8 (44,07+ 19,36) atende a exigéncia desta norma para o ensaio de
recuperacao.

As recomendacdes (ANVISA, 2003), em que trés niveis de concentracdo de
cada analito sdo avaliados, com valores de recuperacdo variando entre 15 % para as
amostras de concentracdo média (CM) e alta (LSQ), e variacBes entre 20 % para a
amostra de concentracdo baixa (L1Q) foram atendidas para todos os oito n-alcanos (C8-
C20) analisados.

Tabela 23 - Valores dos ensaios de recuperacdo para os 08 n-alcanos em trésniveis de
concentragio (Baixo (1) = 5,0 pug Lt; Médio (2) = 20,0 pug L; Alto (3) =50 pg L

Nivel de Concentragdo Recuperacao Média + DP

[n-alcano] ug Lt (%) (%)

44,07
91,65 77,51+£29,74
96,81

C8

119,33
88,94 104,06+15,19
103,92

C9

53,05
87,72 79,06+22,94
96,41

C10

104,10
88,49 97,49+8,07
99,90

Ci12

57,67
81,22 77,11+17,74
92,43

Ci4

118,48
82,59 100,14+17,96
99,36

C16

P W NN P W DN PFPIWODNPIOODNDPRPRPOOLCDNDRPRPWLWDNPRE

C18 71,14
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2 94,25 88,42+15,23
3 99,87
1 74,59

C20 2 92,57 89,88+14,15
3 102,50

Fonte: Autora, 2015.

6.2.8 Determinacao de n-alcanos nas amostras

O cromatograma obtido pela injecdo dos padrdes de n-alcanos (C8 —C20) por
MEFS-HS (figura 16) mostra os oito componentes dos n-alcanos, totalmente separados
e identificados. Esses analitos sdo facilmente reconheciveis pelo seu perfil de eluicdo
caracteristico.

Todos os resultados quantitativos referentes ao método estudado sao
apresentados na tabela25, e foram obtidos em relacdo aos cromatogramas representados
nas figuras 14, 15 e 16referentes a uma solugdo de um padrdo e duas amostras de agua
de producéo.

Conforme ocorre em qualquer série homodloga quando se utiliza uma
programacdo linear de temperatura, os alcanos lineares eluem da coluna capilar em
picos bem resolvidos. Como todos os n-alcanos possuem afinidades similares com a
fase estacionaria, a ordem de eluicdo é determinada pela volatilidade de cada membro,
que por sua vez, diminui como o0 aumento do numero de 4&tomos de carbono. Os tempos

de retencdo de cada n-alcanos estdo listados especificados na tabela 24.
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Figura 14 - Cromatograma da anélise dos 08 n-alcanos da solucéo sintética.
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Fonte: Autora, 2015.
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Tabela 24 - Tempo de retengdo dos 08 compostos, de acordo com o cromatograma

apresentado na figura 20.

Pico Composto Tr (min)
1 C8 3.36

2 C9 4.95

3 C10 6.62

4 C12 9.31

5 Cl4 11.46

6 C16 13.30

7 C18 14.94

8 C20 16.43

Fonte: Autora, 2015.

Nas Figurasl5e 16estdo os cromatograma das duas amostras de agua de

producdo analisadas nesse estudo, mostrando os picos dos compostos identificados. Os

cromatogramas(Figurasl5 el6) sinalizam a eficiéncia do metodo MEFS na pré-

concentracéo.
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Figura 15 - Cromatograma da andlise da amostra 1.
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Fonte: Autora, 2015.

Figura 16 - Cromatograma da analise da amostra 2.
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Fonte: Autora, 2015.

A medida da quantidade do analito presente na amostra deve ser valida e
reprodutivel. Para isso, a analise requer o uso de padrdes puros e em concentracfes
conhecidas, bem como de técnicas instrumentais sensiveis, as quais forne¢cam resultados
exatos e reprodutiveis. Dentre os métodos de calibracdo mais usados em cromatografia

gasosa temos o de normalizacdo, padrdo externo, adicdo de padrdo e padréo interno.
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Neste estudo foi adotado o método de adicdo de padréo devido o forte efeito de matriz
presente.

O método desenvolvido foi aplicado nas amostras de agua de producédo
petrolifera. As concentracdes obtidas para os n-alcanos de C8-C20 estdo detalhadas na
tabela 25. As amostras foram analisadas com as seguintes condic¢des fixas: Temperatura
de 45°C, tempo de extracdo de 30 minutos, 20 ml de volume de amostra no vial,
agitacdo de 1000rpm.

Tabela 25 - Dados das concentracBes dos compostos de interesse detectados nas
amostras de agua de producéo.

n-alcanos Amostra 1(ugL™?) Amostra 2 (ugL?)

C8 <LD <LD

c9 <LD <LD

c10 2,26 8,21

c12 <LD 13,17

c14 3,83 0,94

C16 0,34 <LD

c18 <LD <LD

20 <LD <LD
Somatério 6,43 22,32

Fonte: Autora,2015.

Analisando os valores de concentragdo para as duas amostras de agua de
producdo, constata-se que alguns dos n-alcanos ndo foram detectados ou se
encontravam com valores abaixo do limite de detec¢do do método.

A amostra 1 apresentou maior concentracdo do composto C14, seguida pelo
C10 e C16. A maior concentracdo de n-alcanos encontrado, foi para o composto C12

presente na amostra 2 (13,17ug L ).
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C8, C9, C18 e C20 ndo foram detectados nas duas amostras analisadas nesse
estudo. C12 ndo foi detectado na amostra 1, mas apresentou quantidades suficientes
para quantificagdo na amostra 2 e C16 ndo foi detectado na amostra 2, mais foi
detectado na amostra 1. Os teores totais dos 08 n-alcanos nas amostras 1 e 2 foram 6,43
e 22,32 pg L respectivamente. Os valores totais de concentragdo dos n-alcanos
reportados por GABARDO 2007, na agua de producéo, estdo entre 1,45 e 2,38 pgL™.

Os valores de concentracdo citados por EIA (2005) em analises de aguas de
producdo petrolifera na plataforma Curimd (estado do Ceard) para C16, C18 e
C20variam de 100 a 1220 pg L™

Esta comparacdo reflete que a distribuicdo dos n-alcanos na dgua de producéo
petrolifera ndo é uniforme e extremamente dependente do campo produtor. Algumas
amostras possuem o predominio de n-alcanos mais leves, outro predominio de n-alcanos
mais pesados (PLATTE, 2002). Por isso muitos trabalhos sdo representados na literatura
pelo somatdrio dos n-alcanos. IHARA (2008) também detectou a presenca de n-alcanos
na agua de produgdo, com um somatério de 150,9 pg L™ para uma faixa n-alcanos de
C12-C36.
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7 CONCLUSAO

O desenvolvimento da metodologia analitica para a identificacdo e
quantificacdo dos n-alcanos na faixa de C8-C20 em aguas de producdo petrolifera,
utilizando a técnica de microextracdo em fase sélida no modo headspace e
cromatografia gasosa de alta eficiéncia acoplada ao detector de ionizagdo em chama foi
realizada com éxito.

O método foi considerado validado, uma vez que os resultados das figuras de
mérito, linearidade, precisao, LD, LQ, recuperacdo (como estimativa da exatidao) foram
satisfatorios, quando comparado com valores estimados na literatura.

Apesar da elevada complexidade da matriz das aguas de producdo a MEFS
mostrou-se uma técnica eficiente, rapida e de baixo custo e promissora para este fim.

Os dados obtidos no planejamento fatorial implicam que todos os fatores
estudados influenciam significativamente na quantidade de n-alcanos extraida. A
temperatura e salinidade foi o fator mais determinante para todos 0s compostos.

O método também se mostrou preciso e exato, nas analises intra-corrida
obedecendo aos limites maximos permitidos pela recomendacdo adotada. Os
coeficientes de variacdo abaixo de 15% mostram que o método é confiavel.

O método da adicdo de padrdo escolhido, apos avaliagdo do efeito matriz, foi
eficiente na determinacdo dos n-alcanos estudados (C8-C20). A técnica permitiu extrair
uma boa quantidade de analitos no modo headspace, mesmo com a forte presenca do

efeito matriz.


UFC
Retângulo
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