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PREFACIO

O livro “Cromatografia gasosa: teoria e pratica” pretende
apresentar de modo didatico e compreensivel aspectos importantes
no estudo de cromatografia gasosa, desde os fundamentos e concei-
tos basicos, passando pelos pardmetros importantes no preparo de
amostra e otimizac¢ao de sistema de injecdo. Quando pertinente, da-
dos experimentais obtidos em pesquisas realizadas pelo grupo do La-
boratdrio de Analises de Tragos, vinculado ao Departamento de Qui-
mica Analitica e Fisico-Quimica da Universidade Federal do Ceara,
sdo utilizados para ilustracdo e exemplificagdo dos itens abordados.
Estas pesquisas vém sendo realizadas ao longo dos anos (1998-2015),
contando com a colaboracgao de inumeros colegas pesquisadores, do-
centes, alunos de pds-graduagdo e alunos de iniciagdo cientifica.

Ap6s uma breve introducdo, feita de modo a familiarizar o leitor
com alguns aspectos basicos importantes da cromatografia gasosa, abor-
damos pontos fundamentais do preparo de amostras e sistema de inje-
¢do. Os capitulos seguintes tratam, respectivamente, das fases estaciona-
rias, dos principais detectores utilizados atualmente com aplica¢des, do
desenvolvimento e validacdo do método cromatografico e, por fim, das
principais técnicas qualitativas e quantitativas em cromatografia gasosa.

Uma vez que investigagdes de teorias e aplicagdes de cromato-
grafia gasosa constituem area de estudos ampla e atual, consideramos
que o conteudo apresentado constitui obra de relevante interesse tanto
parao Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica como para
estudantes, pesquisadores e demais profissionais de areas correlatas.
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PRINCIPIOS BASICOS

Ari Clecius Alves de Lima
Ronaldo Ferreira do Nascimento
Pablo Gordiano Alexandre Barbosa
Vitor Paulo Andrade da Silva

A cromatografia €, antes de tudo, um método fisico-qui-
mico de analise largamente empregado tanto na separagdo de com-
postos quimicos como na identificagdo (analise qualitativa) e quan-
tificacdo (analise quantitativa) das espécies separadas. A palavra
cromatografia ¢ derivada das palavras gregas yp®pa: chroma, que
significa cor, e ypagperv: grafein, que significa escrita. A cromato-
grafia ¢ uma técnica de separacdao que, quando acoplada a técnicas
hifenadas, torna-se uma ferramenta muito importante na investiga-
¢do de compostos quimicos. De acordo com a Iupac, ¢ um método
fisico de separag¢ao no qual os componentes a serem separados sao
distribuidos entre duas fases: uma fase estaciondria e uma fase mo-
vel, que se move em uma dire¢do definida. Técnicas de separagdo
cromatograficas sdo conhecidas ha séculos, entretanto o primeiro a
utilizar o termo foi o botanico russo Mikhail Semenovich Tswett,
em 1901, com a separagdo de clorofilas e xantofila em uma coluna de
vidro empacotada com carbonato de calcio (TSWETT, 1906).
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O trabalho de Tswett passou a ter destaque apenas em 1930,
com novos trabalhos de separagao de pigmentos de plantas atra-
vés de cromatografia em papel. Nesse periodo, varios outros tra-
balhos foram escritos na area de cromatografia em papel e cro-
matografia de camada delgada. A partir de 1940, foi desenvolvida
a cromatografia de troca idnica ¢ a cromatografia de parti¢cdo e
coluna (MARTIN, 1941). Iniciaram-se também os estudos de ad-
sor¢ao cromatografica de gases. A adsor¢do de gases e a croma-
tografia de particdo gas-liquido tiveram grande desenvolvimento
na década de 50, e, a partir da década de 60, a cromatografia
teve um rapido desenvolvimento nas areas quimica, biologica,
médica, farmacéutica ¢ em estudos ambientais e de controle de
qualidade. Passou a ser usada também, em escala preparativa,
em processos de producao, analise de tracos de poluentes para
monitoramento ambiental e estudos de toxicidade.

A cromatografia so passou a ter destaque a partir da década
de 50, com os trabalhos de Synger e Martin pela invengdo da
cromatografia de particdo, em 1952 (JAIME; MARTIN, 1952).
O desenvolvimento de colunas de silica fundida foi que propor-
cionou os maiores avangos em cromatografia gasosa de alta re-
solu¢do no campo de anélise de compostos organicos (BARTLE,
2002). Contudo, a cromatografia gasosa s0 teve realmente um
desenvolvimento significativo a partir do ano de 1970. A croma-
tografia pode ser dividida em liquida, em que a fase mével ¢ um
liquido, e gasosa (Figura 1.1), em que a fase movel ¢ um gas. Os
principais mecanismos de separacao para ambas as modalidades
sdo por particdo e por adsor¢ao. O sistema de parti¢do ocorre na
interface entre dois fluidos, e 0 mecanismo de adsor¢dao, em um
sistema fluido-solido:
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Figura 1.1 - Divisao da cromatografia

= =
i

Fonte: Elaborada pelos autores.

Cronomatografia

Classificacao da cromatografia gasosa
Classificagao da cromatografia gasosa quanto a fase estacionaria

A cromatografia gasosa ¢ um processo de separacdo em que
a fase movel ¢ um gas, e a fase estaciondria ¢ um solido (croma-
tografia gas-solido) ou um liquido (cromatografia gés-liquido).
Na cromatografia géas-liquido, temos um géas passando por uma
coluna com um liquido de alta viscosidade revestindo as suas
paredes internas.

Classificagao da cromatografia gasosa quanto a velocidade de
analise - speed enhancement factor (SEF)

A cromatografia gasosa pode ser classificada quanto a
velocidade em cromatografia rapida (Fast-GC), SEF de 5-30;
muito rapida (very fast-GC), SEF de 30-400; ultrarrapida (u/-
trafast-GC), SEF de 400-4000 (DAGAN; AMIRAYV, 1996; SE-
QUINEL et al., 2010).
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Classificagao da cromatografia gasosa quanto ao tipo de coluna

A cromatografia gasosa pode ser classificada ainda como cro-
matografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa de alta resolugdo
(CGAR). A diferenga principal entre CG e CGAR ¢ que colunas
de CGAR sao maiores em comprimento e menores em didmetro,
possuem a fase liquida como um filme aplicado diretamente as pa-
redes do tubo da coluna (colunas capilares) e sdo mais eficientes.
As colunas em CG sdo colunas empacotadas e de maior diametro
(DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Sistema de analise por cromatografia gasosa

Gases ou substancias organicas volateis podem ser separados
utilizando-se a técnica da cromatografia gasosa. A separacao baseia-
-se na diferente distribuicdo de substancias da amostra entre uma
fase estacionaria (solida ou liquida) e uma fase movel, em que um
gas quimicamente inerte, chamado gas de arraste, tem a funcao de
eluir da coluna (fase estacionaria) os componentes constituintes da
mistura. Os compostos introduzidos na coluna que nao t€ém muito
interagdo com a fase estacionaria sdo primeiramente eluidos pelo
gas de arraste até o detector, sendo eluidos, em seguida, os que t€ém
mais afinidade com a fase estacionaria. A analise ¢ rapida, podendo
ser efetuada em minutos. Entretanto, na maioria das vezes, ha ne-
cessidade de etapas de preparagdo da amostra, antes que ela possa
ser analisada, para que ndo haja interferéncias durante a analise e
contaminacao da coluna cromatografica (BARTLE, 2002).

A CGAR ¢ uma técnica que possui um poder de resolucao
excelente, tornando possivel a analise e identificagdo de dezenas de
substancias. A resolugdo depende, dentre outros fatores, da eficién-
cia e da seletividade da coluna. A eficiéncia, por sua vez, relaciona-
-se com o numero de pratos tedricos da coluna cromatografica.

O conhecimento ndo s6 da técnica em si, mas da teoria croma-
tografica, ¢ de elevada importancia, principalmente quanto aos as-
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pectos de interpretacdo dos cromatogramas, de escolha e manuten-
¢ao da coluna, sobretudo esta ultima. A escolha correta da coluna,
baseada na teoria cromatografica, evita o tradicional empirismo ex-
perimental empregado pela maioria dos usudrios desta técnica, o
qual acarreta em perda de tempo, consumo de reagentes e desgaste
de equipamentos caros, bem como desgaste do proprio cromatogra-
fista (COLLINS; BRAGA; BONATO, 20006).

O know-how das nogdes basicas dos parametros instru-
mentais e experimentais permite ao cromatografista planejar
com sucesso uma analise cromatografica, ou seja, possibilita a
otimizacao dos parametros separacdo e tempo de corrida. Es-
ses termos estdo relacionados com o tempo de retengdo, volume
de retengdo, retencdo relativa (seletividade), eficiéncia da co-
luna e resolucao.

Gas de arraste e instrumentacao basica

Apesar de os componentes do sistema de instrumentagao te-
rem evoluido nos ultimos anos, a técnica tem como principais com-
ponentes: o sistema de introducdo do gas de arraste (1), controlador
de fluxo (2), sistema amostrador-injetor (3), coluna (4), forno (5), de-
tector (6) e sistema de aquisi¢ao de dados (7) (Figura 1.2).

Figura 1.2 - Partes componentes da instrumentacao de um cromatografo gasoso

Controlador de fluxo (2)

Colung (4)

% InjetJr 3)
o

Sist. Dados (7) []
Detector (6)

Forno (5

Gas de Arraste (1)

Fonte: Elaborada pelos autores.



18 |

Estudos da Pos-Graduagao

Gas de arraste

O objetivo principal do gas de arraste € transportar a amostra
através da fase estaciondria sem alterar sua estrutura e conduzi-la
ao detector com o minimo de interferéncia possivel. Devido a estes
requisitos, o gas de arraste deve ser de alta pureza, inerte e deve ser
adequado ao tipo de detector. Os principais gases de arraste sao He,
N2 e H2. De acordo com o tipo de detector utilizado, alguns inter-
ferentes podem surgir por escolha inadequada do gas (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 - Especificacao do gas de arraste para o tipo de detector e a interferéncia na
qualidade da analise em caso de gases nao apropriados

Gas de arraste

Detector

Interferéncia em caso de gas nao
apropriado

He, N, H, (Grau
analitico ou 5.0)

Detector de
ionizagdo em
chamas (FID)

Hidrocarbonetos causam ruido de
fundo e reduzem a sensibilidade do

detector

He, N, H, (Grau
analitico ou 5.0)

Detector de
condutividade
térmica (TCD)

Umidade e oxigénio oxidam
os filamentos, podendo ocorrer
picos negativos e a reducdo da
sensibilidade

He, N, (Grau ECD)

Detector de captura
de elétrons (DCE)

Umidade e oxigénio reduzem a
resposta do detector ¢ a vida da

coluna

He, N, (Grau
analitico ou 5.0)

Detector de
espectrometria de
massa (DEM)

Imprecisdes analiticas podem
resultar de qualquer tipo de
impureza que coincida com os picos

quantificados

Fonte: White Martins (2014).
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A seguranga e o conhecimento das propriedades dos gases sao
importantes. Todo cilindro apresenta uma etiqueta de identificacao
(Figura 1.3), por exemplo, o grau de pureza em um cilindro de Ar
Sintético 5.0 FID significa pureza de 99,999%, usando-se conexodes
de acordo com a norma ABNT 262-1:

Figura 1.3 - Identificacao do gas

Wy
"‘Zfldll TE MARTINS

NG Atengao: \_emteﬂ“ c\\mﬂ‘
do corPo

Nome do Gas
Grupo de Risco
Codigo de Etiqueta
n Simbologia de Risco

B Classe do Produto
a Nimero da Conexao

Tipo e SIS

Grau de Pureza
a Classificagéo do Produto

Fonte: White Martins (2014).

Sempre apds a instalagdo do cilindro, devem ser verificados
vazamentos nas valvulas e conexdes. Além disso, nunca devem ser
armazenados proximos os cilindros de gases combustiveis e os de
gases oxidantes. Os cilindros devem ser mantidos em local seco e
arejado, longe de fontes de calor. Também ndo se deve fumar pro-
ximo aos ambientes de armazenamento.

Reguladores de pressdo

Os reguladores de pressdo sao importantes no controle de
abastecimento dos gases de arraste (Figura 1.4). Reguladores mal
instalados ou desgastados podem apresentar vazamentos, ocasio-
nando perda de gas.
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Figura 1.4 - Regulador de pressao
Fonte: White Martins (2014).
Controlador de fluxo

A medi¢ao e controle do gas de arraste sdo importantes para a
reprodutibilidade dos resultados. Cromatografos atuais ja possuem
um sistema avancado de controle de fluxo que permite realizar esse
controle. O controle e aferi¢do podem ser realizados com fluxdme-
tros de bolha, mais conhecidos como bolhdmetros, ou medidores de
fluxos eletronicos. Os dois sdo faceis de operar (Figura 1.5).

Figura 1.5 - Medidor de fluxo digital e bolhdometro

Fonte: G-CROM [200-].
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Sistema amostrador-injetor

O sistema amostrador-injetor ¢ composto de varios itens que
integram o sistema de injecdo: seringa de inje¢ao, septo, inlet liner.
O sistema de inje¢do pode ser automatico ou manual. Novos siste-
mas de injecdo com controladores de temperatura do tipo rampa ou
acoplamento de fornos vém sendo desenvolvidos ao longo dos ulti-
mos anos para amostragem de solidos.

Coluna

A coluna deve ser escolhida de acordo com as propriedades
do analito a ser analisado: polaridade, peso molecular, volatilidade,
quantidade de analitos na amostra.

Forno

A coluna fica localizada no forno, € um bom controle de
temperatura € essencial para a separacdo. O forno tem que ser robusto
e a0 mesmo tempo sensivel para manter a temperatura programada e
permitir um rapido aquecimento e resfriamento.

Detectores

Os detectores sdo escolhidos de acordo com o analito que sera
analisado. Para muitos casos, ¢ requerido um detector seletivo que
responda a uma determinada classe de compostos com proprieda-
des fisicas e quimicas comuns, entre os quais temos o detector de
ioniza¢gdo em chama (DIC ou FID - flame ionization detector) e o
detector de captura de elétrons (DCE ou ECD - eléctron capture de-
tector). Outras vezes, podemos usar um detector universal, como o
detector de condutividade térmica (DCT ou TCD - thermal conduc-
tivity detector) ou o detector por espectrometria de massa (DEM ou
MS - mass spectrometer). Escolher um detector seletivo ¢ uma boa
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opcao para analises industriais especificas, entretanto, para analises
em pesquisa, um detector universal ¢ mais util devido a possibili-
dade de analisar uma diversidade maior de compostos.

Sistema de aquisicao de dados

A maioria dos cromatografos atualmente ja vem com um sis-
tema de aquisicao de dados em que € possivel, além do registro, fazer
uma auditoria no sistema de aquisi¢@o. Entretanto, ainda se usam al-
guns outros métodos de aquisi¢ao de dados, como registro em papel.

Definicoes basicas em cromatografia
Tempo de retencao

O tempo de retengdo (t,) € o tempo decorrido desde 0 momento
da injecao da amostra até que se tenha obtido 0 méaximo do pico. Esse
tempo ¢ caracteristico do soluto, da fase liquida do fluxo do gas de
arraste ¢ da temperatura da coluna. O tempo de retengdo e a posi¢ao
do méaximo do pico irdo mudar se ocorrer qualquer modificacido nas
condigdes de operagao. Portanto, mantendo-se as mesmas condigdes
de analise, o pico serd sempre obtido no mesmo tempo de retengao.
Logo, esse fato nos permite utilizar os tempos de retengdo para a
identificacdo dos picos, a qual pode ser feita mediante a comparagao
do tempo ou do volume de retengdo de um padrdo com a amostra.
Porém, isso nao ¢ conclusivo porque dois compostos podem sair no
mesmo tempo de retencdo em determinadas condi¢des de andlise.
Na Figura 1.6, ¢ mostrado um cromatograma em que cada pico re-
presenta um composto, cada um em um tempo de retencdo especifico
(t). O tempo corrigido (") ¢ calculado em fung¢do do tempo morto
(t,), tempo que o soluto leva para transitar pelo espago vazio da co-
luna, o qual pode ser calculado pelo tempo em que um composto nao
retido sai da coluna. Pode-se usar metano ou ar para determinar o
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tempo morto. E importante lembrar que essa opgao s6 funciona se o
metano ou o ar (N,/O,) ndo tiverem intera¢ao com a coluna.

Figura 1.6 - Cromatograma com a linha de base, largura e tempo de retencao corrigido
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Constante de distribuicao

A constante de distribuicdo ¢ uma constante de equilibrio
termodinamico. E um fator de particdo entra a fase estacionaria
e a fase movel e pode representar o quao rapido o soluto se move
através da coluna. Para um dado soluto A, podemos determiné-la
pela Equagao 1.1:

[Als

Kc = AL, (Eq. 1.D)

Em que:
Kc = constante de distribuigao;
A = concentragao do soluto;
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SeM referem-se as fases estacionaria e movel, respectivamente.

O valor de Kc aumenta com a afinidade com a fase estaciona-
ria; longos valores de Kc levam a longos tempos de reten¢do; com-
postos nao retidos t€m coeficiente de distribui¢do igual a zero.

Fator de retencao

Também chamado de razao de parti¢ao ou fator de capacidade,
¢ uma medida de tempo de residéncia do componente da amostra na
fase estacionaria. O fator de retencdo € a relacdo entre o tempo que o
composto gasta na fase estaciondria e o tempo que o composto gasta
na fase movel (Equagao 1.2):

k= =— (Eq. 1.2)

k pode ser relacionado a constante de distribuigao pela Equagao 1.3:

Ke=kxp (Eq. 13)

Em que:

beta = razao de fase, isto ¢, ¢ um valor adimensional que rela-
ciona o diametro da coluna e a espessura do filme da coluna, sendo
utilizado para determinar a influéncia destes na retencdo dos com-
postos (Equacao 1.4):

d

B = i, (Eq. 1.4)

Em que:
d = didmetro da coluna;
d, = espessura do filme.
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Retencao relativa

O fator de separacdo o, também conhecido como seletividade,
¢ a relagdo existente entre o tempo que dois picos permanecem na
fase liquida, sendo proporcional aos coeficientes de parti¢ao. E sem-
pre maior que 1 (Equagdo 1.5):

ky th

a=-—=-— Eq. 1.5
P (Eq. L.5)
Em que:

t’ = tempo de retengdo relativa, podendo ser calculado port -t ;
t = tempo de retengao;
t = tempo de um composto ndo retido (tempo morto).

O estudo da retengdo relativa nos da informagdes acerca da
seletividade da fase estaciondria com relagdo a dois componentes.
Quando o for igual a unidade (o=1), significa que os dois compo-
nentes terdo a mesma solubilidade nessa fase estacionaria. Assim,
esses componentes nao poderdo ser separados por essa fase. Quanto
maior for o valor de o, mais seletiva sera a fase liquida, e, portanto,
uma melhor separacao serd alcancada (Figura 1.7).

Figura 1.7 - Cromatograma ilustrando o calculo
da seletividade da coluna

'
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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O melhor método, usando dados de retencao, compara o tempo
de retengdo ajustado da amostra em relacdo a um padrao. Esse mé-
todo, chamado de retengdo relativa, ¢ de facil obtengdo e depende
apenas da temperatura da coluna e do tipo de fase estacionaria usada.

Volume de retencao

Este ¢ outro parametro de relevada importancia na posi¢ao do
pico. O V_ € o volume necessario de gas de arraste para eluir uma
amostra da coluna desde o momento da injecao até a eluigao do pico.
O fluxo (F ) ¢ mantido constante durante toda a eluigdo, o que possi-
bilita converter o tempo de retengdo em volume de reten¢do, apenas
multiplicando-se t, pelo fluxo da coluna, ou seja:

Vo=t *F¢ (Eq. 1.6)

O volume de reteng@o de qualquer pico inclui o volume morto
da coluna, uma vez que todas as amostras necessitam passar pela
coluna para sofrer a separacdo. Portanto, o volume de retengao de
uma amostra A, por exemplo, o qual ¢ caracteristico de A, ndo sera
V, mas V’_menos o volume morto, V_. Esse volume, denominado
volume ajustado, V’, representa o volume do gas de arraste que flui
enquanto a amostra A permanece imovel na coluna (Equacao 1.7).

Vr,zvr_Vm:tr*FC (Eq. 1.7)

NUmero de pratos teoricos (N)

O numero de pratos tedricos ¢ uma medida de eficiéncia da
coluna. Um prato tedrico ¢ definido como a distancia média que um
elemento fluido do analito viaja em uma distribuicdo ou parti¢do
da fase movel na fase estaciondria.
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Um prato tedrico corresponde a uma etapa de equilibrio da
substancia entre a fase estaciondria e a fase movel; portanto, quanto
maior o nimero de pratos tedricos, maior serd a eficiéncia da co-
luna (picos mais estreitos), ou seja, melhor sua capacidade de se-
paracdo. Na Figura 1.8, pode ser observado o procedimento para
o calculo de N.

Figura 1.8 - Cromatograma ilustrando o calculo do nimero de pratos teoricos (n) de uma coluna
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Fonte: Elaborada pelos autores.

N = (t—r)z =16 <t—r>2 = 5,54 (t—r>2 (Eq. 1.8)

g Wp Wp

Em que:

N = eficiéncia da coluna;

t = tempo de retengdo do pico;
6 = desvio padrao do pico.

Diversos sdo os fatores que afetam o nimero de pratos teo-
ricos, tais como o comprimento ¢ o didmetro interno da coluna, a
temperatura, a vazdo da fase movel, o volume da amostra, a téc-
nica de inje¢do, as caracteristicas das substancias etc. O numero
de pratos e o tempo de retengdo sdo diretamente proporcionais ao
comprimento da coluna. Como o numero de pratos ¢ baseado no
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comprimento, uma forma de expressar a altura de pratos ¢ pela ra-
730 entre o comprimento da coluna (L) e o nimero de pratos (N):

(Eq. 1.9)

H_L
N

Resolucao

Resolucio é outra medida de eficiéncia da coluna. E a medida
quantitativa de separacgdo de dois picos adjacentes. Idealmente, dois
picos com resolugdo 1,5 sdo considerados bem resolvidos.

R= (Q) (Eq. 1.10)

w; + w,

Em que:

R = grau de separacao entre dois picos adjacentes;
t, = tempo de retengdo do pico 2;

t, = tempo de retengdo do pico I;

w, = largura da base do pico 1;

w, = largura da base do pico 2.

Em uma separagdo isotérmica, o nimero de pratos teori-
cos e o tempo de retengdo do analito sdo diretamente propor-
cionais a0 comprimento da coluna. Se o comprimento da coluna
dobrar, o numero de pratos tedricos ¢ o tempo de retengdo tam-
bém irdo dobrar, entretanto a resolugdo € proporcional a raiz qua-
drada do comprimento. Esta relacdo ¢ véalida apenas para sepa-
racao isotérmica.

t,-t,¢umamedida da separagdo dos maximos dos picos, a
qual pode ser aumentada quando se reduz a temperatura ou esco-
lhendo-se uma fase mais seletiva (maior ); w, (denominador) esta
relacionado a eficiéncia da coluna e a velocidade de alargamento da
banda. Portanto, pode ser medido pelo nimero de pratos tedricos (N).
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Além de N e a, a resolucdo depende da posigado relativa dos
dois picos no cromatograma (Figura 1.7). Entao, quanto maior a re-
solucdo, maior a separacgao entre dois picos. A equacao geral abaixo,
denominada equacdo de resolugdo, ilustra tal dependéncia:

R = (@) (j—k> (“ - 1) (Eq. 1.11)

Em que: 0 termo + N4 esta relacionado a eficiéncia da coluna,
/ 1+ k a retencdo e a — 1/, ao tipo de fase estaciondria, ou seja,
a seletividade.

Velocidade do soluto e velocidade linear média do gas de
arraste

A velocidade do soluto pode ser calculada pela razao entre o
comprimento da coluna e o tempo de retengao:

§=— (Eq. 1.12)
tr

Outra importante relacdo ¢ a velocidade linear média do gés
de arraste, que ¢ calculada a partir do comprimento da coluna e do
tempo morto, que ¢ o tempo de retencao de um composto nao retido.

Os principais modelos para migragao do soluto na coluna sao
os modelos de Van Deemter (1956) e Golay (1958). Golay introdu-
ziu a teoria da dispersdo em colunas tubulares abertas, derivou a
equagdo de Van Deemter, que ¢ aplicada para colunas empacotadas,
para aplicar a colunas capilares. Os modelos de migragao serdo mais
detalhados no quarto capitulo.
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METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA EM
CROMATOGRAFIA GASOSA

Pablo Gordiano Alexandre Barbosa
Vitor Paulo Andrade da Silva
Ronaldo Ferreira do Nascimento
Ari Clecius Alves de Lima

A etapa de preparo de amostra ¢ uma das etapas mais im-
portantes do processo analitico, possuindo grande influéncia sobre
a confiabilidade dos resultados na andlise. O preparo da amostra
consiste em um conjunto de operagdes para tratar a amostra na
sua forma nativa (amostra original), com a finalidade de se trans-
ferir(em) o(s) analito(s) para um ambiente quimico mais adequado
(amostra analitica) ao instrumento de medicdo analitica, visando a
realizar a identificacdo e quantificagao do analito de forma precisa
e exata. Em cromatografia gasosa, o foco do preparo da amostra
estd na pré-concentracdo e na remog¢ao, tanto quanto possivel, de
espécies quimicas interferentes. Na Figura 2.1, temos uma repre-
sentacdo resumida do processo analitico, com énfase a etapa de
preparo da amostra.
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Figura 2.1 - Representagcao resumida das etapas do processo analitico

Amostra PREPARO DA Amostra
Original AMOSTRA Analitica

|

Analise Instrumental

Fonte: Elaborada pelos autores.

Dependendo da finalidade da pesquisa, o analista pode se
deparar com diferentes situacoes no que se refere ao estado fisico
e ao grau de complexidade da amostra, podendo esta encontrar-se
no estado solido, liquido ou gasoso. Por exemplo, o técnico de um
laboratorio deseja determinar o nivel de contaminagdo por pes-
ticidas em uma determinada localidade rural, onde a utilizagdo
desses produtos ¢ comum. Ele podera analisar o solo dos terre-
nos vizinhos as plantagdes, corpos hidricos da regido ou o ar, bus-
cando verificar se ha residuos de pesticidas dispersos no ambiente
da regido avaliada.

Como exposto, observamos que, no campo de analise quimica,
existem diferentes situagdes com as quais o pesquisador/analista
pode se deparar, havendo a necessidade da adocdo de estratégias
especificas de acordo com o tipo de amostra que se deseja analisar.

Durante a década de 1990, houve o desenvolvimento de méto-
dos de preparo de amostra que possibilitaram maior rapidez da ana-
lise, utilizando menores volumes de solventes organicos, com maior
sensibilidade e para matrizes com baixa concentragao dos analitos.
Esses métodos figuram-se atualmente como técnicas mais eficien-
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tes para extracdo de um amplo espectro de analitos em diferentes
tipos de amostra.

Entre as principais técnicas modernas empregadas na extra-
cao de compostos e limpeza da amostra, podemos citar: a extragao
em fase solida (solid phase extraction - SPE), extracao por dispersao
da matriz em fase solida (matrix solid phase dispersion - MSPD),
microextra¢ao em fase solida (solid phase microextraction - SPME),
extragdo sortiva em barra magnética (stir bar sorptive extraction
- SBSE), extragao com fluidos pressurizados (presurized fluid ex-
traction - PLE) e o método QuEChERS e suas variantes (PRESTES
et al, 2009; JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009). Nas se¢des
seguintes, serdo exploradas algumas das principais técnicas de pre-
paro de amostras aplicadas em métodos analiticos baseados em cro-
matografia gasosa nos dias atuais.

Extracao em fase solida (solid phase extraction - SPE)

A extragdo em fase solida foi desenvolvida em 1976 para
contornar as desvantagens da técnica classica de extracao liqui-
do-liquido. Atualmente, ¢ um método de preparo de amostras po-
pular entre os cromatografistas, sendo aplicado no isolamento e en-
riquecimento dos analitos semivolateis e ndo volateis de amostras
liquidas, como também na limpeza do extrato final (clean up)
(DEAN, 2009; JARDIM, 2010). Essa técnica ¢ uma modalidade
de extracdo que envolve a interagdo dos compostos da amostra
com uma fase extratora, que pode ser um adsorvente solido ou
um sorvente. Os analitos sdo seletivamente adsorvidos/sorvidos
na fase extratora, sendo posteriormente eluidos com solvente
adequado (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001; DEAN, 2009).

A fase extratora ¢ constituida de um composto organico que
estd quimicamente ligado a um suporte de silica granulada ou
que o recobre. Os compostos da fase extratora podem ser apolares
ou moderadamente polares, sendo a selecao da fase ideal para o
preparo da amostra baseada na polaridade do(s) analito(s). As in-
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teracdes entre os compostos da amostra e a fase extratora podem
ocorrer via interagdes de van der Waals (forgas de dispersao), dipo-
lo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, ligagcdes de hidrogénio e inter-
acdes i0nicas (troca ionica). Os principais mecanismos envolvidos
na extra¢do dos compostos sdo: adsor¢do, parti¢do (fase normal e
reversa), troca ionica e exclusdao por tamanho (QUEIROZ; COL-
LINS; JARDIM, 2001; SKOOG et al., 2008; DEAN, 20009).

O sistema utilizado tradicionalmente em SPE constitui-se
numa configuracao em que a fase extratora esta inserida, de forma
empacotada, no interior de um pequeno tubo, semelhante a uma
seringa, denominando-se cartucho ou coluna. Durante a extracao,
a amostra liquida ¢ inserida no cartucho, sendo aplicada pressao
com uma seringa para forcar a passagem da amostra através da
fase extratora. A amostra liquida ¢ inserida sob pressao no topo do
cartucho, de forma que as moléculas organicas da amostra sdo ex-
traidas e concentradas na fase extratora. Finalmente, os compos-
tos extraidos sdo desalojados pela passagem de um solvente, como
o metanol, obtendo-se o extrato final com os analitos pré-con-
centrados para posterior andlise cromatografica (SKOOG et al.,
2008; DEAN, 20009).

O tubo do cartucho ¢ constituido de polipropileno, com
aproximadamente 8,0cm de comprimento (podendo variar),
sendo preenchido com cerca de 50 a 500mg do material sorvente,
com tamanho de particula entre 40 e 60um. A fase solida esta lo-
calizada entre dois filtros, tipicamente de polietileno, com 20pum
de didmetro de poro. Os filtros tém a funcdo de reter material
particulado presente na amostra (Figura 2.2) (DEAN, 2009).

Como citado anteriormente, o foco da extracdo em fase
solida ¢ a eliminac¢do de interferéncias oriundas da matriz, con-
centracdo e isolamento dos analitos oriundos da amostra liquida.
O fator de concentracao dos analitos no extrato final ¢ baseado
na relagdo entre o volume total de amostra (V) eluido atraves do
cartucho e o volume final de extrato (V) ) obtido apos eluigdo com
solvente (Equacao 2.1) (JARDIM, 2010).
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Va
feone. = V.

(Eq. 2.1)

X

Por exemplo, se um analista eluir 500ml de amostra e con-
centrar os analitos extraidos em 1ml de solvente, os compostos
serdo pré-concentrados em 500 vezes. Tradicionalmente, os ana-
litos podem ser pré-concentrados em fatores entre 100 e 5000
vezes, possibilitando analises qualitativas e quantitativas a nivel
tragco (JARDIM, 2010). O entendimento desse fator ¢ muito im-
portante para estimar corretamente a concentracdo do analito na
amostra original.

Figura 2.2 - Cartucho empregado na extracao em fase solida e particula de fase sorvente
Camada de fase sorvente

Particula de
fase sorvente

Filtro «—=

Fase solida sorvente

Filtro «—

Fonte: Elaborada pelos autores.

Etapas do preparo da amostra via SPE

O procedimento segue basicamente quatro etapas: (1) condi-
cionamento da fase sorvente com solvente adequado; (2) insercao da
amostra no cartucho; (3) limpeza do cartucho com solvente (clean
up) e (4) eluicao do(s) analito(s) para obtencdao do extrato final. De
acordo com as abordagens de operagdo, podem ocorrer sutis varia-
¢oes nas etapas descritas acima (LANCAS, 2009; JARDIM, 2010).
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Figura 2.3 - Etapas do preparo de amostra via extracao em fase solida (SPE)

o analito
= Interferente
| Solvente —— Amostra [ Solvente de lavagem [ — Solvente de eluigdo

= Interferentes % analitos

oo @ 3) @
Fonte: Elaborada pelos autores.

1. Condicionamento da fase sorvente

Essa etapa ¢ baseada no condicionamento da fase sorvente por
meio da passagem de um solvente de eluigdo adequado, ajustando-se
as forgas de eluigdo do solvente de eluicdo e do solvente da amostra.
O condicionamento tem a fun¢do de ativar o material da fase sor-
vente. Esse estagio do procedimento tem importancia fundamental
para a boa reprodutibilidade da extracdo, devendo ser conduzida
com bastante critério. A selecao do solvente para o condicionamento
¢ baseada na natureza da fase sorvente e da matriz a ser preparada.
O solvente a ser utilizado deve possuir caracteristicas similares ao
solvente da amostra.

2. Inser¢do da amostra

Esse procedimento ¢ tradicionalmente conduzido com o au-
xilio de uma seringa ou pipeta, com a eluigdo da amostra através
da fase extratora, sendo potencializada pela aplicagdo de um sis-
tema de vacuo. O volume de amostra pode variar na faixa de litros
a microlitros. A introdu¢do da amostra deve ser feita de maneira
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lenta, com vazdes ajustadas para valores abaixo de 2ml/min, pro-
porcionando extracdes reprodutiveis. Em prol da eficiéncia de ex-
tracdo, ¢ necessaria a determinagdo do volume 6timo de amostra
que deve ser processado. O volume 6timo ¢ o volume maximo de
amostra que possibilita a maior recuperagdo possivel do(s) anali-
tos(s) (extracdo maxima).

3. Limpeza do cartucho (clean up)

Nessa etapa, os possiveis interferentes, extraidos junto com
o(s) analito(s), sao removidos da fase extratora. Os compostos in-
terferentes sdo eliminados da fase solida sorvente aplicando-se um
solvente que ndo possui forca de elui¢do suficiente para extrair o(s)
analito(s) do material da fase extratora. Em geral, o solvente ade-
quado para a lavagem da fase sorvente ¢ o proprio solvente da amos-
tra, contanto que ele ndo remova o(s) analito(s). Tradicionalmente, a
solucdo de eluicdo possui menor quantidade de solvente orgénico,
menor concentragdo de sais ¢ um pH adequado para potencializar a
eluicdo seletiva dos interferentes.

4. Eluicdo dos analitos

A escolha do solvente de eluicdo adequado ¢ fundamental
para garantir a elui¢@o seletiva do(s) analito(s), ndo possibilitando a
eluicdo de niveis residuais de interferentes remanescentes da etapa
anterior (limpeza/clean up). O solvente de eluicdo do(s) analito(s)
deve possuir maior for¢ca do que o solvente empregado na eluicdo
dos interferentes. Isso pode ser alcangado com a elevacao da quan-
tidade de solvente organico, da concentracgdo salina ou com o ajuste
do pH da solucdo de elui¢ao do(s) analito(s). Idealmente, os analitos
devem ser eluidos no menor volume possivel de solvente para ga-
rantir um maior fator de pré-concentracdo, melhorando a sensibi-
lidade do método.
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Aparato empregado em extracao em fase solida

O aparato usado para extracdao em fase solida (SPE) pode variar
sua constitui¢do, com cada tipo de abordagem possuindo suas vanta-
gens. As principais sdo relacionadas com o nimero de amostras que
podem ser preparadas simultanecamente, com a natureza da amostra
e com o volume que sera processado.

Tipicamente, as amostras sdo processadas utilizando-se instru-
mento de vacuo multivias manifold, que permite o processamento si-
multaneo de varias amostras, agilizando a analise (Figura 2.4). Contudo,
o procedimento também pode ser conduzido sem o manifold, processan-
do-se uma amostra de cada vez. De qualquer forma, em ambos os casos,
€ necessario o uso de bombas de vacuo para potencializar o fluxo de sol-
ventes e da amostra através do cartucho (DEAN, 2009; JARDIM, 2010).

Figura 2.4 - Sistema a vacuo multivias manifold para SPE

Bomba de vacuo

Fonte: Elaborada pelos autores.

Outras abordagens menos comuns também sdo empregadas,
como sistema baseado em discos de extragcdo. Nesse tipo de sistema,
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particulas ativas sdo fixadas em uma matriz inerte de politetrafluo-
roetileno (PTFE) ou vidro, de maneira que o processo de extragdao
pela fase sorvente ocorre no disco (DEAN, 2009; JARDIM, 2010).

Tipos de fases extratoras em SPE e suas aplicagoes

A maioria dos materiais sorventes disponiveis consiste de gru-
pos ou cadeias organicas quimicamente ligadas em particulas de si-
lica (SiO,) (suporte solido). As particulas de silica possuem formas
irregulares, com didmetros entre 40 e 60um. Os grupos moleculares
organicos sao inseridos nos grupos silanois (Si-OH), na superficie das
particulas de silica, obtendo-se a fase extratora suportada. A reagdo
de ligagdo dos grupos organicos nem sempre ¢ completa, podendo
haver na particula grupos silanois remanescentes (DEAN, 2009).

A classificagdo das fases sorventes ¢ baseada na natureza qui-
mica dos grupos funcionais da cadeia molecular fixada nas parti-
culas de silica. Alguns suportes solidos alternativos como florisil
(MgSi0,), alumina (Al,0,) e polimeros macroreticulares podem ser
usados no lugar da silica. Assim como as fases estacionarias em cro-
matografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), as fases sorventes sdao
classificadas como fase normal, fase reversa, fase de troca i0nica ou
fases poliméricas (DEAN, 2009).

As fases sorventes classificadas como fase normal possuem
grupos funcionais polares em suas estruturas, como ciano, amino e
didis. Essas fases interagem eficientemente com compostos polares.
As fases denominadas de fases reversas possuem grupos funcionais
apolares, como octadecil, octil e metil. Essas fases interagem efetiva-
mente com compostos também apolares. As fases de troca i6nica pos-
suem grupos carregados eletricamente, interagindo de maneira efetiva
com espécies i0nicas. Temos como exemplo as fases com grupo acido
sulfonico e as fases com amina terciaria e quaternaria. Outras fases
sorventes sao as poliméricas, como o copolimero poliestireno divinil-
benzeno e o metacrilato entrecruzado (DEAN, 2009; JARDIM, 2010).
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As fases sorventes também podem existir na forma mista,
constituindo-se estruturalmente de grupos alquila e grupos troca-
dores i6nicos. Finalmente, temos as fases de polimeros impressos
molecularmente, denominadas MIP, ¢ as fases de acesso restrito
(RAM), ambas extremamente seletivas (JARDIM, 2010).

Tabela 2.1 (Continua) - Fases sorventes mais comuns empregadas em SPE

Fase Sorvente Mecanismo Aplicacao
Apolares
Si - CH, (C1) metil Partigdo Extragdo de compostos
apolares com grupos
Si - CH, - CH, (C2) eil Partigio hidrof6bicos, como
N ’ grupos alquila e anéis

. . . benzénicos.

Si - CH,- (CH,), - CH, (C8) octil Particao Ex: Drogas, pestici-

das, hidrocarbonetos,

Si- CH, - (CH,),- CH,(C18) octadecil Partigdo hidrocarbonetos polici-
clicos aromaticos,
esterois, em amostras
de agua, fluidos biolod-
gicos e efluente.

Si- CH,- C H, (fenil) Particao
Polares
Si0, (silica) Adsorgdo Extragdo de compos-
Al O, (alumina) Adsorgdo tos polares com gru-
MgSiO Adsorgio pos hidroxila, amino,
? carboxila.
. . . . Ex: Metabolitos de
Si- CH, - CH, - CH, - CN (cianopropil) Partu;aci/ drogas, farmacos,
Adsor¢ao . L .
agucares, acidos
organicos livres,
Si - CH, - CH, - CH, - NH,(aminopropil) Parti¢io/ fendis em amostras de
Adsorg¢io agua, fluidos biologi-
cos, efluentes, entre
outras.

Si-(CH,), - O - CH, - CH(OH) - CH,(OH)(diol) Parti¢do/
Adsorgao

Fonte: Adaptada de Queiroz, Collins e Jardim (2001).
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O solvente de elui¢do mais conveniente em aplicagdes com fa-
ses apolares sdo: metanol, acetonitrila, acetato de etila, cloroférmio,
metanol acidificado. Em aplicagdes com fases polares, sdo recomen-
dados os solventes: hexano, diclorometano, dentre outros solventes
apolares (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Tabela 2.2 - Fases sorventes de troca idnica mais comuns empregadas em SPE

Fase sorvente Mecanismo Aplicagoes

Si-CH,-CH, - CH, - SO H' Troca catiénica  Analitos com

(SCX) benzenossulfonil grupos funcionais
carregados

Si- CH, - CH, - CH, - SO",Na+ (PRS) Troca catidnica positivamente, como

sulfonilpropil aminas ¢ piridinas

protonadas em
matrizes de agua,

Si- CH, - CH, - COOH Troca catidnica  tampdes 4cidos e
carboximetil fluidos bioldgicos.
Si- CH, - CH, - CH, - N(CH, - CH,),(DEA) Troca anidnica Analitos com
dietilamino grupos funcionais
carregados

negativamente como
anions de 4cidos
organicos e fosfatos
em agua, efluentes e
fluidos biologicos.

Si- CH, - CH, - CH, - N*(CH,)CI' (SAX) Troca anibnica
trimetilamino

Fonte: Adaptada de Queiroz, Collins e Jardim (2001) e Jardim (2010).
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Extracao por dispersao da matriz em fase solida (matrix solid
phase extraction - MSPD)

Essa técnica foi desenvolvida por Barker e colaboradores em
1989 (LONG, 1990). Pode ser considerada uma modificagdo da téc-
nica de extracdo em fase solida (SPE) para possibilitar a extracao
em amostras solidas, semissecas e viscosas, eliminando muitas das
dificuldades associadas com técnicas de isolamento tradicionais
(LONG, 1990; SIMPSON, 2000). Ela combina, em uma Unica etapa,
a extragdo dos analitos e o clean-up do extrato, usando um suporte
solido, geralmente contendo uma fase quimicamente ligada. O su-
porte funciona como um abrasivo para produzir a ruptura na es-
trutura da amostra, facilitando o processo de extracdo. Exemplos
de fases solidas empregadas na técnica sdao o octadecilsilano (C18),
octil (C8), florisil e alumina (PINHO; NEVES; QUEIROZ, 2009;
LANCAS, 2010). Percebe-se também que amostras muito viscosas
ou contendo particulas relativamente grandes apenas seriam ade-
quadamente trabalhadas na SPE se sofressem dilui¢do, filtracao,
centrifugacdo ou algum outro tipo de manipulagdo. A dispersao da
matriz em fase solida (DMFS) contorna todos esses problemas. Ela
pode ser aplicada na analise de leite, gordura, ovo, carne de aves,
gados e peixes, ligante de asfalto, frutas e vegetais, (PINHO; NE-
VES; QUEIROZ, 2009; SIMPSON, 2000; PINHEIRO et al., 2009;
SOUZA et al., 2013).

A fase solida ou dispersante possui quatro fungdes principais
durante o preparo da amostra (LONG, 1990):

* Atua como abrasivo, promovendo o rompimento da estru-
tura fisica da matriz;

* Age como sorvente dos compostos da matriz;

* O material misturado (fase solida + amostra) pode ser em-
pacotado num cartucho de extracao e os analitos podem ser
eluidos sequencialmente com um eluente;
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* A matriz distribuida na fase sélida produz um nico ma-
terial no interior do cartucho, permitindo um novo grau de
fracionamento da amostra.

As etapas do preparo da amostra por DMFS podem ser obser-
vadas para melhor entendimento pelo esquema abaixo (Figura 2.5):

Figura 2.5 - Esquema das etapas do preparo de amostra por dispersao da matriz em fase
solida

- . >
h 2) A mistura é 3) A mistura
1) A amostra & transferida pode ser
misturada com para uma compactada.

o suporte coluna.
solido.

R ]

5) Eluicao = 4)yAdicao de
seletiva dos ~" solventes
analitos. e apropriados.

\
)& |

Fonte: Elaborada pelos autores.



46 | Estudos da Pos-Graduagao

Passo 1: a amostra ¢ homogeneizada diretamente com o su-
porte solido, com a ajuda de um almofariz e pistilo. Nessa etapa,
poderao ocorrer rupturas da estrutura fisica da matriz e exposi¢ao
do analito, para que esse interaja com o suporte solido. A mistura
direta da amostra permite transpor outras etapas de preparo, como:
solubilizagao, centrifugacao, filtragao etc.

O tamanho de particula ideal para o material suporte compre-
ende de 40-100um, pois ndo prejudica o fluxo da eluicdo em relagdo
a particulas menores (3-10pm) e tem custo mais acessivel. A adi¢ao
de agentes quelantes, acidos e bases pode afetar o clean-up ¢ a elui-
¢ao dos compostos (DEAN, 2009).

Passo 2: a mistura ¢ inserida no interior de uma coluna provida
de um filtro na parte inferior, que pode ser um cartucho de SPE vazio.

Passo 3: a mistura pode ser levemente compactada e arru-
mada no interior da coluna.

Passo 4: adiciona-se o solvente adequado a separagao seletiva
do analito que se deseja eluir.

Passo 5: faz-se a coleta da fracdo eluida contendo os anali-
tos de interesse.

Microextracao em fase solida (solid phase microextraction -
SPME)

A microextragdo em fase solida (SPME, do inglés solid phase
microextraction) ¢ uma técnica que integra amostragem, extracao,
pré-concentragdo e introdugdo da amostra no sistema cromatogra-
fico em uma tUnica etapa e sem o uso de solventes. Foi desenvolvida
em 1990 por Janusz Pawliszyn e colaboradores, na Universidade de
Waterloo, em Ontario, no Canada (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990;
PAWLISZYN, 1997).

A SPME baseia-se no equilibrio de analitos entre uma fibra de
silica fundida ou uma fibra recoberta com um polimero nao volatil
(equilibrio de adsorg¢do e particdo, respectivamente) e a matriz
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amostral. A fibra responsavel pela extragao fica protegida no interior
de uma agulha, adaptada em um dispositivo chamado holder, sendo
exposta pela movimentacao de um émbolo. A altura (comprimento)
da agulha pode ser ajustada de acordo com a finalidade ou com o
local em que se deseja inseri-la. As fibras podem ser substituidas,
caso seja necessario, por motivos de desgaste ou para que se em-
pregue outro tipo de polimero, de acordo com as caracteristicas fisi-
co-quimicas do(s) analito(s)-alvo.

No ato da exposicao da fibra na matriz da amostra, tende-se
a estabelecer um equilibrio dos analitos entre a matriz da amostra
e a fibra. Os analitos sorvidos na fibra sdo posteriormente dessor-
vidos termicamente no interior do sistema injetor de um cromato-
grafo a gas (SKOOG et al., 2000, BARRIONUEVO; LANCAS,
2001) ou em um /loop apropriado de um cromatografo liquido de
alta eficiéncia.

Como podemos observar na Figura 2.6, a amostra a ser ana-
lisada ¢ confinada em um recipiente chamado de vial/, cuja tampa
possui um septo, geralmente feito de silicone. Em seguida, perfu-
ra-se o septo desse frasco com a agulha do holder, e pressiona-se
o émbolo, expondo-se a fibra. Os analitos sdo concentrados no
revestimento polimérico da fibra, também chamado de fase esta-
ciondria, por meio de um equilibrio de particdo ou adsor¢do. O
que vai determinar o tipo de equilibrio sera a natureza da fase
estaciondria da fibra. Apds um determinado tempo de exposi¢ao
na amostra, a fibra ¢ retraida, e a agulha, retirada do frasco. Poste-
riormente, insere-se a agulha do &older no injetor do cromatografo
a gas, e expoe-se a fibra novamente, sendo os analitos dessorvidos
em virtude da alta temperatura e conduzidos pelo gas de arraste
até a coluna cromatografica.
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Figura 2.6 - Procedimento basico de operacao da SPME. Processo de extracao dos analitos
da amostra e dessorgcao térmica no injetor de um cromatografo a gas
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Perfura-se o Expoe-se a Os analitos com Recolhe-se Insere-se a O analitos sao
septo do fibra aos afinidade pelo a fibra. agulha no dessorvidos
frasco da analitos pela  revestimento da injetor e termicamente.
amostra movimentagao fibra sdo expoe-se a

(vial). do émbolo. extraidos. fibra.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Como a SPME nao utiliza solventes, ha uma grande redu-
¢do na geragdo de descartes e na exposi¢do ocupacional. E uma
técnica simples, de facil manuseio em relacdo a outras técnicas, e
possui a vantagem da utilizagdo de pequena quantidade de amos-
tra, podendo ser aplicada a diversas areas, tais como ambiental,
farmacéutica, alimenticia, de aromas, forense e toxicologia (VA-
LENTE; AUGUSTO, 2000; KOMATSU; VAZ, 2004; GUADAR-
RAMA et al., 2001).

Como cada analito possui caracteristicas fisico-quimicas
particulares, comportando-se de maneira especifica em relagao
ao equilibrio de particdo ou adsor¢do existente entre a fibra e a
matriz da amostra, devem-se buscar as condi¢des de extracao
cujo equilibrio favoreca a concentracao dos analitos no revesti-
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mento polimérico. O primeiro passo ¢ a escolha apropriada da
fase estacionaria da fibra, que deve possuir afinidade pelo analito,
ou pela maioria dos analitos a serem investigados. Essa etapa ¢é
determinante no processo de SPME (CALDAS et al., 2011). O
segundo passo ¢ otimizar as condi¢cdes de extracdo, tais como
salinidade do meio, pH, temperatura e tempo de extragao.

O efeito da salinidade afeta a forga idnica, podendo redu-
zir ou aumentar a solubilidade do analito na matriz amostral,
de acordo com a polaridade do mesmo (CALDAS et al., 2011;
HELENO et al., 2010). Dessa forma, torna-se possivel potenciali-
zar a extracao dos analitos pela alteracdao da forca i16nica da ma-
triz da amostra.

O pH da amostra afeta o grau de ioniza¢do dos analitos,
influenciando, consequentemente, a sua solubilidade em 4agua e,
portanto, a sua particdo ou adsor¢do na fibra. Em alguns casos, o
ajuste do pH da amostra ¢ necessario para estabilizar os analitos
¢ aumentar sua retencao na fase estacionaria.

A influéncia da temperatura na particdo do analito entre a
fase polimérica e a amostra pode ser descrita em termos ciné-
ticos e termodindamicos. Teoricamente, a quantidade extraida
aumenta com a temperatura, devido a melhor transferéncia de
massa (HELENO et al., 2010). Contudo, para processos exotér-
micos, o aumento de temperatura diminui o valor do coeficiente
de parti¢do entre a fibra e o analito. Portanto, diminuindo-se a
temperatura, aumenta-se a quantidade de analito extraida. Existe,
assim, uma quantidade maxima extraida que depende da tempe-
ratura e das caracteristicas do sistema de extracao (amostra/fibra)
(PAWLISZYN, 1997).

O tempo 6timo para a extracdo ¢ definido como o tempo
necessario para que o equilibrio entre as fases seja estabelecido.
O tempo requerido para o equilibrio, quando a fibra ¢ exposta na
amostra, depende apenas da espessura do filme liquido da fibra e
do coeficiente de difusdo do analito na fibra extrativa (DOREA;
GAUJAC; NAVICKIENE, 2009). Filmes mais espessos propor-
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cionam maior quantidade de analito retido na fibra, entretanto,
geram maior tempo de extragdo. A espessura do revestimento
da fibra relaciona-se com a quantidade de analito extraido, pois
quanto mais espesso for, maior a quantidade de analito extraido.
No entanto, sdo requeridos maiores tempos para atingir-se o equi-
librio de sor¢ao na fibra.

O nivel de agitacdo da amostra ¢ também um pardmetro
importante, pois uma agitacao eficiente diminui o tempo de extra-
¢do, tendo em vista sua influéncia nos processos de transferéncia
de massa entre a fibra e a amostra. Dessa forma, embora a técnica
de SPME seja versatil, deve-se otimizar as condigdes de extragao
para cada tipo de amostra.

Na parti¢do, o analito é retido no interior do volume do
filme polimérico liquido que reveste a fibra (PARREIRA; CAR-
DEAL, 2005). Ou seja, a particdo ocorre em tipos de fibras em
que o revestimento polimérico tem propriedades de um liquido.
Forma-se um equilibrio de parti¢do entre a fibra e a amostra, ba-
seado na distribui¢do do analito entre as duas fases liquidas imis-
civeis. Esse processo ¢ influenciado, principalmente, pela espes-
sura do filme polimérico e pelo tamanho do analito.

O processo de extracao por adsor¢do ocorre por meio de inte-
racdes fisicas com a superficie do revestimento da fibra. A fase extra-
tora da fibra ¢ composta de um sélido poroso com grande superficie
de adsor¢do. Os analitos ficam retidos dentro dos poros internos do
revestimento s6lido adsorvente. A quantidade de analitos extraidos
¢ proporcional ao niimero de sitios de adsor¢dao, de maneira que a
relacdo entre a quantidade de analito extraido e sua concentragdo na
amostra nao ¢ linear em altas concentragdes (PAWLISZYN, 2000).

Como mencionado anteriormente, a escolha da composi¢ao
da fase estacionaria da fibra ¢ determinante no sucesso do procedi-
mento de SPME, pois € ela que ira interagir e promover a extragao
dos analitos. Como exemplo, podemos citar o estudo de Silva (2013),
que avaliou dois tipos de fibras: PDMS e PDMS-DVB, no processo
de extragdo de quatro pesticidas: atrazina, parationa metilica, clor-
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pirifés e cipermetrina. Os resultados das extragdes medidos em area
de pico sdo mostrados na Figura 2.7. Pode-se observar que foi possivel
detectar os quatro pesticidas utilizando a fibra PDMS, que apresen-
tou resultado mais eficiente. A fibra PDMS/DVB demonstrou carac-
teristicas de seletividade por ter extraido os pesticidas mais polares.

Figura 2.7 - Comparagao entre as eficiencias de extracoes da fibra PDMS e PDMS/DVB
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Comercialmente, estdo disponiveis fibras com revestimentos
de polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA), polidimetilsilox-
ano-divinilbenzeno (PDMS-DVB), Carbowax/divinilbenzeno (CW/
DVB), Carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS), divinilbenzeno/
carboxen/polidimetilsiloxano (DVB-CA-PDMS) e carbowax-tem-
plated resin. As fibras mistas, por possuirem caracteristica polares e
apolares, simultaneamente, sdo muito aplicadas em analises em que
se deseja aumentar o espectro de analitos a serem determinados. Na
Figura 2.8, pode ser observada uma fibra disponivel comercialmente.
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Figura 2.8 - Conjunto de fibras de SPME. A cor do hub identifica o tipo de revestimento de
fibra (Foto: Hilton César Rodrigues Magalhaes)

Hub -~

Fonte: Elaborada pelos autores.

O material mais comum como revestimento ¢ o polidimetil-
siloxano (PDMS). Ambas as fases PDMS e PA extraem as amostras
por meio da absor¢do (parti¢ao) dos analitos, que se dissolvem e se
difundem para o material do revestimento. Os tipos restantes, car-
bowax-DVB (CW-DVB), Carbowax-templated resin (CW-TPR), PD-
MS-Carboxen (PDMS-CAR), extraem os analitos por mecanismos
de adsorcdo. Nessa situagdo, os analitos permanecem na superficie
da fibra, como uma monocamada (MCNAIR; MILLER, 2009). O
revestimento PDMS-Carboxen ¢ um caso especial que compreende
uma fase de carbono ativo microparticulado (adsorvente Carboxen
1006 com aproximadamente 1000 m?g’ de area superficial), sendo
amplamente aplicado na determinagdo de gases e compostos vola-
teis. Outra constatacdo interessante ¢ o fato de que a quantidade
extraida do analito independe do volume da amostra em analise.
Assim, a coleta dos analitos pode ser feita diretamente no ambiente
natural, expondo a fibra extrativa ao sistema em estudo, como a at-
mosfera, a 4gua de um rio ou efluentes industriais (PAWLISZYN,
1997; VALENTE; AUGUSTO, 1999; VAS; VEKEY, 2004). Na Ta-
bela 2.3, estdo resumidas as fibras disponiveis no comércio, com as
principais caracteristicas.
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Tabela 2.3 - Resumo das fibras disponiveis comercialmente

. Espessura Polaridade / Método de Tell?pFratura P
Revestimento da fibra do filme . . = maxima de Técnica
Tipo de interacio cobertura ~
(m) operagio (°C)
PDMS 100 Apolar/absor¢ao Nao ligada 280 acs
P ¢ ¢ HPLC
PDMS 30 Apolar/absor¢ao Nao ligada 280 6/
P SOr¢ s HPLC
PDMS 7 Apolar/absor¢a Ligad: 340 acr
polar/absor¢ao gada HPLC
PDMS-DVB 65 Bipolar/adsor¢do Ligagdo cruzada 270 GC
PDMS-DVB 60 Bipolar/adsor¢do Ligacdo cruzada 270 HPLC
PDMS-DVB® 65 Bipolar/adsor¢io Ligagdo cruzada 270 GC
PA 85 Polar/absor¢a Ligaca zad: 320 acr
olar/absor¢ao gagdo cruzada HPLC
Carboxen-PDMS 75 Bipolar/adsor¢do Ligacdo cruzada 320 GC
Carboxen-PDMS* 85 Bipolar/adsor¢éo Ligagdo cruzada 320 GC
Carbowax-DVB 65 Polar/adsor¢do Ligagao cruzada 265 GC
Carbowax-DVB* 70 Polar/adsor¢ao Ligacdo cruzada 265 GC
Carbowax-templated 50 Polar/adsorgio Ligagio cruzada 240 HPLC
resina
DVB-PDMS-Carboxen® 50/30 Bipolar/adsor¢éo Ligagdo cruzada 270 GC

Fonte: Mills e Walker (2000).

a: Tipo stabeflex com fibra de 2cm de comprimento.

Na Figura 2.9 abaixo, podem ser observadas algumas uni-
dades de mondmeros para os diferentes tipos de recobrimento que
uma fibra pode ter.
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Figura 2.9 - Representacdes das estruturas moleculares das principais fibras para SPME
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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O indice de polaridade das fibras diminui no sentido CW-
TPR > CW-DVB > PDMS-DVB > PA > DVB-CAR-PDMS > CAR-
PDMS > PDMS (KATAOKA, 2000). Na Tabela 2.4, estao relacio-
nados os tipos de fibras recomendadas de acordo com os analitos a

serem analisados.
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Tabela 2.4 - Selecao da fibra e tipo de aplicagao

Tipo de analito Fibra recomendada
Gases e compostos de baixo peso molecular Carboxen/polidimetilsiloxano 75um/85um
(MM 30-225)
Volateis (MM 60-275) Polidimetilsiloxano 100pm
Volateis, aminas e compostos nitroaromaticos Polidimetilsiloxano/divinilbenzeno 65pum
(MM 50-300)
Semivolateis polares (MM 80-300) Poliacrilato 85pum
Compostos apolares de alto peso molecular Polidimetilsiloxano 7pum
(MM 125-600)
Apolares e semivolateis (MM 80-500) Polidimetilsiloxano 30um
Alcoois e compostos polares (MM 40-275) Polietilenoglicol (PEG) 60um
Aromas (flavor): volateis e semivolateis, C3- Divinilbenzeno/Carboxen
C20 (MM 40-275) polidimetilsiloxano em uma fibra
StableFlex 50/30um

Analise de tragos de compostos (MM 40-275) Divinilbenzeno/Carboxen em
polidimetilsiloxano em uma fibra
StableFlex 2cm 50/30pum

Aminas e compostos polares (somente HPLC) Polidimetilsiloxano/divinilbenzeno 60pum

Fonte: Sigma-Aldrich (2014).
MM = massa molar em g/mol

O termo “fase quimicamente ligada” refere-se aos revestimen-
tos poliméricos que estdo ligados quimicamente ao suporte, nesse
caso, a fibra de silica fundida. O objetivo principal é unir, em um s6
material, as propriedades quimicas dos grupos organicos comarigidez
e estabilidade térmica e hidrolitica do suporte (TONHI et al., 2002).

Nas fibras baseadas em polimeros de ligagao cruzada, as ligagdes sdo
formadas entre as cadeias poliméricas, fazendo com que o polimero fique
mais firme e estavel, perdendo sua fluidez. Nesse tipo de fibra, emprega-se
também o termo reticulagdo, de maneira que, quanto mais intensa a reticu-
lagdo, mais rigida sera a estrutura molecular do polimero. Essas ligagdes
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covalentes entre as moléculas lineares produzem polimeros tridimension-
ais com alta massa molar (STEVENS, 1999; NICHOLSON, 2006).

Extracao por headspace

A determinagdo de compostos semivolateis, volateis e gases
pode ser feita também apenas expondo a fibra na fase de vapor da
amostra. Esse procedimento, também utilizado em SPME, ¢ cha-
mado de extragdo por headspace. Na Figura 2.10, mostra-se um es-
quema de como ocorre a extragao por headspace, em que o analito se
distribui entre a fase aquosa e gasosa, e entre a fase gasosa e a fibra.

Figura 2.10 - Esquema de SPME por modo direto e por headspace
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Caso seja conveniente, a fibra pode apenas ser exposta no ar
ambiente, para sorver volateis expostos. Na Tabela 2.5, sdo apre-
sentados exemplos de aplicacdes de SPME em amostras gasosas.

Tabela 2.5 - Exemplos de aplicacbes da SPME em matrizes gasosas

Matriz Fibra Analito Tipo de Técnica
amostragem
Ar ambiente PDMS, Hidrocarbonetos Passiva, com CG-EM
100pm aromaticos e fibra exposta ~ CG-DIC
halogenados e recolhida CG-DCE
Ar ambiente PDMS, Hidrocarbonetos Passivacom  CG-EM
100pm aromaticos, mono  fibra exposta
e policiclicos
Ar interior de PDMS, Benzeno, tolueno, Passivacom  CG-EM
apartamento 100pm clorobenzeno, fibra exposta
tetracloreto de
carbono, o-xileno
e n-decano
Ar interior de PDMS, Analise Passivacom  CG-EM
laboratorio quimico 100pum qualitativa fibra exposta
Gas de escapamento  PDMS, Formaldeido, Amostragem  CG-EM
de automéveis 65um e tolueno e passivacom ¢ CG-
S hidrocarbonetos fibra exposta ~ DIC
¢ ar interior de 100pum f
o aromaticos
residéncias, policiclicos
laboratorio quimico
e de computagdo e
sala de estudantes
Ar interior de PDMS/ Heptano, octano,  Passiva CG-DIC
banheiro, cozinha, DVB nonano, decano, com fibra
garagem, lojas e undecano, recolhida
escolas dodecano
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Ar interior de CW/ Benzeno, tolueno, Headspace CG-DIC
laboratoério quimico, PDMS, etilbenzeno, com SPME
sala de fumantes, 75pm estireno e xileno
trem e carro
Ar ambiente de PDMS Analise Headspace CG-EM
industria 100pum qualitativa com SPME
Ar ambiente de PDMS Analise Passivacom  CG-EM
industria 100pum qualitativa fibra exposta
Ar interior de lojas, =~ PDMS/ Formaldeido Passiva CG-DIC
casas, apartamentos, DVB com fibra
escritorios e escolas  65um recolhida e
exposta

Ar ambiente de PDMS/ Formaldeido Passiva CG-DIC
industria DVB com fibra

65um recolhida e

exposta

Ar expirado CW/DVB  Etanol, isopreno Passivacom  CG-EM

65um,; e acetona fibra exposta

PDMS

100pum;

PA 85um;

PDMS/

DVB

65um
Biogas CX- Compostos Ativa com CG-EM

PDMS organicos fibra exposta

sulfurados

Ar interior de CX- Diclorometano Passivacom  CG-EM
laboratorio quimico ~ PDMS fibra exposta

75um e

PDMS

100pum
Exposigdo PDMS Trimetilamina Ativa com CG-DIC
ocupacional 100pum fibra exposta

Fonte: Adaptada de Parreira e Cardeal (2005).
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Método QUEChERS

Em 2003, Anastassiades e colaboradores, visando a desenvol-
ver um método de preparo de amostra para a determinagdo multir-
residuo de pesticidas em alimentos que contornasse as limitagdes
operacionais ¢ analiticas dos métodos ja existentes, introduziram o
método QUEChERS. A sigla empregada para a denominagao desse
método deriva exatamente das iniciais das palavras da lingua inglesa
que expressam suas caracteristicas de desempenho, uma vez que o
mesmo ¢ considerado um método rapido (Quick), facil (Easy), econo-
mico (Cheap), efetivo (Effective), robusto (Rugged) e seguro (Safe).

Esse método surgiu como um novo procedimento de preparo
de amostra de matrizes complexas, como frutos e hortaligas, para
extragdo simultanea de agrotoxicos com diferentes propriedades
quimicas, como polaridade e pK . Durante seu desenvolvimento, foi
dado grande enfoque para a obten¢do de um procedimento dina-
mico, possivel de ser aplicado em qualquer laboratorio e adequado
as instrumentacdes analiticas modernas (PRESTES et al., 2009). O
procedimento baseia-se numa etapa de extracao inicial monofasica,
utilizando solvente acetonitrila, de uma porc¢ao de 10g da amostra
processada, seguida pela particdo liquido-liquido dos agrotdxicos,
na presenga de sulfato de magnésio anidro e cloreto de sodio.

A etapa final de limpeza (c/lean up) do extrato ¢ executada por
meio da extracdo em fase solida dispersiva (dispersive solid-phase
extraction - D-SPE), empregando sulfato de magnésio anidro e fase
solida sorvente PSA (primary secundary amine), que sdo mistura-
dos ao extrato obtido com acetonitrila. Apods a limpeza do extrato,
ele ¢ levado a andlise por técnica cromatografica.

O tamanho da amostra
No desenvolvimento do método QUEChERS, a sele¢do do ta-

manho da amostra utilizada para a obten¢do do extrato para analise
baseou-se na observacao da quantidade minima dessa amostra, a qual
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fornecia resultados estatisticamente confidveis. De forma geral, amos-
tras solidas de alimentos necessitam de etapas mais complexas e de-
moradas durante seu preparo, como o corte do produto em pedagos
mais reduzidos, seguido do processamento em homogeneizadores.

M¢étodos que utilizam grandes quantidades de amostra re-
querem maiores volumes de solvente, conduzindo a geracao de
uma maior quantidade de residuos, a uma maior preocupagdao com
a seguranga do analista e, consequentemente, a um maior gasto de
materiais e reagentes. A maioria dos métodos multirresiduo para
determinagdo de agrotoxicos utiliza massas de amostra em torno de
50 a 100g, de maneira que, baseado em evidéncias da literatura, a
massa de amostra escolhida para a execu¢do do método QUEChERS
foi fixada em 10g. Essa quantidade de amostra foi considerada como
representativa e viavel para a execugdo da analise.

O solvente de extragao

A selegao do solvente de extragao € um ponto crucial no desen-
volvimento de um método de extragdo multirresiduo. As principais
caracteristicas consideradas na escolha do solvente sao: possuir habi-
lidade de extracdo de um amplo espectro de agrotdxicos com diferen-
tes polaridades, apresentar seletividade durante a extracao, parti¢ao e
clean up, separar-se eficientemente de fases aquosas e ser compativel
com diferentes técnicas cromatograficas (PRESTES et al., 2009).

Os principais solventes empregados na extragdo multirresiduo
de agrotoxicos sdo acetona, acetato de etila e acetonitrila. No desen-
volvimento do método QuEChERS, o solvente que apresentou ca-
racteristicas mais convenientes foi a acetonitrila. Entre as vantagens
da acetonitrila, pode-se citar a capacidade de extracdo de uma ampla
faixa de agrotoxicos de diferentes polaridades, a extracdo de meno-
res quantidades de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra,
como ceras, gorduras e pigmentos, ¢ a capacidade de permitir a re-
mocao de residual de agua apenas com o uso de um agente secante,
como o sulfato de magnésio anidro (ANASTASSIADES et al., 2003).
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Na execuc¢ao do método, sdo empregados 10ml de acetonitrila
para cada 10g da amostra, dando uma razao de 1ml de solvente para
cada 1g de amostra. Esse valor ¢ considerado baixo quando compa-
rado a outros métodos de extragdo, que apresentam geralmente uma
relacdo amostra e solvente de 2 a 5g por Iml no extrato final (ANAS-
TASSIADES et al., 2003; PRESTES et al., 2009).

A adi¢do de sais e a separagdo de fases

A adigdo dos sais sulfato de magnésio (MgSO,) e cloreto de sodio
(NaCl) tem a funcao de promover a separacao de fases apos a extracao.
A adicdo do NaCl inicia a parti¢ao liquido-liquido. Esse sal promove o
efeito salting out, que potencializa a particdo dos compostos solubili-
zados na fase aquosa para a fase organica (acetonitrila), possibilitando
maiores percentuais de recuperagao para os agrotoxicos mais polares. O
MgSO,, além de também potencializar o efeito salting out, tem a fungao
paralela de remover agua, tendo sido escolhido em virtude do seu maior
carater higroscopico em comparagdo a outros sais. Outro aspecto posi-
tivo da utilizagdo de MgSO, € o fato de o seu processo de hidratagdo ser
exotérmico, elevando a temperatura do sistema a valores em torno de 40
a 45°C na etapa de extragao/partigao, favorecendo a extraco, principal-
mente dos compostos apolares (ANASTASSIADES et al., 2003; PRES-
TES et al., 2009).

Limpeza do extrato (clean up)

A etapa de limpeza da amostra (clean up) ¢ fundamental
para a robustez e confiabilidade dos resultados obtidos pelo sis-
tema analitico, pois reduz a presenga de compostos interferentes
da matriz, deixando a amostra mais adequada a instrumentagao
analitica. Tradicionalmente, as etapas de limpeza da amostra
eram executadas por extracdo em fase solida (SPE), porém, no
desenvolvimento do método QuEChERS, os autores empregaram
uma técnica mais moderna e mais viavel que a SPE, sendo esta
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a extracdo em fase solida dispersiva (dispersive solid-phase ex-
traction D-SPE).

Natécnica D-SPE, uma fase solida sorvente empregada em SPE
¢ adicionada e misturada ao extrato da amostra, sendo distribuida
uniformemente por homogeneiza¢iao, promovendo a retencdo dos
coextrativos da matriz presentes no extrato. O sorvente empregado
no método QUEChERS, o PSA, é uma amina primaria e secundaria
com uma estrutura bidentada que promove um efeito quelante sig-
nificativo devido a presen¢a dos grupos amino primario e secundario
(Figura2.11) (ANASTASSIADES etal.,2003; PRESTES etal., 2009).

Figura 2.11 - Estrutura do PSA (N-propiletilenodiaminossilano)
=Si—CH,—CH, —CH, —NH~CH, —CH, —NH,

Fonte: Elaborada pelos autores.

Etapas do preparo da amostra via método QUEChERS

Na abordagem do método QuEChERS tradicional, inicial-
mente, o analista deve pesar aproximadamente 10g da amostra pro-
cessada em tubo PTFE, seguindo com a adi¢do de 10,0ml de sol-
vente acetonitrila para execucdo da etapa de extragdo monofésica
dos analitos (Figura 2.12) (ANASTASSIADES et al, 2003;
PRESTES et al., 2009).
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Figura 2.12 - Extracdo monofasica no preparo da amostra via QUEChERS

Adigdo
10mL de acetonitrila

Agitagdo em vortex
por 1min
10,0g de amostra U U Extrato primério
processada +

residuo da amostra

Fonte: Elaborada pelos autores.

Apos a etapa de extragdo monofasica, deve ser conduzida a
etapa de particdo liquido-liquido, promovida pela adicdo dos sais
MgSO, e NaCl. Nesse momento, ambos 0s sais atuam na separagao
de fases (fase organica / fase aquosa), com o NaCl atuando prepon-
derantemente no efeito salting out, e 0 MgSO, atuando na remogao
de 4gua oriunda da amostra, dispersa na fase organica. Como re-
portado anteriormente, o processo de hidratagdo do MgSO, € exo-
térmico, elevando a temperatura do sistema para valores em torno
de 40°C a 45°C (reacao genérica abaixo) (ANASTASSIADES et al.,
2003; PRESTES et al., 2009).

MgSO, +nH,0 -»MgSO, -n H,0 + Energia

O processo de hidratagao do sulfato de magnésio potencializa
a extragdo, principalmente de compostos apolares, melhorando os
percentuais de recuperagdo dos analitos. A adi¢do de NaCl durante
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a etapa de extracdo promove a elevagdo da for¢a ionica do meio,
potencializando a parti¢do de compostos mais polares para a fase
organica, ¢ também contribuindo para melhores niveis de recupe-
racao (ver capitulo “Validacdo de métodos analiticos em cromato-
grafia gasosa”). A variagdo da quantidade de NaCl adicionado na
etapa de particdo possibilita o controle da faixa de polaridade dos
compostos extraidos, sendo possivel o controle da extragdo de inter-
ferentes polares, como agucares (glicose, frutose, sacarose) e acidos
organicos, quando da analise de alimentos (ANASTASSIADES et
al., 2003; WILKOWSKA; BIZIUK, 2011).

Apos a etapa de particao, deve-se adicionar um composto que
serd empregado como padrdo interno no processo de calibragdo
analitica, sendo recomendado pelos autores do método o composto
trifenilfosfato (Figura 2.13) (ANASTASSIADES et al., 2003).

Figura 2.13 - Etapa de particao com a adicao de sais e procedimento de introdugao do
padrao interno

o
» Adi
. ¢do de padrdo
Adigio interno
4,0g de MgSO, + 1,0g de NaCl trifenilfosfato

_— » =
Agitagfo em vortex I & .

3 Agitaggo por 30s
por 1min

centrifugagio

Extrato primario u U
+
residuo da amostra

Extrato pos-parti¢do
liquido-liquido

Fonte: Elaborada pelos autores.

A etapa final, de limpeza do extrato da amostra (clean up),
baseada em extrag¢do em fase solida dispersiva (D-SPE), ¢ condu-
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zida com a adicdo de fase sorvente amina primaria e secundaria
(PSA) e uma quantidade adicional de MgSO, diretamente no ex-
trato da amostra obtido na etapa anterior. O PSA, com seu efeito
quelante, atua na remocao de coextrativos polares presentes na ma-
triz, como acidos orgénicos livres. O MgSO, atua na remogédo de
umidade (H,0) residual remanescente no extrato apos as etapas
anteriores. A proporgdo entre PSA, MgSO, ¢ volume de amostra €
de 25mg de PSA para 150mg de MgSO, para cada 1ml de extrato
da amostra. Nesta, objetiva-se a remoc¢ao de compostos que pos-
sam vir a ser potenciais interferentes (ANASTASSIADES et al.,
2003; WILKOWSKA; BIZIUK, 2011).

Figura 2.14 - Etapa de limpeza do extrato da amostra no método QUEChERS

Transferéncia de ImL s

do extrato s
Agitagdo vigorosa por 30s

em vortex seguida de

5 % centrifugagdo por 1min
T Analise
1 ——) ) | comatogrifica (CG)

Extrato pos-partigio ~ Recipiente com Extrato pos-limpeza

liquido-liquido 25mg de PSA 3
q q 150mg de MgSO4 (clean up)

e

Fonte: Elaborada pelos autores.

Apesar da eficiéncia da fase PSA na remocao de moléculas po-
lares, como acidos organicos, essa fase sorvente nao se mostra efetiva
na remoc¢do de compostos apolares coextrativos, como clorofila e es-
terdis presentes nas amostras de alimentos de origem vegetal. Para
contornar essa limitagdo, foi incluida na etapa de limpeza a adi¢ao
de carbono grafitado (GCB - graphitized carbon black), que atua de
forma bastante eficiente na remogao de pigmentos, como a clorofila, e
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outros compostos apolares, como os esterois (PRESTES et al., 2009;
WILKOWSKA; BIZIUK, 2011).

Figura 2.15 - Representagcao da estrutura quimica do carbono grafitado GCB

Fonte: Elaborada pelos autores.

A estrutura interna do carbono grafitado ¢ baseada em
camadas superpostas de sistemas ciclicos insaturados condensa-
dos (Figura 2.15), que lhe conferem a propriedade de forte in-
teracdo com analitos que possuam sistemas ciclicos planares em
suas moléculas (Figura 2.16). Esse ¢ um comportamento indese-
javel por proporcionar a perda de analitos apolares na etapa de
limpeza do extrato (PRESTES et al., 2009; BEYER; BIZIUK,
2010; WILKOWSKA; BIZIUK, 2011).

Figura 2.16 - Representacdes de estruturas de composto com sistemas ciclicos planares em
suas moléculas: tiabendazol e hexaclorobenzeno

Cl
Cl Cl
NH
N N Cl Cl
Cl
Tiabendazol Hexaclorobenzeno

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Apods o desenvolvimento e consolidagdo do método QuE-
ChERS original, outras abordagens foram elaboradas, visando a eli-
minar alguns problemas associados a influéncia do pH da amostra
sobre a forma quimica dos analitos durante a extracdo. Entre as prin-
cipais versdes, podemos citar QuEChERS-acetato, desenvolvido por
Lehotay, Mastovska e Lightfield, e a versao QuEChERS-citrato, de-
senvolvida por Anastassiades e colaboradores. Nessas abordagens,
sdo empregados outros sais durante as etapas de extragdo objeti-
vando ajustar o pH da amostra (pH = 4,8; QuUEChERS-acetato/ pH =
5,0 - 5,5; QUEChERS-citrato) (LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHT-
FIELD, 2005; PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

Um bom exemplo de aplicacdo do método QuEChERS, es-
pecificamente da abordagem QuEChERS-citrato, ¢ a determinacao
multirresiduo de 45 pesticidas de diferentes grupos quimicos, in-
cluindo organoclorados, organofosforados, piretroides, entre outros,
utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de mas-
sas (CG/EM), apresentando bom desempenho na determinacdo dos
analitos (BARBOSA, 2013). Sousa e colaboradores desenvolveram
metodologia baseada no método QUEChERS ¢ CG/EM para a de-
terminagao multiclasse de 35 pesticidas em meldes, demonstrando a
eficiéncia desse método de preparo, simples e rapido, para a obten-
¢do de resultados analiticos confiaveis (SOUSA et al., 2013).

Desde o seu desenvolvimento e publicacdo, o método QuE-
ChERS tem obtido significativa popularidade no campo da ana-
lise de compostos toxicos utilizando técnicas cromatograficas, nao
sendo restrito apenas a determinacdo de pesticidas em matrizes de
alimentos, mas sendo este seu uso primordial. Modernamente, ja
existem, na literatura, publicagdes oriundas de pesquisas que deno-
tam a aplicacdo da técnica QUEChERS na determinagao de hidro-
carbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em diferentes espécies
de peixes, na determinagao de residuos de medicamentos veterina-
rios em tecido animal e na determinagao multirresiduo de poluentes
emergentes em agua e sedimentos (WILKOWSKA; BIZIUK, 2011,
RAMALHOSA et al., 2009).
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Aplicacdes

Paz et al. (2015) testaram cinco variagdes do método QuE-
ChERS, baseado no método original, para determinar residuos
de 14 pesticidas organoclorados na casca, na fruta e na polpa co-
mercial de tamarindo. Nessas variagdes, foi estudada, na etapa de
clean-up, a influéncia da amina primaria e secundaria (PSA), do
octadecilsilano ligado a silica porosa (C18), do sulfato de magné-
sio e do carbono negro grafitado. Os autores avaliaram também
a influéncia de banho ultrassonico e vortex na etapa de preparo
da amostra. Com esse estudo, chegou-se a resultados em que as
recuperagdes médias gerais foram consideradas satisfatorias, apre-
sentando valores entre 70 e 115%, com precisdo entre 2 e 15%.
Segundo a literatura, as taxas de recuperacao foram consideradas
satisfatorias devido a uma etapa inicial de liofilizacao da fruta e da
polpa comercial, que melhora o contato entre a matriz e o solvente
extrator. Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para as
partes do fruto foram:

Tabela 2.6 - Limites de deteccao e quantificacao para a determinacao de 14 pesticidas
organoclorados em tamarindo

Limite de detec¢ao Limite de quantificacio
(ng Kg") (ng Kg)
Casca 8,0-21 27 -98
Polpa da fruta 4-10 15-49
Polpa comercial 2-5 7-27

congelada

Fonte: Paz et al. (2015).
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SISTEMA DE INJECAO

Ari Clecius Alves de Lima
Pablo Gordiano Alexandre Barbosa
Vitor Paulo Andrade da Silva
Ronaldo Ferreira do Nascimento

A analise cromatografica comega efetivamente com a in-
jecdo da amostra no injetor (vaporizador), o qual, em sua forma ba-
sica, € composto de um bloco metalico que ¢ conectado a coluna. Na
maioria das aplicagdes atuais, usa-se um pequeno tubo de quartzo
ou vidro (/iner) com o objetivo de promover um aquecimento mais
homogéneo; na parte superior, existe um anel de vedacao e um septo
por onde a amostra € injetada com o auxilio de uma seringa; na parte
inferior, o /iner se conecta a coluna (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Sistema de injecao

Septo
Entrada L! Purga do Septo
de Gas
o-ring
Liner Viélvula de split/splitless
Bloco metélico

de aquecimento

Ferrule

Fonte: Elaborada pelos autores.

A escolha adequada das condigdes e componentes do sistema
de inje¢ao proporciona uma maior reprodutibilidade e menores limi-
tes de detecg¢do. Existem varios parametros envolvidos que podem
interferir no resultado da andlise, podemos citar: preparo de amos-
tra, escolha do solvente, propriedades do analito, tipo de seringa,
temperatura do injetor, septo, anel de vedacao, bloco metalico, modo
de injecdo, tipo de liner, outros parametros do injetor (MCNAIR;
MILLER, 1997). O preparo de amostra, ja abordado no capitulo an-
terior, nao sera mencionado diretamente.

Escolha do solvente

A escolha do solvente ¢ uma variavel critica, pois a vapori-
zacdo da amostra ¢ dependente de suas propriedades. O solvente,
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ao ser dispersado pela seringa sob a forma de spray, vaporiza-se
quase que instantaneamente (método classico). Para isso, € neces-
sario que a temperatura do injetor seja maior do que o ponto de
ebulicdao do solvente e que os analitos sejam soliveis no solvente.
Este deve ainda ser de alta pureza para ndo contaminar a analise,
o que ¢ fundamental na andlise de compostos tragos. Cuidados
devem ser tomados quanto as impurezas presentes no solvente,
por exemplo, a acetona ¢ um dos solventes mais utilizados em
cromatografia gasosa, mas apresenta impurezas de aldeidos, me-
tanol e alcool isopropilico (WAHL; BOLZ; WAHL, 2010).

Reacdes do solvente dentro do sistema de injegdo também sao
um problema. Tais reacdes podem ser resultado da interacdo do sol-
vente com o analito ou até do solvente com grupos silandis do septo.
Agua e metanol, por exemplo, podem produzir reagdes de hidrolise e
alcodlise, formando produtos com silandis, os quais se acumulam na
porta de injecdo, contaminando, depois de numerosas injecdes, as cor-
ridas cromatograficas. A medida que o nimero de inje¢des aumenta,
a concentragdo desses compostos também aumenta. Sua formagao,
portanto, deve ser avaliada quando se usar agua, metanol ou etanol
como solvente (Al; SUN; DONG, 2014).

Propriedades do analito

Algumas caracteristicas sdo desejaveis para a analise por cro-
matografia gasosa. O analito deve ser volatil ou deve ter pressdao
de vapor consideravel. Deve ainda ter solubilidade significativa no
solvente que sera usado para inje¢do em sistema cromatografico. Em
casos em que essas condi¢des nao sejam satisfeitas, € possivel rea-
lizar modifica¢gdes quimicas na estrutura do analito a ser analisado
(derivatizagdao). No caso de analitos muito polares, por exemplo,
pode ocorrer a adsor¢ao de parte deles nas paredes do liner, sendo
indicado, para esses compostos, o uso de /iner inerte, de modo a
impedir perda de analito.
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Derivatizacao

A derivatizagdo pode ser definida como uma modificacao
quimica de um composto com o objetivo de produzir um novo
composto, com estrutura similar ao de origem, porém mais vo-
latil e estavel para analise em cromatografia gasosa. A mudanca
normalmente se da pela troca de um grupo funcional especifico,
como -OH, -SH e -NH2, que sdo bons grupos de saida. Diminui-se,
dessa forma, a polaridade do composto, tornando-o mais volatil.

Pela derivatizagdo, € possivel também aumentar a sensibili-
dade de um determinado composto. A introducdo de halogenetos
em um composto, por exemplo, aumenta sua sensibilidade em um
detector de captura de elétrons.

Os principais tipos de derivatizagdo sao sililacdo, alqui-
lagdo e acilacao.

Sililacao

Este processo objetiva a troca de hidrogénios ativos por TMS
(trimetilsilano), produzindo derivados com grupos silil mais volateis
€ mais estaveis termicamente. O mecanismo de sililagdo ocorre por
ataque nucleofilico (SN2). Quanto melhor o grupo de saida, melhor
a sililagdo. Reatividade: alcool, fenol, carboxil, amina, amida, hidro-
xil. A ordem para os alcoois ¢ 1>2>3.

Alquilacao

A alquilagdo reduz a polaridade das moléculas por meio da
troca de um hidrogénio ativo por grupo alquil. Estes reagentes sdo
usados para modificar compostos com hidrogénios acidos, seme-
lhantes a acidos carboxilicos e fendis, gerando ésteres, éteres, al-
quil aminas e alquil amidas. O principal mecanismo ¢ o desloca-
mento nucleofilico.
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Acilacao

Consiste na utilizagdo de um acido carboxilico ou derivado
para converter grupamentos -OH, -SH e -NH de compostos em és-
teres, tioésteres e amidas, respectivamente. Com isso, € possivel
melhorar a estabilidade de compostos termicamente instaveis. A
acilacdo também permite obter compostos com menor polaridade
e maior volatilidade. O processo de acilagao possibilita a molécula
maior sensibilidade em relagdo ao detector de captura de elétrons
(ECD) devido a introdugao de grupos de captura de elétrons.

Esterificacao e transesterificacao

A esterificacdo, que ¢ o método mais popular de alquilagdo, ¢
areacao de um acido com um alcool, na presenga de um catalisador,
para formar um éster. O processo envolve a condensacdo do grupo
carboxilo do acido e do grupo hidroxilo do alcool, com a eliminagao
de agua. A esterificagdo ¢ melhor realizada na presenca de um cata-
lisador (cloreto de hidrogénio, por exemplo), que é removido com a
agua. Esteres alquilicos oferecem excelente estabilidade e fornecem
amostras de preparo rapido para a analise por CG.

A transesterificacdo € o deslocamento do alcool, a partir de
um éster, por outro alcool. Tem sido amplamente utilizada para fa-
zer ésteres de alcoois superiores dos de alcoois inferiores. Pode ser
realizada com um catalisador acido ou basico, usando metanol para
reagir com gorduras e 6leos.

Tipos de seringa

A escolha da seringa varia de acordo com o modo de injegao
(manual ou automatico), estado fisico da amostra (liquido ou gasoso),
volume da amostra a ser injetada e outros requisitos operacionais.

Quanto ao modo de inje¢do, podemos classifica-lo em manual
e automatico. A agulha do tipo cone ¢ recomendada para inje¢ao
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com autoamostrador; a do tipo bevel 20° para injecdo manual; a
dual gauge ¢ ideal para inje¢cdes on-column em coluna megabore.
Quanto ao volume da seringa, a quantidade injetada ndo deve ser
menor que 10% do volume nominal da seringa. Por exemplo, ndo se deve
injetar menos que 0,5ul para uma seringa de Sul; ndo menos que 1pl para
uma seringa de 10ul. O erro de escala proximo aos extremos se torna
maior. Para um fator de seguranga mais conservador, pode-se usar 20%.

Cuidados com a seringa

O uso adequado da seringa previne sua contaminagdo, degra-
dacdo e inutilizagdo. Sempre apds o uso, ¢ aconselhéavel realizar um
procedimento de limpeza.

Para injecao manual, a seringa deve ser lavada por 5-10 vezes em
seu volume total para evitar contaminacao entre amostras, € o solvente
deve ser aspirado e dispersado repetidas vezes. O mesmo deve ser rea-
lizado com a amostra por 2-3 vezes. Para autoamostrador, a limpeza da
seringa ¢ feita automaticamente. Deve-se lavar com o solvente adequado
de acordo com a polaridade do que se quer remover. Caso a seringa es-
teja muito suja, uma limpeza severa deve ser realizada: lavar com agua
destilada, lavar com acetona, remover o plunger e enxugar com um te-
cido, recolocar o plunger e lavar com acetona, aguardar a seringa secar.

Temperatura do injetor

Um fator importante na injecdo € a escolha da temperatura de
injecdo. Uma regra muito conhecida é que a temperatura deve ser
de 20-40°C acima da temperatura final da programacao de tempera-
tura na coluna ou deve estar acima da temperatura do composto me-
nos volatil. Essa regra, entretanto, tem validade limitada a compos-
tos volateis, pois, para compostos semivolateis, seria inviavel atingir
a temperatura do composto menos volatil.

Qual temperatura escolher? Um valor tipico esta entre 265-
275°C. Outros valores podem ser adotados, caso dados da literatura
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nao estejam disponiveis. No caso de um novo método, um planeja-
mento adequado de otimizacao do sistema de injegd@o pode indicar
a temperatura ideal. Para isso, devem ser levadas em consideragdo
as propriedades do solvente e a solubilidade dos compostos a serem
detectados. Na Tabela 3.1, podemos observar algumas temperaturas
utilizadas para analise de determinados compostos:

Tabela 3.1 - Amostra/temperatura de injecao

Amostra Solvente/Teb““g.m Temperatura do injetor Referéncia
PVT: Tinicial - 28°C
Evaporagdo 1min 50°C
HPAs/Oxi- Diclorometano Rampa 1- 14°C/s até (WALGRAEVE
HPAs 320°C etal., 2015)
Rampa 2 -14°C/s até ”
350°C
HPAs em
fumaga de Ciclo-hexano 250°C (STEPANOV et
cigarro al., 2010)
(SELIM;
Pesticidas em acetﬁr(iiettr(i)lrzll a,éter 250°C EL-SAEID;
vegetais de etr(’)l,eo DOSSARI,
p 2011)
Desruptores Cloroférmio,
enddcrinos em clorobenzeno, 300°C (YUAN etal.,
sedimentos tetracloroetileno 2015)
eBT'E 9, Metanol 200°C (KAMAL;
m aguia ano KLEIN, 2010)
subterranea
Plastificantes .
em 4gua Acei‘lte"tf;o‘l’ma/ 270°C (SOUZA et al.,
potavel 2012)

- Agua (Extragdo o (MILHOME et
Pesticidas SPME) 250°C al. 2015)
o o (BRAGA et al.,

Acidos graxos Hexano 250°C 2015)

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Septo

Septos sdo pecas fabricadas em varias geometrias e materiais,
como borracha/PTFE, silicone/PTFE ou poliimida coberta com sili-
cone, que sao usadas como componentes de vedacdo e entrada para as
amostras em cromatografia gasosa. Normalmente, os septos sao escol-
hidos de acordo com a temperatura de analise no injetor. A maioria dos
septos tem uma faixa de aplicagdo para as temperaturas de 100-350°C.

Apesar de serem fabricados para resistir a temperaturas ele-
vadas, ¢ inevitavel a degradagdo mecanica e térmica do septo. Como
consequéncia, esses produtos de degradacdo podem ser observados
durante uma andlise cromatografica em forma de picos fantasmas ou
como aumento da linha de base. O processo de desgaste do septo ¢
conhecido como sangria ou sangramento.

O septo ¢ feito de polidimetilsiloxano puro, que ¢ fortemente reti-
culado. Estabilizadores (ftalatos) também podem ser adicionados para
melhorar sua vida util. Diferentes tipos de septo estdo disponiveis, todos
com objetivos similares: penetragao facil, contaminagdo minima e uma
longa vida 1til. O problema € que, a temperaturas mais elevadas, o septo
ird comegar a sangrar. A sangria do septo produzird, no cromatograma,
picos provenientes de produtos de degradagao ciclicos gerados como uma
série homologa de partida com D3 (trés unidades de siloxano em um cir-
culo) e procedendo-se a D10-D12 (Figura 3.2) (PROBLEMS, 2015).

Figura 3.2 - Produtos de degradagao do septo D4 e D9
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Para proteger os resultados desses compostos indesejaveis, €
necessaria uma escolha adequada do septo de acordo com as temperaturas
que serdo utilizadas no injetor. Um septo adequado deve ter propriedades
como baixo sangramento, resisténcia a vazamentos e facil penetracao.
Além disso, ndo deve desprender pedagos para dentro do liner (Figura 3.3):

Figura 3.3 - Septo

Fonte: Elaborada pelos autores.

Outro ponto importante a ser observado ¢ a diferenciagao
entre o sangramento da coluna e o sangramento do septo. O san-
gramento da coluna ¢ facil de ser observado por deriva da linha
de base, enquanto o sangramento do septo pode ser percebido pelo
surgimento de picos bem definidos em detectores de espectrometria
de massa, gerando os fragmentos tipicos 73 m/z, 147 m/z, 207 m/z,
221 m/z, 281 m/z, 295 m/z, 355 m/z, 429 m/z.

A sangria do septo € mais perceptivel em analise por croma-
tografia gasosa por espectrometria de massa. A purga do septo deve
ser adequada para evitar esse tipo de contaminagdo. Assim, a es-
colha do septo também deve ser analisada. Por exemplo, o fabricante
recomenda um septo especifico para cada faixa de trabalho. Se obser-
vada tal especifica¢do, ndo ocorrera a presenga de sangria do septo
no cromatograma. Na Figura 3.4, podemos observar o comparativo
entre dois cromatogramas, um com septo adequado (cromatograma
com septo Agilent) e outro com septo em que aparece sangria.
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Figura 3.4 - Sangramento do septo
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Fonte: Disponivel em: <http:/www.chromatographyonline.com/Icgc-blog-gc-inlet-mainte-
nancehave-you-really-heard-it-al> (Reproduzido com permissao).

A periodicidade de troca do septo também deve ser observada
para evitar problemas nas analises, como perda de amostra ou nao
liberagdo do sistema para as condi¢des especificadas por queda de
pressdo. Na Figura 3.5, podemos observar um septo depois de suces-
sivas injecdes. Apds um determinado niimero de inje¢des, a pressao
interna na camara de ingestdo ¢ suficiente para vencer a vedacao do
septo pelo furo. Isso ocorre porque o sistema interno da camara de
injecdo esta submetido a uma press@o maior que a pressao externa.

Nao existe uma regra simples para a troca do septo. Com o
tempo, o analista deve observar o aspecto do septo apos a troca e os
resultados de suas analises. Geralmente, muda-se o septo a cada 100
injegdes, contudo, para inje¢cdes no modo SPME (didmetro maior da
seringa), provavelmente, a frequéncia de troca devera ser reduzida.
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Figura 3.5 - Septo ap0s 700 injecoes

Septo apés 1 injegio ‘Septo apés 700 injecdes

Fonte: Disponivel em: <http://www.chromatographyonline.com/lcgc-blog-gc-inlet-mainte-
nancehave-you-really-heard-it-al> (Reproduzido com permissao).

Apesar de o septo ser essencial no sistema de vedagao, ja ex-
istem sistemas de injecdo que ndo usam septo, possuindo uma estru-
tura de vedagao na linha de fornecimento de gas. Com o injetor livre
de septo, € possivel utilizar a inje¢do com temperaturas tao elevadas
como 450°C (ITO et al., 20006).

Anel de vedacao O-ring

O O-ring ¢ um anel de vedacdo entre o meio externo € o
injetor. Para um 6timo sistema de vedacdo, ¢ importante uma es-
colha adequada do O-ring, sendo os principais materiais utiliza-
dos O-rings VITON®, O-rings de silicone e termo O-rings. Este
ultimo ¢ adequado para altas temperaturas, de até 375°C, apre-
sentando baixa fragmentacdo ao ser removido, baixa permeabi-
lidade a gases e boa compressibilidade a altas temperaturas, sem
deformagdo. Essas caracteristicas fornecem um bom sistema de
vedacdo. Em detectores por espectrometria de massa, pode sur-
gir o fragmento 149 m/z, devido a degradagao do anel de vedagao
(O-ring). Para analise de ftalatos, deve-se verificar se o fragmento
provém da amostra ou do anel de vedagao.
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Bloco metalico

O bloco metalico € um componente que envolve o sistema de
inje¢do. Conectado ao bloco, ha uma resisténcia elétrica com um
termostato que permite ajustar a temperatura do injetor.

Modo de injecao

Uma escolha inadequada dos componentes de injecdo pode
levar a uma resposta com baixa sensibilidade ou a uma auséncia de
resposta, bem como a picos fantasma, entre outros problemas. Al-
guns requisitos basicos devem ser levados em consideragdo no que
se refere ao sistema de injecao:

- A quantidade injetada ndo deve sobrecarregar a coluna nem
causar dispersao ou formagao de caudas;

- A largura da camara de expansdo deve ser pequena o su-
ficiente quando comparada com a dispersdao do processo croma-
tografico e grande o suficiente para comportar a expansao da
amostra injetada. Neste ponto, vale salientar um detalhe muito im-
portante, que ¢ o aquecimento na camara de expansdo dentro do
sistema de injec¢ao.

O modo de injecao pode ser basicamente de trés tipos: split,
splitless e direta. Contudo, existem outros modos, como inje¢ao
de grande quantidade de amostra (LVI), inje¢do com programagao
de temperatura e injecao on-column.

O volume injetado para amostras liquidas ¢ de 0,2-20uL. em
colunas empacotadas, e de 0,01-3uL, em colunas capilares. Para
amostras gasosas, injeta-se de 0,1-50ml em colunas empacotadas
e de 0,001-0,5ml em colunas capilares. Amostras solidas devem,
primeiramente, ser solubilizadas em algum solvente.

A velocidade com que a amostra ¢ injetada influencia na sepa-
racao das bandas cromatograficas. A utilizagdo de autoamostradores
possibilita a obtencao de resultados mais precisos em relagdo a in-
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jecdo manual. Na Figura 3.6, podemos observar um cromatograma
apos uma inje¢do lenta e ap6s uma injecao rapida:

Figura 3.6 - Efeito da velocidade de injecao

m 7 Injeg¢do lenta

Injecdo rapida

10 min
Fonte: Disponivel em: <https://www.trajanscimed.com/pages/training-gc-injection> (Re-
produzido com permissao).

Injecao split/splitless

Quanto a divisao de fluxo, a injecdo pode ser classificada como
inje¢do no modo split e injecao no modo splitless. Esse controle da
divisao de fluxo € realizado por trés valvulas: uma valvula tipo agu-
lha que controla a purga do septo; uma valvula solenoide; e uma
valvula tipo agulha que controla a razdo de split. Quando a valvula
solenoide esta fechada, ocorre injecdo do tipo splitless; se estiver
aberta, ocorre a injecao no modo split (KENNEDY; KNILL, 2003).

Injecao modo split
Na inje¢ao no modo split, normalmente, a amostra encontra-se

no estado liquido, sendo introduzida em um espago aquecido, liner,
que rapidamente vaporiza a amostra, misturando-a com o gas de



88 ‘ Estudos da Pos-Graduacao

arraste e gerando um fluxo turbulento. O fluxo da mistura gasosa ¢ ra-
pidamente conduzido para a coluna, sendo que apenas uma fragao dessa
mistura (vapor da amostra + gés de arraste) adentra a coluna; o restante ¢
descartado. Esta modalidade de inje¢@o basicamente tem duas fungdes:
rapida evaporagdo e pequeno tempo de residéncia no liner, proporcio-
nando uma pequena pluma de injegao ¢ a introdugao de menor quanti-
dade de amostra. Normalmente, para amostras com muita sujeira, que
pode vir a danificar a coluna, ¢ recomendado colocar uma 1a de vidro
para reter compostos nao volateis. Na Figura 3.7, podemos observar o
tipo de injecao no modo split, em que temos um fluxo total de 54 ml/
min, 3ml sdo descartados na purga do septo e Iml vai para a coluna:

Figura 3.7 - Injecao modo split

Modo Split
Injecao
Purga do septo 3mL/min He kPa
B e— <@m=== Fluxo total 54mL/min
v

Razao de split 1:50
Split 50mL/min

N:

Valvula aberta =

Coluna TmL/min

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Para obter a quantidade que vai para a coluna, podemos efe-
tuar o seguinte procedimento:

- O primeiro passo ¢ medir a taxa de fluxo de split. Essa ta-
refa pode ser realizada com um fluxémetro. O fluxo de sp/it pode
ser facilmente medido com um fluxémetro de bolha, genericamente
conhecido como bolhometro; o fluxo na coluna pode ser calculado
pela Equagdo 3.1:

oo L 273+T,

F = —. —r
Coluna 4°7C to 273+Tcoluna

2
‘3

Em que:

d, = diametro da coluna [mm];

L = comprimento da coluna [m];

t, = tempo morto [min];

P, = pressdo absoluta interna [bar];

P, = pressdo externa, normalmente Ibar;
T = temperatura externa [°C];

T = temperatura na coluna [°C].

coluna

Apesar de esse calculo poder ser realizado manualmente, os
softwares do equipamento ja calculam o fluxo na coluna. Se um de-
tector por espectrometria de massa € utilizado, a P, pode ndo ser
conhecida com precisdo, e a equagdo se reduz a:

m o, L 27347,

2
Fropng = = d2m o€ 2 p
Coluna = 7 Gc-3 ooz 31 (Eq. 3.2)
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Com os dados de fluxo na coluna e fluxo de split, calcular,
entdo, a razao de split pela formula abaixo:

F_Coluna

Razao de split = ——————
Fpiie +F_Coluna

(Eq. 3.3)

Em que:
F = fluxo na coluna (ml/min)

Coluna

Fo= fluxo split (ml/min)
Como o fluxo na coluna ¢ muito menor que o fluxo split, a
Equacdo 3.4 pode ser simplificada, sendo escrita na forma:

F_Coluna

Razao de split = (Eq. 34)

split

Namaioria das vezes, a razao de split se situa entre 1:5 ¢ 1:1000,
ou seja, apenas 1/5 ou 1/1000 vai para a coluna. A desvantagem desse
tipo de injecdo ¢ a possibilidade de discriminagao (produgdo de um
cromatograma que ndo representa verdadeiramente a composigao da
mistura) (CARLIN; DEAN, 2013). A injecdo no modo split é ado-
tada, normalmente, para analise de componente majoritario, sendo
largamente utilizada em andlise petroquimica, analise de alimentos,
fragrancias e 6leos essenciais (JENNINGS; SHIBAMOTO, 1980).
Razdes de split muito pequenas levam a formacdo de picos as-
simétricos a esquerda e ocasionam sobrecarga na coluna; razoes de
split muito grandes levam a problemas com limite de detecc¢ao. Para
colunas de alta capacidade e/ou colunas de filme espesso, razdes de
split 1:5 a 1:20 sdo comuns. Por exemplo, para uma faixa de concen-
tragdo de 1 a 0,001 pg ml' na construg¢@o de uma curva de calibragdo
para analise de HPAs, pode-se usar um volume de injecdo 2ul, com
split na razao 1:5 (CRISTALE; SILVA; MARCHI, 2008).
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Vantagens e desvantagens

Devido a grande quantidade de perda de amostra, essa moda-
lidade de injecdao ndo ¢ adequada para andlise de tracos (<50ppm). A
amostra pode se degradar no injetor, dependendo da temperatura deste.
A degradagdo pode ocorrer em maior intensidade em /iner preenchido
com 12 de vidro. A reprodutibilidade das injecdes pode ser influenciada
pela geometria do /iner. Quando o cromatdgrafo esta equipado com co-
luna de diametro interno relativamente estreito, € recomendado utilizar
o modo de injegdo split, para evitar o sobrecarregamento da coluna.

Injecao modo splitless

Como na injecdo no modo split, a injecdo no modo splitless
¢ realizada em um /iner aquecido. A diferenga € que, neste caso, a
valvula de divisao de fluxo esta fechada, e tudo que ¢ injetado vai
para a coluna. Um ponto importante a ser observado na inje¢do no
modo splitless € que o fluxo de split ¢ o mesmo que vai para a coluna,
portanto, a amostra demora um tempo maior para ser removida do
liner para a coluna, e deve-se aguardar um tempo maior para se ini-
ciar a programagao de temperatura. O tempo tipico para abertura da
valvula ¢ em torno de 1 minuto.

A injecao no modo splitless ¢ mais adequada para andlise de
tragos, de maneira que a amostra fica no /iner um curto periodo
de tempo (tempo de splitless) e s6 depois € conduzida para a coluna,
por meio do fluxo de gas. Problemas de alargamento de banda po-
dem ocorrer se a amostra nao for reconcentrada na coluna. Assim,
duas medidas podem ser utilizadas para prevenir esse efeito:

Camara a frio: adequada para componentes com altos pontos
de ebuligdo. Nesse procedimento, a temperatura inicial do forno ¢
suficientemente baixa, de forma a que a amostra seja condensada no
inicio da coluna, reconcentrando-a.

Efeito do solvente: promove a pré-concentragdo de analitos com
ponto de ebuli¢do proximo ao do solvente. Para uma boa separagao
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cromatografica, recomenda-se que a temperatura inicial da corrida seja
20°C abaixo do ponto de ebuli¢do do analito mais leve e que os pontos
de ebulicdo dos analitos mais leves sejam pelo menos 30°C acima do
ponto de ebulicdo do solvente. Deve-se ter cuidado para que o volume
de expansao da amostra seja tomado em relacdo ao volume do /iner. Se a
amostra expandir demais, pode extrapolar e sair do /iner, contaminando a
linha de gas e gerando perda de amostra pela purga do septo (Figura 3.8):

Figura 3.8 - Injecao modo splitless
Modo Splitless
Injecao
Purga do septo He kPa
s (s

Split 100mL/min

)=

Valvula fechada —

Coluna TmL/min

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Uma desvantagem da injecdo no modo splitless ¢ que a
amostra permanece mais tempo no /iner, podendo haver degradacao
da amostra (“split vs splitless”) (Figura 3.9):

Figura 3.9 - Degradacao de amostra no injetor

Splitless
E i Tempo de
Aniline p,p/‘-DDT residéncia = 1min
Pentachlorophenol
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1 -
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Split
N - - Tempo de
|4 - dinitrophenol p, p’ - Y
Time / Pentm:hlprophéol residéncia = 3s
/Endnn
N
L -
2,00 6,00 10,00

Fonte: Disponivel em: <http:/www.sge.com/support/training/injection/inlet-liner-deactiva-
tion/deactivation-4> (Reproduzido com permissao).

Outro fato que pode ocorrer em injecdo no modo splitless ¢ a
discriminacdo de massa, que ocorre quando uma amostra vaporizada
no /iner ndo segue de maneira representativa para a coluna, devido a
diferengas de peso molecular entre os compostos da amostra. O cro-
matograma do topo da Figura 3.10 mostra o que acontece quando a
temperatura da porta de inje¢do ¢ muito baixa: o composto C22 ndo
ganha energia suficiente para vaporizar durante o tempo de splitless
de 1 minuto. A maioria dos outros hidrocarbonetos ndo sao afetados
pela diferenca de temperatura. De fato, as zonas sdo as mesmas para
C8 a C16 em ambos os cromatogramas, mas ¢ evidente que a tem-
peratura de 200°C d4a muito melhores recuperagdes para os compos-
tos mais pesados do que a de 120°C.
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Figura 3.10 - Discriminagao de massa
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Fonte: Disponivel em: <http:/www.sge.com/support/training/injection/injection-tempera-
ture> (Reproduzido com permissao).

Na inje¢do no modo splitless, podemos obter picos mais es-
treitos utilizando o efeito do solvente. Se a amostra vaporizada for
distribuida ao longo da coluna, havera uma perda de eficiéncia,
ocasionando picos alargados. Entretanto, esse problema pode ser
contornado por condensagdo do solvente em uma estreita faixa
na por¢do inicial da coluna. Isso pode ocorrer se a temperatura
da coluna for 10°C abaixo do ponto de ebuli¢do da amostra. Se
possivel, deve-se utilizar uma amostra de solvente com um ponto
de ebulicdo de pelo menos 25°C inferior ao do componente da
amostra mais volatil (ROOD, 2007). Na Figura 3.11, podemos ob-
servar a formagao de filme do solvente e a coleta do analito na
porcdo inicial da coluna. Percebe-se que o efeito do solvente sera
efetivo apenas se o solvente for mais volatil que os constituintes.
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Figura 3.11 - Efeito do solvente

Seringa
Amostra
+
Liner Solvente
Coluna: Solvente
Vaporiza¢io da amostra Formacio de filme de  Condensacéo no

solvente na coluna filme de solvente
Fonte: Elaborada pelos autores.

Injecao cool on-column

A injecdo de amostra diretamente na coluna a frio € vantajosa,
particularmente, para amostras de alta massa molecular, tendo em
vista que a amostra ¢ depositada diretamente na coluna, aumentan-
do-se, assim, a reprodutibilidade, devido a baixa ou inexistente
discriminacdo e decomposi¢ao da amostra (PEREIRA; AQUINO
NETO, 2000). A injecao na coluna a frio ¢ pouco utilizada para a
analise de matrizes complexas, pois as substancias de maior ponto
de ebuli¢do tendem a se acumular na coluna e podem gerar arte-
fatos apos algumas injecoes (NEY; TORRES, 2004). Nesse tipo de
inje¢do, a amostra ¢ injetada diretamente na coluna; em seguida, um
sistema de resfriamento ¢ colocado em torno do injetor para que as
amostras possam ser injetadas a baixas temperaturas (Figura 3.12).
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Figura 3.12 - Injetor on-column

Gasde arraste  =——3p '
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Injecao PTV

O injetor com temperatura programavel (PTV) ¢ uma com-
binag¢ao do injetor split/splitless com um sistema que o envolve e
pode ser removivel. Esse sistema consiste de uma manta isolante
equipada com um mecanismo de aquecimento (cartucho de aque-
cimento) e resfriamento (circula¢do de gas frio). Um injetor de PTV
pode ser muito Util como solu¢do para um numero distinto de ti-
pos de amostras. Pode ser utilizado para concentrar porgdes de uma
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amostra, permitindo inje¢des de volumes maiores do que uma co-
luna analitica normalmente aceita. Pode ainda ser usado como um
injetor de grande volume para amostras que contenham pesados
componentes ou particulas. O PTV ¢ construido com um injetor de
baixa densidade, permitindo que ele seja aquecido com precisdo e
controle a taxas de até 14,5°C por segundo.

No modo de injegcdo com programacao de temperatura, inje-
ta-se de 1-10puL da amostra. O analito fica adsorvido no /iner ou em
um material adsorvente, e o solvente é descartado. Entdo, o analito
¢ transferido para a coluna por uma programacao de temperatura
(Figura 3.13 - Injetor PTV):

Figura 3.13 - Injetor PTV

Adsorg¢ao do analito
nas paredes do «liner»

Descarte do solvente

Valvula aberta

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Injecao LVI

Injecdo de grandes volumes (LVI) é um pré-requisito da
analise moderna em cromatografia gasosa (CG), especialmente
quando componentes de amostra trago tém que ser determina-
dos em niveis muito baixos de concentragdo. A injecdo de maior
volume aumenta a sensibilidade, reduz, ou até mesmo elimina, a
necessidade de passos de concentracao do extrato. Além disso,
um grande volume de injecdo pode servir como uma interface
para a ligacdo em linha de CG com uma etapa de preparagdo da
amostra, além de dar uma grande redu¢do na preparagdo e trata-
mento de amostras.

A injecao LVI foi usada inicialmente em 1985 (GROB; KAR-
RER; RIEKKOLA, 1985). Para trabalhar com esse método, ¢ im-
portante realizar um clean up eficiente da amostra, pois também ha
risco de inserir maiores quantidades de contaminantes no sistema
cromatografico. Como exemplo de aplicacdo, temos a analise de
HPAs em emissdes de motores a diesel (SOUZA; CORREA, 2015).

Injecao headspace

Normalmente, a injecdo no modo headspace ¢ utilizada para
processos em que a amostra possa contaminar o sistema de injegao.
Por exemplo, a presenca de acidos graxos volateis em biorreatores
pode indicar a presenga de micro-organismos. A andlise de 4cidos
graxos, usualmente, ¢ realizada por titula¢do, cromatografia liquida
e cromatografia de ions, porém a cromatografia gasosa com detector
de ionizacdo em chama € mais sensivel, embora possa levar a conta-
minacdo do detector e a contaminacdes em virtude das técnicas uti-
lizadas, como a extragao por solvente. Técnicas de inje¢ao por head-
space tradicional ou headspace por SPME sdo técnicas eficientes e
dispensam o uso de solventes de extragdo (CRUWYS et al., 2002).
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Camara de vaporizacao (liner)

A camara de vaporizagdao, comumente chamada de /iner, tem
uma importante funcdo na vaporizacao das amostras. A primeira
pergunta que surge € por que usar um /iner. A resposta ¢ simples:
o liner elimina o contato da amostra com o metal, promovendo um
aquecimento mais uniforme da amostra. Um /iner ideal deve for-
necer condigdes ideais para a vaporizacdo da amostra e ser inerte
o suficiente para ndo interagir com a amostra a ser analisada. Além
disso, deve ter um volume suficiente para conter a amostra apos a
expansao, sem extravasar. Caso haja extravasamento do /iner, o ex-
cesso pode se acumular na entrada do gés de arraste, podendo gerar
picos fantasmas (Figura 3.14):

Figura 3.14 - Acimulo de amostra por extravasamento do liner

Purga do septo
Fluxo Total w Ainjecdo de um

A’% solvente com
Gas 0 A0 i um grande
de arraste P Purga de split volume de
T3 te =a o4 expansao pode

Moléculas A A provocar uma
da amostra 1 [l sobrecarga na

) pl ® camara de
Moléculas L expansio
do solvente

Coluna

Fonte: Disponivel em: <http:/www.sge.com/support/training/injection/flashback/flashba-
ck---cause> (Reproduzido com permissao).

Uma escolha do volume do liner deve ser realizada para evitar
os picos fantasmas (Figura 3.15):
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Figura 3.15 - Cromatograma com picos fantasmas
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Fonte: Disponivel em: <http://www.sge.com/support/training/injection/flashback/flashback-

--ghost-peaks> (Reproduzido com permissao).

Outro fator importante na escolha do /iner diz respeito a pola-
ridade dos compostos a serem analisados. Para compostos altamente
polares, um /iner inerte previne a perda de analito por adsor¢ao. Na

Figura 3.16, temos trés representacdes de liner:

Figura 3.16 - Liners para injecao com la de vidro, no modo split e no modo splitless

La de vidro —>

Fonte: Elaborada pelos autores.

-

B




CROMATOGRAFIA GASOSA: Aspectos tedricos e praticos I 101

Os principais parametros avaliados na escolha do liner sdo:
- O volume do liner;

- O didmetro interno;

- Se 0 modo de injecao ¢ split ou splitless;

- Se o liner é empacotado ou ndo empacotado.

O primeiro parametro a ser avaliado é o volume do /iner. De-
ve-se levar em consideragdo o volume de vapor que sera produzido
em seu interior apds a expansdo, o que depende do tipo de solvente
usado no preparo da amostra, da temperatura de inje¢ao e da pres-
sdo no interior do /iner. O volume deve ser grande o suficiente para
acondicionar a amostra sem extrapolacao para fora do liner. Se o di-
ametro do /iner for muito pequeno, a amostra ir4 expandir para fora
do liner, ocasionando perda de amostra pela purga do septo e pela
divisdo de fluxo. Isso pode ser observado quando surgem picos cro-
matograficos com cauda e pobre reprodutibilidade da area do pico.
O volume de vapor da amostra pode ser calculado por:

(Vx L) xRxTx1.000.000

MM
Eq. 3.5
P, + P, (Eq. 3.5)

Volume de vapor(mlL) =

Em que:

V = volume da amostra em ml;

D = densidade do solvente (g/ml a 20°C);

MM = massa molar do solvente (Da);

R =constante dos gases de Boltzman (8,314462 m3 Pa/mol.K );
T = temperatura do injetor;

Pa = pressao atmosférica (Pa);

Pi = pressao no injetor (Pa).

Por exemplo, para a injecdo de IuL de hexano, a 300°C e
66K Pa, teriamos um volume de vapor de:
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0,659
86

(0,001x )x8,314462x573x1.000.000

101325 + 66000

Volume de vapor(ml) =

Volume de vapor(ml) = 0,22 mL ou 220uL

Como regra geral, o volume de vapor nao deve exceder 80% do
volume do /iner. Portanto, para o uso de um liner TRACE 1300/1310
and Agilent 2,3mm L.D. x 78,5mm, o volume do /iner sera:

] axD%xh  3,14x2,3%2x78,5xmm3x10"¢cm3x1mlL
Volume do liner(mlL) = =
4 4x1mm3x1cm3

3,14x2,3%x78,5xmm3x10"¢cm3x1mL

4x1mm3x1cm3

Volume do liner(mL) = 0,32mlL

Alguns fabricantes de /iner distribuem softwares gratuitos em
que o analista pode simular varios tipos de solventes, varios tipos de
liner e varias condigdes de injegao (Figura 3.17):
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Figura 3.17 - Software para selecao de liner-SGE

a9 Vapour Volume Calculator oo =
Liner Details
092061
Split/Splitless. rec. Gooseneck. Quartz Wool i T —
Liner volume: 770 pL g
Instrument Settings
Injection Volume [pL] i Estimated Vapour Volume:
Inlet Temperature [*C] 100 | 208-2PL
Inlet Pressure 1 o
% Liner Saturation: 20
Pressure Units atm v
| 27%
Solvent Parameters
Solvent |Acetone ~|

Boilin_g point 56°C

Density: 0.79g/mL 100% -
Molecular weight 58.08 _
Q000000 06—

Fonte: Disponivel em: <http:/www.sge.com/products/gc-lc-supplies/gc-supplies/gc-inlet-
-liners3> (Reproduzido com permissao).

A escolha do tipo de /iner depende do volume a ser injetado,
das propriedades fisico-quimicas do solvente, do estado fisico da
amostra e do tipo de fibra injetada.

A andlise de compostos termolabeis ¢ desaconselhada de-
vido a degradacdo causada no injetor. Um controle rigoroso nas
condigdes de inje¢do e de adicao de aditivos pode, entretanto, tor-
nar possivel esse tipo de injecdo. Por exemplo, utilizando um /liner
standard HP double tapered splitless liner, & possivel analisar a feni-
lureia. J& em injecdo splitless convencional, hd a formacdo extensa
e irreproduzivel de isocianatos e aminas. Apesar disso, um controle
cuidadoso das condigdes de funcionamento, como da temperatura
de entrada, da pressao e da presenga de aditivos quimicos adequados
(acido acético, aminas de baixo peso molecular em massa, anidridos
organicos), pode minimizar a decomposi¢ao térmica, permitindo a
analise direta por GC-MS (GENNARO et al., 2001).
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Andlise de pesticidas em frutas e legumes, de policloreto de
bifenila (PCB) no leite em pd e de PCBs coplanares em peixes pode
ser obtida com o uso de inje¢do PTV com liner especifico (DAVID
et al., 2013). Liner inerte rende melhor precisdo (repetibilidade)
(ZHANG; WANG:; LIU, 2015).
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FASES ESTACIONARIAS E COLUNAS
CROMATOGRAFICAS

Vitor Paulo Andrade da Silva
Pablo Gordiano Alexandre Barbosa
Ari Clecius Alves de Lima
Ronaldo Ferreira do Nascimento

A fase estacionaria ¢ a principal responsavel pela separa-
¢do dos analitos em uma analise cromatografica (ZEEUW; LUONG,
2002). Ela fica contida no interior de um tubo longo, que pode ser
constituido de aco inox, vidro, silica fundida, aluminio, PTFE etc.
Este conjunto ¢ denominado coluna cromatografica.

O fenomeno de separagdo ocorre devido aos processos di-
ferenciados de transferéncia de massa dos analitos entre fase esta-
cionaria e fase movel. Ou seja, cada analito interage de maneira
particular com a fase estaciondria, influenciado por caracteristicas
fisico-quimicas, como pressdao de vapor e forgas intermoleculares
(analito/fase estacionaria).

Na Figura 4.1, pode ser observada a separagdo de dois ana-
litos influenciada pela diferenga na magnitude da interacdo entre
eles e a fase estaciondria (FE). O analito 1, que possui maior afi-
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nidade pela fase estacionaria, apresenta uma distribuicdo predomi-
nante nesta. Isso retarda seu deslocamento pela coluna. Ja o analito 2
possui pouca afinidade pela fase estacionaria, o que faz com que
sua distribui¢do seja favoravel a fase movel. Dessa forma, o analito
2 é eluido mais rapidamente. A medida que os analitos migram no
interior da coluna, deslocados pelo gas de arraste, ocorre a sepa-
racdo entre eles.

Figura 4.1 - Representacao de uma separagcao cromatografica, em coluna capilar, devido a
interacao diferenciada entre analitos e fase estacionaria (FE)

Sentido da eluicdo

—]

Suporte da
Fase estaciondria fase estacionaria

N

Analitos com = A

pouca afinidade A

. pela FE sdo ——— A

. eluidos primeiro. A A
4 »

1%

Maior quan f
de interacdes com a
FE. Maior reten¢ao
dos analitos.

@ Analito 1 A\ Analito 2

Fonte: Elaborada pelos autores.

A capacidade da coluna cromatografica em separar (“dife-
renciar”’) determinados analitos pode ser chamada de seletividade,
e esta ¢ determinada pelas interacoes fisico-quimicas dos analitos
com a fase estacionaria. Em um contexto mais amplo, a separagao
adequada dos analitos no método cromatografico (resolugdo) esta
também atrelada a outros fatores, como programacao de tempera-
tura do forno e comprimento da coluna, o que sera explorado no
decorrer do capitulo.
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O termo que expressa a tendéncia do analito em se distribuir
entre a fase movel e a estacionaria € a constante de distribuigdo (K )
(Equagédo 1.1). O valor de K ¢ um pardmetro termodinamico, que
depende da natureza quimica da fase estacionaria e ¢ fortemente
influenciado pela temperatura (MCNAIR; MILLER, 2009).

A forma como a fase estacionaria esta distribuida no interior
da coluna pode classifica-la em recheada ou capilar, como veremos
nas proximas segoes.

Colunas recheadas

As colunas recheadas (ou empacotadas) sdo preenchidas com
particulas uniformes e finamente divididas, geralmente terra dia-
tomacea (silica). Esse material pode ser a propria fase estacionaria
ou pode servir de suporte para uma fase estacionaria liquida nao
volatil (Figura 4.2). Com frequéncia, a silica ¢ tratada quimicamente
em um processo chamado de silanizagdo, que substitui grupos hi-
droxilas presentes por outros grupos. A silanizagdo pode também
auxiliar na imobilizagdo do polimero liquido nao volatil, que fun-
cionara como fase estacionaria na superficie do suporte, tornando
esta mais estavel em temperaturas mais altas.

Figura 4.2 - Coluna recheada ou empacotada: (a) foto; (b) corte transversal

(a) (b)

Fonte: (a) Agilent Technologies (2015a) (Reproduzido com permissao); (b) Elaborada pelos
autores.
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A uniformidade entre o tamanho das particulas propicia um
fluxo mais uniforme do eluato, favorecendo o aumento da resolu-
¢do, uma vez que particulas com dimensdes variadas contribuem
para que alguns fluxos dentro da coluna sejam mais longos do
que outros. Ou seja, com particulas de tamanho mais uniforme, o
efeito dos multiplos caminhos ¢ reduzido (Ver se¢do “Equagdo de
Golay e eficiéncia de coluna capilar em CG”).

As colunas empacotadas sdo, geralmente, confeccionadas
com aco inoxidavel ou vidro. Na analise de substancias corrosi-
vas, ou quando a fase estacionaria apresenta tendéncia a reagir
com os materiais citados acima, utilizam-se colunas fabricadas ou
revestidas internamente com o PTFE (nome comercial Teflon®).
A limitacdo do PTFE ¢ que s6 pode ser empregado em analises
com temperatura inferior a 200°C.

Colunas recheadas eram muito utilizadas em analises
cromatograficas no passado. Atualmente, elas tém sido subs-
tituidas pelas capilares, que sdo mais eficientes e mais rapidas
(SKOOG et al., 2008).

Colunas capilares

As colunas capilares (Figura 4.3) s3o empregadas na maio-
ria das andlises atualmente. Elas proporcionam melhor resolucao,
maior sensibilidade e menor tempo de anélise, quando comparadas
com as recheadas. Podem ser fabricadas com vidro, aco inoxidavel
ou silica fundida (SiO,), com o recobrimento de um material pro-
tetor, geralmente poliimida, um polimero capaz de resistir a até
350°C (Figura 4.3).
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Figura 4.3 - Coluna capilar: (a) foto; (b) corte transversal

Revestimento de poliimida

Silica fundida

Fase estaciondria

(@) (b)

Fonte: (a) Agilent Technologies (2015a) (Reproduzido com permissao); (b) Elaborada pelos
autores.

Varios tipos de colunas capilares estao disponiveis comercial-
mente. Podem ser dos tipos: coluna capilar com parede recoberta
(WCOT, do inglés wall coated open tube); coluna capilar com fase
estacionaria ligada a parede (WBOT, do inglés wall bonded open
tube); coluna capilar com sup orte recoberto (SCOT, do inglés sup-
port coated open tube); e coluna capilar com camada porosa (PLOT,
do inglés poroos layer open tube) (Figura 4.4).

Figura 4.4 - Corte transversal para tipos de colunas capilares: (a) coluna capilar com parede
recoberta (WCOT) ou com fase estacionaria ligada quimicamente a parede (WBOT); (b) co-
luna capilar com camada porosa (PLOT); (c) coluna capilar com suporte recoberto (SCOT)

Ca) (b) (€]

Fonte: Elaborada pelos autores.
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As colunas WCOT possuem um filme da fase estacionaria
liquida recobrindo uniformemente as paredes internas da coluna
(Figura 4.4). A espessura desse filme varia de 1 a Sum. As colunas
WBOT sdo mais avangadas, pois a fase estaciondria ¢ imobilizada
quimicamente na parede interna da coluna, processo que aumenta
sua durabilidade, pois ha diminuicao significativa da lixiviagao por
solventes e da volatilizagdo em altas temperaturas. A perda de fase
estacionaria ¢ denominada sangramento, o qual sera discutido com
mais detalhes a seguir. Nas colunas PLOT (Figura 4.4), a fase esta-
cionaria ¢ constituida de particulas solidas porosas fixas as paredes
internas da coluna. Tais particulas podem ser compostas de zeo6litas
(peneira molecular), carbono grafitado ligado quimicamente (Car-
boxen®), polimero poroso, silica quimicamente ligada ou alumina.
Esse tipo de coluna pode ser comumente utilizado na separacao de
moléculas pequenas, como gases permanentes, hidrocarbonetos
leves e compostos sulfurados leves. Nas colunas SCOT (Figura 4.4),
uma fase estaciondria liquida recobre o material particulado adsor-
vente. Podem ser usadas na analise de isomeros do xileno, analitos
aromaticos, olefinas e separagdes por ponto de ebuli¢ao.

As principais diferengas entre as colunas recheadas e capi-
lares para cromatografia gasosa podem ser observadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Principais diferencas entre as colunas recheadas e capilares

Parametro Recheada Capilar
Comprimento (m) 1-6 10 - 100
Diametro interno (mm) 1-4 0,15-0,75
Eficiéncia (prato/metro) 500 - 1.000 1.000 - 4.000
Quantidade de amostra (ng) 10 - 1.000 10 - 10°
Velocidade relativa de analise Répida Lenta
Estabilidade quimica Menos estavel Mais estavel

Fonte: Collins, Braga e Donato (2006).
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Tipos de fases estacionarias

A fase estacionaria pode ser um polimero liquido ndo volatil
(cromatografia gés-liquido) ou um material solido poroso (cromato-
grafia gas-solido). Na Tabela 4.2, podem ser observados os aspectos
gerais do mecanismo de separagdo de acordo com o tipo de fase
estacionaria para cromatografia gas-liquido e gas-solido.

Tabela 4.2 - Mecanismo geral de separacao da fase estacionaria de acordo com o método
cromatografico

Mecanismo de

Método cromatografico Fase estacionaria .
separacio
Gas-liquido Polimero liquido Particdo (absorgdo)
Gas-solido Sélido Adsorg¢ao

Fonte: Harris (2010).

Fase estacionaria solida em cromatografia gas-solido (CGS)

Esse tipo de fase estacionaria destina-se a separagao de solu-
tos muito volateis, principalmente gases. E constituida de pequenas
particulas porosas aderidas a parede interna da tubagem capilar por
um agente aglutinante ou por meios semelhantes (AGILENT TECH-
NOLOGIES, 2015d). Sao conhecidas como colunas PLOT. A sepa-
racdo ocorre com base nas diferentes propriedades de adsor¢ao. Na
Tabela 4.5, podem ser observados os tipos de adsorventes utilizados
em fases estacionarias solidas.
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Tabela 4.5 - Tipos de materiais adsorventes utilizados em fases estacionarias solidas

Fase estacionaria

Aplicacio tipica

Adsorvente de alta seletividade

Alta retengdo de hidrocarbonetos oxigenados
(indice de retengio para metanol > 1400). Util
para os alcoois, cetonas, éteres e gasolina,
diesel e série de hidrocarbonetos de C, a C,.

Oxido de aluminio desativado com KCl

Fase de alumina menos polar. Menor
retencgdo de olefinas comparado a parafinas.
Hidrocarbonetos isomeros de C, a C,.
Boa resolugdo para dienos, especialmente
propadieno e butadieno a partir de uma série
de etileno e propileno.

Oxido de aluminio desativado com KCl

Analise de hidrocarbonetos leves

Oxido de aluminio desativado com NaSO A

Isdmeros de hidrocarbonetos leves (C, a C,).
Resolugao de acetileno em butano e propileno
em isobutano.

Silica suportada ligada

Hidrocarbonetos de C, a C ,, CO,, tragos de
sulfetos, hidretos gasosos, gases inorganicos,
carbonos alogenados, SF, separacio de
oxigénio/nitrogénio a -80°C.

Ligado, camada de carbono monolitico

Hidrocarbonetos de C, a C,,, CO,, ar/CO,
tragos de acetileno em etileno, metano.

Zedlita (peneira molecular SA)

Gases nobres e permanentes.

Zedblita (peneira molecular 5A)

Gases nobres e permanentes. Filmes espessos
e finos disponiveis. Filme espesso resolve
arg6nio e oxigénio a 35°C.

Poliestireno-divinilbenzeno

Isomeros de C, a C,, alcanos até C,,, CO,,
metano, ar/CO, agua, compostos oxigenados,
sulfurados, solventes.

Divinilbenzenohomopolimero poroso

Polaridade entre Porapk-Q e Porapak-N

Divinilbenzeno/etileno

Mais polar que HP-PLOT e GS-Q.
Hidrocarbonetos de C, a C, CO,, metano, ar/
CO, agua, aminas, solventes, alcoois, cetonas,
aldeidos.

Fonte: Supelco (2015a) e Agilent Technologies (2015e).
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Informacdes adicionais e mais detalhadas a respeito dos ti-
pos ¢ aplicagdes de colunas PLOT podem ser obtidas em websites
de fabricantes (Agilent J&W, Supelco, SGE, Phenomenex, Restek,
Thermo). Tenax®, HayeSep®, Porapak® e Chromosorb® sdo algu-
mas marcas registradas de polimeros porosos adsorventes desen-
volvidos para separacdo de gases e analitos muito volateis. Outras
marcas de adsorventes sdo Carbotrap® e Carbopack™ (baseados em
carbono negro grafitado) e Carboxen® e Carbosieve® (polimero es-
férico de carbono grafitado).

Deve-se ressaltar que esses tipos de polimero apresentam va-
riedades de classificagcdes secundarias baseadas em tamanho de par-
ticulas e tamanho de poros (SUPELCO, 2015b).

Fase estacionaria liquida em cromatografia gas-liquido (CGL)

Como fases liquidas, podemos citar o dimetilpolissiloxano e
o polietilenoglicol. Nessas fases, ha trés interagdes principais com
os compostos da amostra: forcas de dispersdo, momento dipolo
e ligagdo de hidrogénio.

Ha intimeras fases estacionarias disponiveis comercialmente,
com caracteristicas que vao de apolar até polar. A polaridade da
fase estacionaria ¢ determinada pela polaridade dos grupos substi-
tuintes e suas quantidades relativas (AGILENT TECHNOLOGIES,
2015b). A Tabela 4.3 relaciona algumas fases em ordem crescente
de polaridade.



120 | Estudos da Pos-Graduagao

Tabela 4.3 - Relagao das principais fases estacionarias em ordem crescente de polaridade
e suas estruturas moleculares

~ CH,
100% dimetilpolissiloxano T O—Si
= CH; —100%
— CH, CH,H;
5% fenil-metilpolissiloxano --O—Sli J [O—Sli }
CH, 9s% _ CHeHs 5,
_ CH, oHs
35% fenil-metilpolissiloxano --O—S|HO—S|%
- Ch, 65%

CeHs sy,

HO
B-ciclodextrina o
em (35%-fenil)- OH
metilpolissiloxano o
OH 1,

CH; o ~ CHHs -
50% fenil - 50% O_Sl- 0—Si
1 1
metilpolissiloxano | |
CH, so%  CeHs 5oy

O+
|

6% cianopropilfenil - 94% 0—si 4+ 0 —3Si

metilpolissiloxano [ |

(G| cHs |,

CN




121

CROMATOGRAFIA GASOSA: Aspectos tedricos e praticos

CH,
~ 14% cianopropil-fenil - 86% o—si 0 —si
| =] S | \
':E B metilpolissiloxano (CHs |, oHs |,
D ;4 |
= CN
=%

S, vy
S

30% heptakis (2,3-di-

O-metil-6-O-t-butil )/.\,n\;fl 7N
dimetilsilil)-B-ciclodextrina s ih\/
%,\ L& AN
em 14% cianopropil-fenil- N S
metilpolissiloxano 2k S
7"*’
N
- CN —25%
CH,
o) s CH,
(50% Cianopropilfenil)- |
metilpolissiloxano CH, CH,
0-Si rO—Si—r
CH, s0%  CoMs Soy
— c||:3
CH,
(35% trifluoropropil)- Cll-lz
metilpolissiloxano |
—-O—Sll
CHs |,
- C|N =
C?Z
(50% Cianopropil)- I
metilpolissiloxano CH,
—+0—Si—
CH,
2 H H
g N
= Polietilenoglicol -HO C—C—0 H
- ||
g H H n

Fonte: Agilent Technologies (2015b) (Figura adaptada, reproduzida com permissao).
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Os fabricantes de coluna para cromatografia utilizam sua
propria denominagdo, ou codigo, para se referir a um tipo de fase
estacionaria. Ou seja, ha diversas referéncias de colunas cromato-
graficas para uma mesma fase estacionaria.

A Tabela 4.4 relaciona os tipos de fases estaciondrias mais
comuns e 0 nome comercial (AGILENT TECHNOLOGIES, 2015c¢)
similar de acordo com o fabricante.

Tabela 4.4 - Fase estacionaria e nomes comerciais similares conforme o fabricante

Fase estacionaria

Nomes comerciais similares conforme o

fabricante

Dimetilpolisiloxano

HP-1, DB-1, SPB-1, Rtx-1, BP-1, OV-1, OV-
101, 007-1(MS), SP-2100, SE-30, ZB-1, AT-1,

MDN-1

50% fenil - 50% metilpolisiloxano

DB-17, Rxi-17Sil MS, Rtx-50, 007-17, SP-

2250, SPB-50, BPX-50, SPB-17, AT-50

3-cianopropil polisiloxano

DB-23, SP-2330, Rtx-2330, 007-23, AT-Silar,

BPX-70, SP-2340

Trifluoropropilmetilpolysilicone

DB-200, DB-210, Rtx-200, SP-2401

50% cianopropil - 50% fenilmetilsilicone

DB-225, SP-2330, Rtx-225, BP-225, OV-225,

007-225, AT-225

Polietilenoglicol

(massa molecular média de 950-1.050)

DB-WAX, HP-20M, SUPELCOWAX

10,

CP-WAX 52 CB, SUPEROX II, CB-WAX,
Stabilwax, BP-20, 007-CW, Carbowax, HP-

INNOWax, Rtx-WAX, ZB-WAX

75% fenil - 25% metilpolisiloxano

DB-17, Rxi-17Sil MS, Rtx-50, 007-17, SP-

2250, SPB-50, BPX-50, SPB-17, AT-50

25% fenil - 25% cianopropilmetilsilicone

DB-225ms, SP-2330, Rtx-225, BP-225, OV-

225, 007-225, AT-225

Polietilenoglicol TPA

(Carbowax acido tereftalico 20M)

Stabilwax-DA, HP-FFAP, Nukol, 007-FFAP,
BP21, CP-Wax 58 (FFAP) CB, AT- 1000, OV-

351, CP-FFAP-CB, DB-FFAP

5% fenil - 95% metilpolisiloxano

DB-5, SPB-5, Rtx-5, BP-5, OV-5, 007-2(MPS-
5), SE-52, SE-54, XTI-5, PTE-5, ZB-5, AT-5,

MDN-5, ZB-5
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Fase estacionaria

Nomes comerciais similares conforme o
fabricante

5% fenil - 95% metilpolisiloxano (ms)

DB-5ms, Rtx-5ms, Rxi-5ms, Rxi-5Sil MS,
PTE-5, BPX-5, AT-5ms, ZB-5ms, ZB-5MSi,
SLB-5ms, Equity-5

25% fenil - 75% metilpolisiloxano

DB-35, Rtx-35, Rtx-35ms, Rxi-35Sil MS,
SPB-35, AT-35, Sup-Herb, MDN-35, BPX-35,
ZB-35, ZB-35ht

20% fenil - 80% dimetilpolisiloxano

DB-35, Rtx-35, Rtx-35ms, Rxi-35Sil MS,
SPB-35, AT-35, Sup-Herb, MDN-35, BPX-35,
ZB-35, ZB-35ht

Polietilenoglicol & diepoxido estereficado
com acido nitrotereftalico

DB-FFAP, HP-FFAP, Stabilwax-DA, HP-FFAP,
Nukol, 007-FFAP, BP21,CP-Wax 58 (FFAP)
CB, AT - 1000, OV-351, CP-FFAP-CB

1% vinil - 5% fenilmetilpolisiloxano

DB-5, SPB-5, Rtx-5, BP-5, OV-5, 007-2(MPS-
5), SE-52, SE-54, XTI-5, PTE-5, ZB-5, AT-5,
MDN-5, ZB-5

35% fenil - 65% dimetilvinilsiloxano

DB-35, Rtx-35, Rtx-35ms, Rxi-35Sil MS,
SPB-35, AT-35, Sup-Herb, MDN-35, BPX-35,
7ZB-35, ZB-35ht

6% cianopropilfenil -

94% dimetilpolisiloxano

DB-624, DB-1301, AT-624, Rtx-624, PE-624,
007-624, 007-502, CP-624, ZB-624, VF-
624ms, Rtx-1301, PE-1301

Divinilbenzeno-etilenoglicol-dimetacrilato

DB-1701, SPB-1701, CP-Sil 19 CB, Rtx-1701,
BP-10, OV-1701, 007-1701, ZB-1701

Fonte: Agilent Technologies (2015¢).

Condicdes operacionais de uma coluna

Para uma coluna cromatografica operar em condicoes satisfa-
torias, ela deve estar condicionada, bem instalada no forno do cro-
matdgrafo e operar em limites de temperaturas recomendadas ao

tipo de fase estacionaria.

Para a instalag@o da coluna, destacamos alguns passos impor-
tantes que devem ser seguidos (AGILENT TECHNOLOGIES, 2011a):
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1. A coluna deve ser fixada em local proprio, dentro do forno.

Deve ser averiguado se o tubo nao esta tocando nas paredes
do mesmo. Com a vibragdo da coluna no interior do forno,
causada principalmente pelo sistema de ventilagao, o ponto
de contato pode desgastar a coluna. Isso pode fazer com que
haja uma ruptura nesses pontos de desgaste, uma vez que a
poliimida fica enfraquecida nessas areas (ROOD, 2007).

. Curvas acentuadas devem ser evitadas, pois isso gera uma

tens@o no tubo e pode provocar ruptura.

. As extremidades da coluna devem ser cortadas em angulo

reto com a parede do tubo (perpendicularmente) e ndo devem
estar irregulares, com rebarbas ou lascadas (Figura 4.5). O
corte deve ser feito com uma ferramenta apropriada, como
um lapis de ponta de diamante, carbureto ou safira, ou uma
cunha de clivagem de ceramica.

Figura 4.5 - Foto de colunas capilares evidenciando cortes incorretos e corte correto

Corte
incorreto

Fonte: Chromacademy (2013) (Reproduzido com permissao).

O corte incorreto pode resultar em zonas de adsor¢@o para os

analitos ou picos com calda (Figura 4.6) (ROOD, 2007).
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Figura 4.6 - Representacao da extremidade de uma coluna capilar mal cortada. Com a
injecao da amostra (a), moléculas podem ficar brevemente retidas nas rebarbas da coluna
(b), resultando em picos com caldas

Fonte: Elaborada pelos autores.

O condicionamento ¢ uma etapa crucial para o desempenho da
coluna. Essa pratica expulsa os contaminantes € minimiza a erratici-
dade e desvios da linha de base. Colunas novas devem ser condicio-
nadas, pois contém contaminantes volateis resultantes do processo de
revestimento. Recomenda-se também condicionar colunas usadas que
foram armazenadas por algum tempo sem estarem vedadas (AGILENT
TECHNOLOGIES, 2011b; SGE, 2012). O condicionamento ¢ realizado
passando-se o gas de arraste pela coluna durante um tempo definido,
para expulsar o oxigénio, e, em seguida, aquecendo-a a uma tempera-
tura recomendada pelo fabricante, também por um certo periodo de
tempo. O aquecimento da coluna com oxigénio em seu interior ou sem
fluxo de gas de arraste promove degradagdo da fase estacionaria.

E possivel observar os efeitos do condicionamento pela linha
de base do cromatograma, quando esta fica plana ou estabilizada.
Fases estacionarias com filmes espessos ou polares, em muitos ca-
s0s, requerem mais tempo para estabilizar.
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Cada tipo de fase estacionaria possui limites de temperaturas
operacionais, nos quais ela se mantém estavel e funcional por exten-
sos periodos. Temperaturas acima do limite superior podem ocasio-
nar danos permanentes a coluna e provocar a perda de desempenho.
Abaixo do limite inferior de temperatura, a fase estacionaria perde
suas propriedades cromatograficas, e os picos tornam-se largos e
arredondados. Nesse caso, a coluna ndo seria danificada. Em ambas
as situagoes, ha perda de retengao dos analitos e de eficiéncia (reso-
lugao) (ROOD, 2007).

Outras observagdes a serem consideradas para a instalagao
adequada de uma coluna cromatografica envolvem:

a. checagem da armadilha de purificacdo nas linhas de gas,
para impedir a entrada de impurezas no sistema cromato-
grafico e remover oxigénio, umidade e/ou hidrocarbonetos;

b. checagem do septo ¢ liner;
checagem de vazamentos;

d. checagem do fluxo do gas de arraste com fluxometro.

o

Sangramento da coluna

Quando ocorrer de o nome comercial da coluna vir seguido
por “ms”, significa que a fase estacionaria apresenta uma perfor-
mance melhor, sendo mais estavel e podendo suportar limites de
temperaturas mais elevados. Diz-se, entdo, que ela ¢ mais resistente
ao sangramento. O sangramento da coluna ¢ a degradacdo da fase
estaciondria, causada pela elevada temperatura no forno. Como con-
sequéncia, os produtos de degradacdo que sdo eluidos causam ele-
vacdo da linha de base no cromatograma (ROOD, 2007). Ainda de
acordo com Rood (2007), a degradagdo da fase estacionaria sem-
pre ocorre, independente da origem ou qualidade, ¢ ndo necessari-
amente ¢ um sinal de que a coluna est4 sendo danificada. O perfil de
elevacdo da linha de base pode ser observado na (Figura 4.7).
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Figura 4.7 (a) Cromatograma do perfil de sangramento da fase estacionaria; (b) progra-
magao de temperatura (os dez primeiros minutos de corrida foram omitidos). Condicdes
de analise: Coluna 30m x 0,25mm, Df = 25um. Fase 5% fenil - 95% metilpolissiloxano.
Programa de temperatura: 80°C por 10min, 10°C/min até 100°C, permanecendo 5min.
20°C/min até 300°C

200000 4 (a)
< 300°C
£ 150000 -
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wn
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O T T T 1
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_ (b)
O 300 -
s 250 1
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N
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Observe que a elevacdo da linha de base acompanha a ele-
vacdo da temperatura de acordo com a programagdo de tempera-
tura (Figura 4.7).

Nas colunas “ms”, o filme da fase estacionaria apresenta li-
gacoes entrecruzadas. As moléculas do polimero sdo ligadas en-
tre si por ligagdes carbono-carbono, conferindo maior estabilidade
(SKOOG et al., 2008).
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Escolha da coluna

Ao escolher a coluna, deve-se observar a fase estacionaria, o
comprimento, o didmetro e a espessura do filme da fase estacionaria
(BARRY; GROB, 2007; SGE, 2015).

A escolha apropriada da fase estacionaria ¢ fundamental para
o sucesso de uma separagdo cromatografica. Como base, deve-se
selecionar uma fase que apresente polaridade semelhante a polari-
dade do(s) analito(s) que se deseja separar. Fases estacionarias ndo
polares separam analitos, predominantemente, por ordem do ponto
de ebuli¢do (SGE, 2015). A polaridade da fase estacionaria ¢ deter-
minada pela polaridade dos grupos substituintes e suas quantidades
relativas (AGILENT TECHNOLOGIES, 2015f). Assim, em uma
coluna de 100% dimetilpolissiloxano, o fendmeno de separacdo ¢é
regido por forgas de dispersao, devido a natureza dos grupos meti-
las substituintes. Em uma coluna de 5% difenil-95% dimetilpolissi-
loxano, embora o fendmeno dominante de separa¢ao ainda sejam as
forgas dispersivas, ha, neste caso, a contribuigdo de interagdes de
dipolos, devido a presenca dos grupos fenil. Considerando uma fase
estacionaria de dimetilpolissiloxano com substituintes cianopropil-
fenil, deve-se perceber a possibilidade da presenca de ligacdes de
hidrogénio. Colunas com cianopropil, juntamente com as de poli-
etilenoglicol, prestam-se bastante a separagao de aldeidos e alcoois.

A seletividade também deve ser levada em consideracdo du-
rante o processo de escolha da coluna, pois sdo interagdes especificas
que possibilitardo a separagao eficiente do(s) analito(s) de interesse em
relacdo a outros compostos estruturalmente similares. De acordo com
Rood (2007, p. 41), “Se um composto nao apresenta uma caracteristica
requerida para uma interagao particular, esta interagdo nao ira ocorrer
e ndo havera influéncia na separa¢ao”. Um exemplo bastante evidente
da importancia da seletividade sdo as colunas com fases estacionarias
quirais, que tém a capacidade de separar isomeros. Exemplos: misturas
racémicas (farmacos, aminoacidos, lactonas e terpenos); isdmeros de
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posicdo (o-, m-, p-xilenos), isomeros geométricos (ésteres metilicos de
acidos graxos cis-trans), moléculas responsaveis pelos flavores etc.

O método deve ser iniciado com colunas menores (ex.: 30
metros), devendo-se observar se foi obtida a resolugdo necessaria
para a separacdo. Caso isso nao ocorra, deve-se, entdo, buscar colu-
nas mais longas. O comprimento da coluna influencia no tempo de
analise, pois os analitos tendem a permanecer mais tempo dentro da
mesma. Com colunas menores, havera menor demanda de tempo de
analise e menor despesa com gases.

Em relagdo ao diametro interno (d.i.), as colunas capilares
podem ser classificadas em narrow-bore (diametro estreito), vari-
ando de 0,1 a 0,32mm, e wide-bore (didmetro largo), com 0,53mm.
A espessura do filme da fase estacionaria também ¢ variavel (~0,2 a
0,53mm). No esquema da Figura 4.8, pode ser observada a classifi-
cacdo das colunas capilares e a variagao na espessura do filme que
as fases estaciondrias podem apresentar.

Figura 4.8 - Classificacao das colunas capilares e variacbes na espessura de filme da fase
estacionaria

Coluna capilar
(WCOT)

l
I |

Narrow-bore Wide-bore

d.i. = 0,10-0,32mm d.i. = 0,25-0,32mm
Filme = ~0,2pm Filme = ~1-2um

d.i. = 0,53mm
Filme = ~2-5pum
Fonte: Elaborada pelos autores.
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A eficiéncia da separac¢do tende a aumentar com a diminuig¢ao
do diametro da coluna, favorecendo um aumento da resolugdo e da
capacidade de analise a nivel de tracos. Em contrapartida, colunas
mais estreitas suportam menor volume de amostra, requerendo de-
tectores mais sensiveis. Colunas com didmetro maior (~2 - Smm) tém
a vantagem de poder receber maior volume de amostra, entretanto a
resolucao € um pouco menor do que em colunas mais estreitas.

Filmes de espessura mais fina (~0,2pum) minimizam a reten-
¢do de compostos com elevado ponto de ebulicdo e peso molecular.
Por possuirem menor volume de fase estacionaria, tendem a apre-
sentar menos problemas com sangramento. Entretanto, devido a fina
espessura do filme, tém baixa capacidade de amostra (<1 ng/soluto).

Filmes espessos (~2 - 5Sm) aumentam a carga de amostra que
a coluna pode receber (viavel para amostras de concentracgoes eleva-
das). Também s3o recomendados quando se deseja separar analitos
volateis, pois estes tendem a permanecer mais tempo retidos, pro-
piciando a separacdo. O inconveniente, nesse caso, ¢ a maior facili-
dade de ocorrer sangramento € o aumento significativo do tempo de
retengdo para compostos com elevado ponto de ebuligao.

Muitas separacdes podem ser perfeitamente viaveis em colu-
nas com 30m de comprimento, didmetro interno de 0,25mm e espes-
sura de filme igual a 0,25um.

Programacao de temperatura

A retencdo de um analito ¢ essencialmente dependente da
sua natureza quimica e da fase estacionaria. O parametro que ex-
pressa a tendéncia do analito em se distribuir entre a fase movel e
a estacionaria ¢ a constante de distribui¢io (K ). Esse, por ser um
parametro termodinamico, ¢ influenciado pela temperatura. Assim,
os valores de K dos analitos podem ser alterados, com o controle
da temperatura, para modificar a retengdo e melhorar a separagdo
cromatografica. O modo como a temperatura do forno varia de ma-
neira controlada durante a corrida cromatografica ¢ chamado de pro-
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gramagao de temperatura. O controle de temperatura ¢ ajustado no
software do cromatografo.

Quando a temperatura do forno permanece constante durante
a corrida, diz-se que o método ¢ isotérmico; quando sofre variagao,
chama-se de método com temperatura programada. Na Figura 4.9,
pode ser observado exemplo dessas duas modalidades.

Figura 4.9 - Exemplo de programagao de temperatura isotérmica (a) e temperatura programada (b)

Programacdo isotérmica

1900ral
1900ral
1900ral
1900ral
1900ral
1900ral
1900ral
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1900ral 1900ral 1900ral 1900ral

Tempo (min.)

Temperatura (°C)

Programacdo de temperatura

1900ral
1900ral
1900ral
1900ral
1900ral
1900ral
1900ral
1900ral

1900ral 1900ral 1900ral 1900ral

Tempo (min.)

Temperatura (°C)

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tomando como exemplo a Figura 4.9a, na corrida isotér-
mica, a temperatura permanece constante a 100°C durante toda a
corrida cromatografica, que tem duragdo de 30 minutos. Na Figura
4.9b, podemos observar que a temperatura do forno sofre variagao:
inicialmente, mantém-se constante a 60°C durante 3 minutos; em
seguida, aumenta a uma taxa de 15°C por minuto até 230°C, quando
a taxa passa a 10°C por minuto até¢ 300°C; por fim, permanece con-
stante a 300°C durante 3 minutos, totalizando 30 minutos de corrida
cromatografica.

Equacao de Golay e eficiencia de coluna capilar em CG

A eficiéncia de uma coluna cromatografica ¢ afetada por uma
gama de fatores que podem comprometé-la, conforme as condigdes
da corrida cromatografica e as caracteristicas dimensionais da co-
luna. A falta de eficiéncia da coluna ¢ prontamente observada pela
ocorréncia de processos de alargamento de banda cromatogrdfica,
caracterizados por deformagdes na morfologia dos picos cromato-
graficos e baixas resolugdes, visualizadas no cromatograma obtido
sob determinadas condi¢des de analise (MCNAIR; MILLER, 1997,
SKOOG et al., 2008).

Os processos de alargamento de banda afetam a confiabilidade
dos resultados analiticos, tendo em vista que a deformagdo dos pi-
cos cromatograficos prejudica a reprodutibilidade das areas de pico
(sinais analiticos) e dos tempos de retengdo (z,), comprometendo a
identificacdo dos analitos, a precisao e a exatidao da analise.

A morfologia dos picos ¢ fruto dos mecanismos de movimen-
tacdo aleatdria das moléculas do analito durante a passagem de sua
banda ou fragdo através da coluna. A combinac¢do aditiva dos mo-
vimentos aleatérios de migragao das varias moléculas do analito se
reflete no detector apos a eluicdo da banda (SKOOG et al., 2008).
Quanto mais harmdnicos os processos de transferéncia das molécu-
las de um analito entre as fases movel e estacionaria, mais homogé-
neas serao suas velocidades de migragao na coluna, possibilitando
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bandas (fragoes) bem definidas e gerando picos cromatograficos
bem resolvidos e simétricos no detector.

Numa coluna que opera sob condi¢des eficientes, existe pouca
variabilidade das velocidades de migragdo das moléculas do analito
na zona da coluna em que elas se encontram, havendo baixa dis-
persao (espalhamento) da banda. Algumas variaveis e parametros
influenciam diretamente na eficiéncia da coluna, de maneira que
o cromatografista, conhecendo o efeito de cada um desses fatores,
pode controla-los, a fim de configurar o seu método cromatografico
para obter melhor eficiéncia da coluna.

Ha trés fenomenos fundamentais em cromatografia que afetam
drasticamente a eficiéncia da coluna: (1) efeitos de multiplos cami-
nhos (eddy diffusion); (2) difusao molecular longitudinal; e (3) pro-
cessos de transferéncia de massa entre as fases (MCNAIR; MILLER,
1997; SKOOG et al., 2008; HARRIS, 2010). A seguir, entenderemos
esses fendmenos do ponto de vista fisico e como eles podem afetar
a eficiéncia da coluna e, consequentemente, os resultados analiticos.

Efeito dos multiplos caminhos (Difusao turbulenta)

Esse fendmeno caracteriza-se pela difusdo das moléculas do
analito através de caminhos preferenciais aleatorios no interior de
colunas empacotadas, nao ocorrendo, portanto, em cromatografia
gasosa capilar. Numa coluna empacotada, na qual a fase estacionaria
preenche o interior do tubo, podem existir varios caminhos entre as
particulas de fase estacionaria devido ao arranjo randomico e/ou a
morfologia irregular das particulas do suporte sdlido, resultando
em imperfeicdes no empacotamento (JENNINGS; MITTLEFE-
HLDT; STREMPLE, 1997). Esses caminhos possibilitam trajetorias
variaveis e aleatorias para as moléculas do analito durante o pro-
cesso de eluigao (Figura 4.10), ocasionando variabilidades nos tem-
pos de residéncia das moléculas na coluna e consequente alargamento
de banda (SKOOG et al., 2008; LANCAS, 2009; HARRIS, 2010).
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Figura 4.10 - Efeito de multiplos caminhos em cromatografia, considerando as trajetorias
preferenciais de tres moléculas de um mesmo analito em uma coluna empacotada

Fluxo de fase movel

Fonte: Elaborada pelos autores.

Observamos na Figura 4.10 que, devido ao efeito dos multi-
plos caminhos, as moléculas chegam em tempos diferentes ao final
da coluna. A molécula 1, por ter sofrido uma trajetoria mais irre-
gular (tortuosa) do que as moléculas 2 e 3, chega por tltimo ao fi-
nal da coluna. J& a molécula 2, com trajetoria mais linear, atinge o
final da coluna de forma mais rapida do que as demais moléculas.
Como afirmado anteriormente, quanto maior a disparidade de vel-
ocidades das moléculas de um mesmo analito, mais intenso o alar-
gamento de banda cromatografica.

Com o advento das colunas capilares com tubo aberto, a in-
fluéncia desse efeito foi eliminada na cromatografia gasosa capilar,
tendo em vista que, nesse tipo de coluna, a fase estacionaria nao
preenche o interior do tubo.

Difusao molecular longitudinal

E um fenémeno resultante da dispersdo das moléculas do
analito contidas na fase movel, a partir das regides centrais da
banda (zona) cromatografica (regioes mais concentradas), em di-
recdo as regides menos concentradas. A difusdo molecular lon-
gitudinal ocorre devido ao gradiente de concentracdo do analito
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existente entre as regides centrais da banda cromatografica e as
suas regioes limitrofes, tanto na direcdo do fluxo de fase movel,
como na dire¢do contra o fluxo (Figura 4.11) (MCNAIR; MILLER,
1997; BARRY; GROB, 2007).

Em cromatografia gasosa, esse fenomeno ¢ tradicionalmente
um dos principais responsaveis pelos processos de alargamento de
banda, tendo em vista que as moléculas possuem coeficientes de di-
fusdo mais elevados em fase gasosa (SKOOG et al., 2008).

Figura 4.11 - Processo de difusao molecular longitudinal em coluna capilar e morfologia dos
picos relativos as bandas cromatograficas

0e0®

00 o0
. °0eg
Filme de fase «T 0% o

.. o0
estaciondria [ X )
T o0 o0

Banda cromatografica estreita Picos cromatograficos

}

Banda cromatografica dispersa

Fonte: Elaborada pelos autores.

Na Figura 4.11, ilustra-se a difusdo longitudinal no interior
da coluna, com as moléculas do analito concentradas numa es-
treita regido da coluna, caracterizando a banda cromatografica bem
definida, seguida da dispersdo das moléculas ao longo do eixo do
fluxo de fase movel. E mostrado também o perfil hipotético da mor-
fologia dos picos cromatograficos resultantes das respectivas bandas.
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E importante salientar que os processos de alargamento de
banda acontecem no sistema injetor, na coluna e no detector, em vir-
tude da dispersdo da banda do vapor da amostra. Entretanto, os efei-
tos de alargamento mais drésticos ocorrem na coluna (WATERS,
2017). As condicdes cromatograficas do método analitico podem ser
configuradas para que o fendmeno de difusao longitudinal seja mi-
nimizado, obtendo-se maior eficiéncia de coluna.

Processos de transferéencia de massa

Para que a separagdo cromatografica seja eficiente, os proces-
sos de transferéncia de massa (transferéncia das moléculas dos ana-
litos) entre as fases movel e estaciondria devem ser “equilibrados”,
de maneira que nao haja disparidades de resisténcia a transferén-
cia de uma fase para outra entre as moléculas do analito. Objeti-
vamente, ¢ desejavel que as moléculas se distribuam com veloci-
dades homogéneas entre as duas fases, havendo baixa resisténcia a
transferéncia das particulas da fase movel para a fase estacionaria e
da fase estacionaria para a fase mével (MCNAIR; MILLER, 1997,
JENNINGS; MITTLEFEHLDT; STREMPLE, 1997).

Quando os processos de transferéncia de massa ocorrem ho-
mogeneamente entre as fases, como também com velocidades ade-
quadas, o fracionamento das bandas dos compostos da amostra
ocorre em maior extensdo, havendo melhor separacdo dos picos
cromatograficos. Na Figura 4.12, podemos observar esquema ilus-
trativo que mostra um processo de transferéncia de massa adequado
em (a) e um processo de transferéncia ndo homogéneo em (b).

A seguir, avaliaremos quais os principais fatores que afe-
tam a eficiéncia da coluna em CG, e como cada fator atua na po-
tencializacdo ou mitigagdo dos processos de alargamento de banda
cromatografica.
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Figura 4.12 - Representacao da alteracao dos processos de transferéncia de massa entre
as fases da coluna cromatografica. (a) Processo de transferencia de massa equilibrado e
homogeneo; (b) Desiquilibrio dos processos de transferéncia

(a) (b)

Fase mével Fase mével

Interface

Fase estacionaria Fase estacionaria

Fonte: Elaborada pelos autores.

Fatores relacionados a eficiencia da coluna

Entre as variaveis mais relevantes para a eficiéncia de coluna,
podemos citar (MCNAIR; MILLER, 1997; SKOOG et al., 2008):

* velocidade média de migragdo linear da fase movel (u);

* coeficiente de difusdo do analito na fase movel (D, );

» coeficiente de difusdo do analito na fase estacionaria (D,);

» fator de retencdo (k);

* raio da coluna capilar (r.) / didmetro interno da coluna (d,);

» espessura do filme da fase estacionaria (d f).

Conhecendo os efeitos de cada uma dessas variaveis, o cro-
matografista ¢ capaz de projetar e desenvolver um método analitico
no qual sua coluna opere sob condi¢cdes de maxima eficiéncia para a
aplicacao pretendida.

Efeito da velocidade linear média da fase movel (u)

A velocidade linear da fase movel possui grande influéncia
sobre os processos de transferéncia de massa entre as fases. A resis-
téncia a transferéncia de massa tende a reduzir em proporgao direta
com a reduc¢do da velocidade linear da fase movel (p). Uma vez que
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as moléculas do analito distribuem-se no seio de uma das fases do
sistema, a transferéncia dessas moléculas para a outra fase depen-
derd da difusdo das mesmas até a interface fase movel/fase estacio-
naria. Com velocidades lineares da fase mével mais baixas, o tempo
que as moléculas do analito levam para difundir até a interface entre
as fases ¢ relativamente mais curto do que o tempo que a fase movel
leva para deslocar-se na regido onde ocorrem os processos de trans-
feréncia. Como resultado, os processos de transferéncia ocorrem sa-
tisfatoriamente, havendo menor tendéncia a alargamento de banda
(JENNINGS; MITTLEFEHLDT; STREMPLE, 1997).
Resumidamente, quanto maior o tempo de contato de um de-
terminado elemento de volume da fase mével (gas de arraste) com
um determinado elemento de volume da fase estacionaria, mais
eficientes os processos de transferéncia de massa (SKOOG et al.,
2008). Porém, ha um limite para a reducdo de u, ndo significando
que reduzir a velocidade linear indefinidamente promovera o au-
mento de eficiéncia da coluna e nem da analise, uma vez que tam-
bém se deve atentar para o tempo de corrida cromatografica, que
deve ser o menor possivel. Isso sera discutido com mais detalhes
quando avaliarmos a equagao de Van Deemter e a equacao de Golay.

Coeficientes de difusao do analito (D,, e D,)

O coeficiente de difusdo (D) de uma espécie quimica, em um
determinado meio ou ambiente quimico, ¢ um parametro relacio-
nado com a mobilidade dessa espécie nesse meio, sendo constante
para essa espécie e igual a velocidade de migragao sob gradiente de
concentragdo unitario. Tal parametro € tradicionalmente expresso na
unidade m?/s (SKOOG et al., 2008; IUPAC, 2012).

Em cromatografia, seja ela liquida ou gasosa, considerando
que as moléculas dos analitos distribuem-se entre duas fases (movel
e estacionaria), ou seja, dois meios diferentes, dois coeficientes de
difusdo relacionados ao analito sdo importantes: coeficiente de difu-
sdao na fase movel (D, ) e o coeficiente de difusdo na fase estacionéria
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(D) (MCNAIR; MILLER, 1997; JENNINGS; MITTLEFEHLDT;
STREMPLE, 1997).

A relevancia desses coeficientes para a eficiéncia da coluna
reside no fato de que eles estdo intimamente relacionados com o
tempo que as moléculas do analito permanecem distribuidas em
cada fase do sistema, durante uma etapa de transferéncia. Objeti-
vamente, os coeficientes de difusdo relacionam-se, portanto, com a
resisténcia a transferéncia de massa. Caso um determinado analito
possua o coeficiente de difusdo na fase estacionaria com um valor
significativamente mais reduzido do que o seu coeficiente de difusao
na fase movel, as moléculas desse analito tenderdo a permanecer
muito mais tempo distribuidas na fase estacionaria, provocando de-
sequilibrio nos processos de transferéncia de massa e redugdo da
eficiéncia da coluna.

Raio e diametro interno da coluna cromatografica (r.)

O raio da coluna () e, consequentemente, o seu didmetro
interno (d,) sdo parametros dimensionais relacionados a eficiéncia
da coluna, pois também atuam nos processos de transferéncia de
massa. De uma maneira geral, avaliando isoladamente o efeito do
diametro interno, colunas com didmetros internos mais reduzidos
proporcionam processos de transferéncia de massa mais eficientes,
mitigando o alargamento de banda. Em colunas com menores dia-
metros, as distancias que as moléculas distribuidas na fase movel
precisam percorrer, até atingir a interface com a fase estaciondria,
sdo relativamente menores, favorecendo a transferéncia entre as fa-
ses (MCNAIR; MILLER, 1997).

Em colunas com didametros menores, o efeito de difusdo lon-
gitudinal tende a ser menos intenso, uma vez que que a coluna pos-
suira um menor volume interno, reduzindo a probabilidade de dis-
persdo da banda cromatografica.
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Espessura do filme da fase estacionaria (dy)

O efeito da espessura do filme da fase estacionaria (d,) sobre
a eficiéncia da coluna ¢ andlogo ao efeito do diametro da coluna
(d,), de maneira que, em colunas com maiores espessuras de filme,
a permanéncia das moléculas na fase estacionaria ¢ potencializada.
Nessa situagao, avaliando-se isoladamente o efeito da espessura do
filme, os processos de transferéncia sdo governados pela fase es-
tacionaria. Em colunas com espessuras do filme reduzidas, ocorre
o efeito oposto, com os processos de transferéncia de massa sendo
governados pela fase mével (MCNAIR; MILLER, 1997).

E importante salientar que os efeitos da espessura do filme e
do diametro da coluna devem ser avaliados conjuntamente, assim
como os demais fatores explorados até aqui.

A equagao de Golay

A expressao matematica fundamental que descreve a eficién-
cia de colunas cromatograficas ¢ a equagdo de Van Deemter (Equa-
¢do 4.1), a qual pode ser expressa em sua forma simplificada como
(BARRY; GROB, 2007):

B
H=A+o+Cu (Eq. 4.1)

Em que:

H = altura equivalente a um prato tedrico;

A =termo associado ao fendmeno de difusdo turbulenta (efeito
dos multiplos caminhos);,

B = termo relacionado a difusdo molecular longitudinal;

C = termo relativo a resisténcia a transferéncia de massa en-
tre as fases, que incorpora os termos de transferéncia de
massa na fase movel (C,)) e na fase estacionaria (C,);

u = velocidade média linear da fase movel.
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Observamos que a equacdo de Van Deemter ¢ um modelo ma-
tematico que descreve a eficiéncia da coluna, na forma de altura de
prato teorico (H), em fungdo da velocidade linear da fase movel (u)
e dos demais fendmenos que podem afetar a eficiéncia: efeito dos
multiplos caminhos (4), difusdo molecular longitudinal (B) e pro-
cessos de transferéncia de massa (C).

No caso de colunas cromatograficas capilares, como sabemos,
os efeitos de multiplos caminhos ndo ocorrem, de maneira que o termo
A pode ser desconsiderado na avaliagdo da eficiéncia de colunas desse
tipo. Assim, a equagdo de Van Deemter pode ser escrita na forma abaixo
(Equagdo 4.2), sendo denominada equacdo de Golay, em referéncia a
Marcel Golay, desenvolvedor das colunas capilares no ano de 1957 (MC-
NAIR; MILLER, 1997, SKOOG et al., 2008; BARRY; GROB, 2007).

B
H=—=+Cu (Eq. 4.2)

U
Considerando os termos de resisténcia a transferéncia de

massa para a fase movel (gds de arraste), Cy, e para a fase estaciona-
ria, C,, podemos escrever a equagdo de Golay na forma:

B

O termo de difusao longitudinal (B)
O termo B pode ser definido matematicamente em fung¢ao do

coeficiente de difusdo do analito na fase moével (gés de arraste), em
colunas capilares, como se segue (Equagao 4.4):

B=2+D, (Eq. 4.4)
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A Equagdo 4.4 reflete claramente que a extensdo de ocor-
réncia de difusdo longitudinal durante a andlise cromatografica ¢
consequéncia direta do tempo de residéncia das moléculas do ana-
lito na fase movel e da natureza do gas de arraste, uma vez que
o analito possuira diferentes coeficiente de difusdo para cada tipo
de gas de arraste. O efeito da difusdo longitudinal ¢ mais relevante
em condi¢des de velocidade linear de fase méovel mais baixa e me-
nos importante em velocidades lineares relativamente mais altas
(BARRY; GROB, 2004).

Isso fica claro quando observamos que, na equagao de Golay,
o termo geral relativo ao fenomeno da difusdo longitudinal ¢ ex-
presso como (B/u), de maneira que para maiores valores de u, menor
sera a contribui¢do deste termo para a elevacao de H (alargamento
de banda cromatografica). Essa relagdo entre B e u ¢ explicada pelo
fato de que, em maiores velocidades lineares da fase movel (maiores
vazdes), o tempo de residéncia das moléculas do analito na coluna
¢ relativamente menor, reduzindo-se o tempo disponivel para ocor-
réncia da difusdo molecular (MCNAIR; MILLER, 1997). Contudo,
veremos mais adiante que a velocidade linear da fase movel nao
pode ser elevada indefinidamente.

Do ponto de vista pratico, um valor de D, relativamente mais
baixo ¢ também desejavel para que o fendomeno de difusdo longitu-
dinal seja menos pronunciado, com o termo B ndo contribuindo para
a elevacao de H, possibilitando uma condicao mais favoravel para a
eficiéncia da coluna. De uma maneira geral, € possivel proporcionar
coeficientes de difusdo mais reduzidos selecionando gases de arraste
com pesos moleculares mais elevados, como N, ¢ Ar (argonio) (MC-
NAIR; MILLER, 1997). Porém, outras questoes devem ser conside-
radas no que tange a sele¢do do gas de arraste.

O termo de transferéncia de massa (C)

Esse termo esta associado, como sabemos, a dois fendmenos:
resisténcia a transferéncia de massa na fase moével e resisténcia a
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transferéncia de massa na fase estacionaria. Desse modo, o termo
C € resultante da associagdo entre C,, e C,, conforme Equagéo 4.5.

C = CM + CE (Eq 45)

O termo C ¢ considerado o fator de maior contribuigdo para
os processos de alargamento de banda. O termo C,, ¢, por sua vez,
expresso pela Equagao 4.6:

(A +6k+11k%) «12
M™ 24+ k)% =Dy

(Eq. 4.6)

Como vemos, existe uma relacdo de proporcionalidade entre
C,, e o quadrado do raio da coluna r,, significando que a resistén-
cia a transferéncia de massa na fase movel tende a elevar-se com o
aumento do diametro da coluna. Observamos também que ha uma
relagdo inversamente proporcional entre Cy, e o coeficiente de di-
fusdo do analito na fase movel, ou seja, para maiores valores de D,
para o analito, menor sera C,,, havendo, portanto, menor resisténcia
a transferéncia de massa na fase mével e uma maior eficiéncia da
coluna. A transferéncia de massa, em ambas as fases, como mostra
a Equagdo 4.6, também ¢ dependente do fator de retencao do analito
k (MCNAIR; MILLER, 1997, BARRY; GROB, 2004).

Nesse sentido, agora temos uma aparente contradi¢do: an-
teriormente, afirmamos que valores relativamente mais elevados
de D, proporcionam alargamento de banda devido aos processos de
difusdo molecular. Isso continua sendo verdade. Porém, € preciso
ter em mente que se faz necessario um compromisso entre todos os
fatores que afetam a eficiéncia da coluna, de modo que esse com-
promisso esta atrelado as caracteristicas dos analitos a serem sepa-
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rados. Ou seja, € necessario que, durante a concep¢ao do método
cromatografico, estude-se a condi¢do cromatografica na qual o coe-
ficiente de difusdo D,do analito no gas de arraste contribua o menos
possivel para a difusdo molecular longitudinal (valores reduzidos de
B/u), sem afetar de maneira drastica os processos de transferéncia
de massa na fase movel (valores reduzidos de C,)).

O termo C,, é expresso pela equagdo abaixo (Equacdo 4.7):

2kdf

Nessa equacao, observamos a dependéncia de Cy; a espessura
do filme da fase estaciondria d, e ao coeficiente de difusdo do analito
na fase estacionaria Dj. Observe-se que, de forma geral, a resistén-
cia a transferéncia de massa na fase estacionaria pode ser minimi-
zada pelo uso de colunas com espessuras do filme mais reduzidas. A
dependéncia de C;; ao coeficiente de difusdo na fase estacionaria Dy,
apresentando relacdo inversamente proporcional, mostra que, para
valores relativamente maiores de Dg, teremos menor resisténcia a
transferéncia de massa na fase estacionaria, visto que havera uma
reducdo de C; e, consequentemente, reducdo de H (MCNAIR; MIL-
LER, 1997; JENNINGS; MITTLEFEHLDT; STREMPLE, 1997,
BARRY; GROB, 2004).

Analogamente aos processos de transferéncia de massa na fase
movel, em condigdes em que haja maior mobilidade das moléculas
dos analitos na fase estacionaria (maiores valores de D) € menores
espessuras do filme da fase estacionaria, mais facilitada sera a trans-
feréncia das moléculas do analito para a fase movel. Diferentemente
do coeficiente de difusido na fase movel, o coeficiente de difusdo na
fase estacionaria ndo pode ser usualmente controlado, exceto pela
selecdo de colunas com fases estacionarias com viscosidade mais
baixa. Em colunas capilares com filmes finos (0,25um, por exem-
plo), a resisténcia a transferéncia de massa na fase estacionaria ¢
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minima, sendo os processos de transferéncia de massa governados
pelo termo C;,(MCNAIR; MILLER, 1997).
Outro aspecto importante da Equacao 4.8 ¢ a razdo abaixo:

k

e (Eq. 4.8)

Valores elevados de &, para um dado analito, denotam elevada
solubilidade desse analito na fase estaciondria. A razdo acima pode
ser minimizada para maiores valores de k&, minimizando-se o termo
Cr. No entanto, para valores £ acima de 20, reducdes minimas da
razao k/(1+k)* sdo obtidas, havendo, em contrapartida, aumento des-
necessario do tempo de analise (MCNAIR; MILLER, 1997).

Da abordagem matematica explorada acima, podemos rees-
crever a equacao de Golay na seguinte forma:

2Dy (1+ 6k +11k?) x 72 2kd?

0 T Taaa+ oz, M3 nzen, M (Eq. 4.9)

H=

Em que:

H = altura equivalente a um prato tedrico (cm);

u = velocidade linear da fase mével (cm/s);

D, = coeficiente de difusdo do analito na fase movel (cm?/s);
K = fator de retencao;

r. = raio da coluna capilar (cm);

d, = espessura do filme da fase estacionaria;

D, = coeficiente de difusdo do analito na fase estacionaria.

Observe que a equagdo acima mostra a dependéncia da altura
do prato tedrico H (eficiéncia de coluna) com relagdo a todos os fato-
res que afetam o alargamento de banda em colunas capilares.
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Otimizacao da velocidade linear da fase movel e a eficiencia
da coluna

Como vimos, a velocidade linear média da fase movel (u)
possui significativa influéncia sobre a eficiéncia da separacao
de uma coluna cromatografica (/). Existe uma velocidade li-
near otima (ug,,), na qual uma coluna cromatografica possuira
uma altura de prato tedrico minima (H,,,) para a separagao de
um determinado analito, ou seja, uma velocidade linear média
na qual a coluna ir4 operar sob maxima eficiéncia. A velocidade
linear 6tima pode ser determinada experimentalmente por meio
da obten¢do de um grafico de H versus pn, cujo tragado ¢ deno-
minado tradicionalmente de Curva de Van Deemter (MCNAIR;
MILLER, 1997; JENNINGS; MITTLEFEHLDT; STREMPLE,
1997, HARRIS, 2010).

Para construir um grafico H x u, € necessario que se escolha
um composto de referéncia e se conduzam varias corridas cromato-
graficas de uma solugdo padrao deste composto, em diferentes velo-
cidades lineares (diferentes vazoes de gas de arraste), sob condi¢ao
isotérmica de temperatura da coluna (MCNAIR; MILLER, 1997).
A quantidade de valores de u a serem testados deve ser o maior pos-
sivel. Deve-se verificar, no manual do fabricante do cromatografo,
qual o valor minimo e o maximo de vazdo da fase movel em que o
equipamento ¢ capaz de operar e estabelecer os valores de u den-
tro dessa faixa.

Deve-se lembrar da relacdo entre velocidade linear mé-
dia de fase movel e vazao da fase movel (F) para uma coluna ca-
pilar, para converter os valores de vazdo em velocidade linear
(SKOOG et al., 2008):

F=mx*xr?xp (Eq. 4.10)
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Apbés as corridas cromatograficas conduzidas nas diferen-
tes velocidades lineares da fase movel (diferentes vazodes), devem
ser calculados os valores de H relativos aos picos cromatografi-
cos obtidos para o composto teste, para cada valor de x4 avaliado.
O célculo dos valores de H pode ser feito por via indireta, utili-
zando os valores do numero de pratos teoéricos (N) da coluna
(Equacao 4.10), relativos aos picos cromatograficos, obtidos para o
composto teste em cada uma das diferentes corridas cromatogra-
ficas (MCNAIR; MILLER, 1997).

2
LR

Eq. 4.11

N—16*< > (Eq )

b

Em que:

N = numero de pratos teoricos;

t, = tempo de reten¢do (min);

W, = largura de base do pico cromatografico (min).

Uma vez calculados os valores de N, os valores de H podem
ser estimados pela relagdo entre N, H e o comprimento da coluna L:

H= (Eq. 4.12)

L
N

Na Tabela 4.6, temos um exemplo de valores obtidos para u e
H em um estudo de estimativa da velocidade linear 6tima u,, .
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Tabela 4.6 - Valores de velocidade linear da fase movel e alturas de prato teorico relativas.

M (cm/s) H (mm)
2 1,0
10 0,263
20 0,260
30 0,256
40 0,302
50 0,355
60 0,412
70 0,470
80 0,529
90 0,590
100 0,650

Fonte: Harris (2010).

Os graficos H x u possuem um perfil geral de hipérbole assi-
métrica, como mostra a Figura 4.13, com a velocidade linear 6tima
no ponto de minimo da curva, sendo associada, portanto, a altura do
prato tedrico minima, caracterizando a condi¢ao de efici€éncia mais
alta. E importante que se tenha em mente que a velocidade linear
otima da fase movel varia segundo a natureza do gas de arraste, posto
que o coeficiente de difusdo de um dado composto varia conforme
a massa molar do gas (MCNAIR; MILLER, 1997, HARRIS, 2010).

Como ja discutido aqui, um mesmo composto possuird maior
difusibilidade em gases com menores pesos moleculares. Conside-
rando os trés gases mais empregados nas aplicacdes de CG, nitro-
génio (N,), hélio (He) e hidrogénio (H,), o coeficiente de difusdo do
analito aumentara segundo a ordem (HARRIS, 2010):

N, (28 g/mol) < He (4,0 g/mol) < H, (2,0 g/mol)
E preciso salientar que a otimizagio em cromatografia esta asso-

ciada tanto a eficiéncia da separacao da coluna (H minimo), como ao tempo
de andlise, visto que, dependendo do tipo de gas de arraste, 0 H minimo
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para a coluna ¢ obtido em velocidades lineares da fase mével mais baixas,
elevando o tempo de andlise. Nesse caso, ao se empregar nitrogénio (N,)
como gas de arraste, a obten¢ao de H minimo ocorre em velocidades line-
ares mais baixas do que com os outros gases citados, proporcionando, en-
tao, analises mais lentas, sob condi¢oes 6timas de eficiéncia da coluna. Isso
¢ explicado também pela questao da difusibilidade, que ¢ menor em gases
com maior massa molar (MCNAIR; MILLER, 1997; HARRIS, 2010).

Figura 4.13 - Grafico da altura do prato teorico (H) em fungcao da velocidade linear da fase
movel (p) de um estudo de otimizagao da vazao
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Observando o grafico acima, vemos que, para esse estudo de
otimizac¢ao, a velocidade linear da fase movel 6tima ¢ aproximada-
mente 14,5cm/s. Se considerarmos uma coluna capilar com didmetro
interno de 0,25mm (r, = 0,125 mm), teremos, portanto, a vazdo 6tima
em torno de 0,42ml/min. Na Figura 4.14, temos a representagao do
efeito da velocidade linear da fase movel sobre os diferentes termos
da equagdo de Golay, considerando uma coluna capilar com baixa
espessura do filme da fase estacionaria (0,25um).
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Figura 4.14 - Efeito da velocidade linear da fase movel sobre a difusao longitudinal e a
transferéncia de massa na fase movel e fase estacionaria

0,12

1] 20 40 60 80 100 120
p(ems?)

Fonte: Elaborada pelos autores.

O grafico acima reflete, de maneira clara, a influéncia de ¢ sobre os
fendmenos que afetam o alargamento de banda, sendo uma sintese do que
ja abordamos até aqui. Observe que o aumento de u promove redugao do
efeito de difusdo molecular longitudinal (termo B/u), mas, por outro lado,
causa uma elevacao da resisténcia a transferéncia de massa na fase movel.

Veja que o ponto de intersecdo entre as linhas do grafico que
representam o efeito da difusao longitudinal (B/u) e o termo de trans-
feréncia de massa na fase movel C), caracteriza a condi¢do em que
esses efeitos sobre o alargamento de banda sao minimos, de forma
que esse ponto corresponde também ao H minimo. Finalmente, fica
claro que o efeito dos processos de transferéncia de massa na fase es-
tacionaria Cy ndo ¢ relevante nessa situacdo, tendo em vista a baixa
espessura do filme da coluna, sendo os processos de transferéncia de
massa governados pela resisténcia a transferéncia na fase movel Cy,
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Outras vias de otimizagao do método cromatografico em CG
Otimizando a resolucao do pico cromatografico

E possivel ao cromatografista estimar qual o nimero médio de
pratos teoricos (V) requeridos para sua coluna, a fim de que possa
obter uma determinada resolugdo de pico R entre dois compostos A
e B. Na Equagdo 4.12, abaixo, mostra-se a relagdo entre a resolugdo
de pico R, a seletividade da coluna (@), o nimero de pratos teoricos
(N) e o fator de retengdo (k) do composto mais retido, entre os dois
compostos envolvidos, sendo o composto B (SKOOG et al., 2008):

Rszﬂ*<“_1)*< kg ) (Eq. 4.13)

Essa equagdo pode ser resolvida para N, sendo escrita como
(Equacao 4.14):

a \2(1+kg 2
— 2
N = 16R2 (1_a) < . ) (Eq. 4.14)

As equagdes acima mostram que existem dois caminhos pelos
quais podemos manipular o valor da resolu¢do entre dois picos cro-
matograficos: alterando o valor de a ou alterando o valor do fator de
retencdo do composto mais retido (k).

Para modificar os valores de &, devem ser conduzidas modi-
ficagdes na programacado de temperatura da corrida cromatografica.
Para elevar o valor de &, é preciso reduzir a temperatura da coluna,
potencializando a retengdo dos analitos na fase estacionaria. Porém,
valores de kz maiores que 10 ndo proporcionam ganhos na resolugao
e elevam os tempos de retencdo, aumentando o tempo de analise
desnecessariamente. Na pratica, valores ideais de k; situam-se na
faixa entre 1 ¢ 5 (MCNAIR; MILLER, 1997; SKOOG et al., 2008).
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A modificagcdo do valor de a ¢ conduzida por meio da altera-
¢do da fase estacionaria empregada, o que implica troca da coluna
cromatografica. Portanto, a alteracdo dos valores de a na otimizagao
de um método cromatografico ¢ uma medida pouco conveniente,
sendo conduzida apenas em situagdes criticas. Para usufruir dessa
alternativa, os laboratorios devem adquirir diversas colunas croma-
tograficas, demandando mais recursos financeiros.

Otimizando o tempo de analise

Como ja mencionado, a otimiza¢ao de um método cromatogra-
fico envolve a obtengdo das melhores separacdes de pico (melhores
resolucdes), no menor tempo de analise possivel. Infelizmente, esse €
um ajuste dificil, posto que a melhoria da resolu¢ao envolve aumento
do tempo de corrida, havendo a necessidade de um compromisso en-
tre resolugdo de pico e tempo de analise (SKOOG et al., 2008).

A Equagao 4.15 mostra a relagdo entre resolugdo R, € tempo
de corrida cromatografica, com base no tempo de retengdo do analito
mais retido #; 5.

16R§H( a )2 . (1+kg)?
kg

(Eq. 4.15)

tre = l1—a

Com essa equagao, € possivel estimar o tempo de corrida cro-
matografica requerido para a elui¢do de dois compostos A e B com
uma resolucao R,.

Cromatografia bidimensional

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (CGxCG) foi
idealizada em 1991 por Liu e Phillips (LIU; PHILLIPS, 1991). Nessa
modalidade de cromatografia, sdo utilizadas duas colunas cromato-
graficas de fases estaciondrias diferentes, acopladas em série. Es-
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sas colunas sdo separadas por um modulador. A primeira coluna
apresenta dimensdes convencionais, € a segunda coluna, necessaria-
mente, deve ser menor do que a primeira, do tipo fast-GC (ADAH-
CHOUR et al., 2005). O modulador ¢ o principal componente desse
tipo de sistema. Ele faz a amostragem da banda cromatogréfica elu-
ida da primeira coluna (coluna de primeira dimensao ou 1D), foca-
liza essa fragdo, concentrando-a, ¢ a libera para a segunda coluna
(coluna de segunda dimensao ou 2D) (GORECKI; HARYNUK; PA-
NIC, 2004). Entao, esta coluna, composta de outra fase estacionaria,
separa os componentes da fracdo eluida da primeira coluna. Isso
permitiu a obtengao de melhores resultados nas separagdes cromato-
graficas, sobretudo em matrizes complexas, como amostras ambien-
tais ou bioldgicas (SHIMADZU, 2015).

Na Tabela 4.7, podem ser vistas algumas aplicacdes da CGxCG
para organoclorados e agrotdxicos em varias matrizes.

Tabela 4.7 - Aplicagdes da CGxCG a diferentes compostos organoclorados e agrotoxicos
em varias matrizes

Analitos Tipo de amostra Detecc¢io
8 Aagrotox1cos 4(0rganofo_sfora'<-jo, anilida, pirazol, Sedimento WECD
triazol, estrobilurina e piretroide)

Seis compostos da classe dos piretroides Uva uECD

Agrotoxicos organoclorados (OCPs), bifenilas

policloradas (PCBs), éteres difenilicos policlorados

(PBDEs), dibenzo-p-dioxinas policloradas Carne de porco, ovos e
(PCDDs), dibenzofuranos policlorados (PCDFs), leite materno
naftalenos policlorados (PCNs), terfenilas

policloradas (PCTs) e toxafeno (CTT)

LECD

Cinco enantiémeros do toxafeno Oleo de peixe LECD

Agrotoxicos organoclorados (OCPs), bifenilas
policloradas (PCBs) e polibromadas (PBBs),
éteres difenilicos policlorados (PBDEs), dibenzo-
p-dioxinas policloradas (PCDDs), dibenzofuranos
policlorados (PCDFs), naftalenos policlorados
(PCNgs), terfenils policlorados (PCTs), toxafeno
(CTT), naftalenos (PCNs) e dibenzotiofenos
(PCDTs)

Sedimento e poeira LECD
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Analitos Tipo de amostra Deteccao
Nove fungicidas Vegetais LECD
Toxafeno Misturas técnicas pECD
31 agrot(’)xicos organofosforados, piretroides e Frutas WECD
triazinas
Eteres difenilicos policlorados, bifenilas
policloradas (PCBs) e polibromadas (PBBs) e Leite e soro humano IDTOFMS
agrotoxicos organoclorados (OCPs)
20 agrotoxicos (organofosforados, organoclorados,
carbamatos, dicarboximidas, benzimidazol, sulfito ~ Magi e péssego TOFMS
de alquila e piretroides)
36 agrotoxicos (organofosforados, organoclorados, Chas de frutas, verde
. o S TOFMS

carbamatos, dicarboximidas, piretroides) e preto
32 compostos pertencentes a classe dos Fumo TOFMS
organoclorados e organofosforados
106 agrotoxicos e outros poluentes, como PCBs Cereal TOEMS
e HPAs
160 agrotoxicos e outros poluentes, como PCBs, .
HPAs e bisfenol A Uva e vinho TOFMS
49 agrotoxicos (herbicidas acidos,
organofosforados, tr1a21.nas',. fenllurelas,. . Agua de rio TOFMS
organoclorados, benzotiazdis e benzotriazdis) e
outros poluentes organicos
34 agrotoxicos organ0?19rados e grganofosforados Leite e nata TOFMS
e outros poluentes organicos persistentes
Corfl.postos organoclqrados, tridecano, benzenos, Mistura de padrdes FID
fenois, naftalenos aminas ¢ ftalatos
15 agrotoxicos (acido benzoico, dinitroanilina,
clprqaromatlco, orgzi‘r{ofosfo.rado, prganoclorado, Soro humano FID
triazina, cloroacetanilida, acilalaninato, alquil
ftalato, dicarboximida)
1 tOxi fosfi . N

7 agrotoxicos organofosforados e Mistura de padrdes FPD

organosulfurados

Fonte: Adaptada de Silvia, Zini e Caramao (2011).

FID: Detector de ionizacao por chama (flame ionization detector). FPD: Detector fotomé-
trico de chama (flame photometric detector). IDTOFMS: Espectrometro de massas com
analisador por tempo de voo e diluicao isotopica (isotope-dilution time-of-flight mass

spectrometry).
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Em um sistema cromatografico gasoso, os detectores tém a
funcdo de converter o analito eluido da coluna em sinal eletronico,
o qual ¢ enviado para o sistema de dados. A grandeza do sinal ¢
representada em fung@o do tempo (desde o momento da injec¢ao) e
apresentada na forma de um cromatograma. Alguns detectores sdo
capazes de responder a moléculas de diferentes grupos quimicos,
chamados de universais, enquanto outros respondem apenas a anali-
tos de grupos funcionais ou a estruturas especificas e sdo denomina-
dos seletivos. Detectores seletivos apresentam maior intensidade do
sinal analitico, ou seja, possuem uma maior sensibilidade.

A operagdo dos detectores requer um ou mais gases, que sao
usados na combustdo, como auxiliares e make up. Para obtencao
da sensibilidade otima do detector, ¢ importante observar algumas
condigdes operacionais e as recomendagdes do fabricante, depen-



160 | Estudos da Pos-Graduacao

dendo do tipo de detector. Por isso, muitas vezes, uma calibragao de
rotina € necessaria.

Atualmente, a cromatografia gasosa possui ampla aplicagao,
por ocorrer em um equipamento versatil, com custo moderado, de
elevada seletividade e sensibilidade que pode ser atingida atra-
vés de diferentes tipos de detector. A escolha do tipo de detector
depende das caracteristicas do analito e da sensibilidade reque-
rida para a analise. Os principais detectores utilizados sdo des-
critos a seguir.

Detector de ionizacao em chama

O detector de ionizagdo em chama (flame ionization de-
tector - FID) consiste em um sistema amplamente usado em cro-
matografia gasosa. O analito presente no estado gasoso ¢ quei-
mado em uma chama de hidrogénio e oxigé€nio, produzindo ions
e elétrons, conforme equagao abaixo. Esses ions sdao coletados e
formam uma corrente, gerando o sinal (MACNAIR; MILLER,
1997, HARRIS, 2012).

CH+ O — CHO" +¢

O FID ¢ um sistema robusto, de facil uso, possui alta sen-
sibilidade e ¢ classificado como detector destrutivo, pois destroi a
molécula do analito, ndo sendo apropriado para ser usado em série
com outros detectores (modo tandem). Esquema tipico de um sis-
tema FID encontra-se ilustrado na Figura 5.1.
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Figura 5.1 - Esquema de um detector de ionizacao em chama

Bobina de ignigéo
Eletrodo coletor

= Eletrodo (+ve)

Combustivel + Make up |3 Jet

Coluna capilar

Fonte: Adaptada de Chromoacademy (2015).

O gés efluente da coluna ¢ misturado com hidrogénio e levado
a uma pequena ponta do queimador (jet), o qual se encontra rodeado
por um elevado fluxo de ar. A ignic¢do ¢ fornecida pelo equipamento
para ativar a chama. Quando um potencial em torno de 200-300V ¢
aplicado entre o jet (anodo) e o eletrodo cilindrico (catodo), situado
acima da chama, os ions formados geram uma corrente que sera trans-
ferida e amplificada por um circuito de alta impedancia. Quando ndo
ha presenga de analito (compostos contendo carbono) na chama, uma
pequena corrente (10"A) se formara devido a impurezas dos gases.
Elevada pureza dos gases (99,995%) ¢ requerida para evitar a formagao
de ruido de fundo. Filtros para remog¢ao de impurezas de hidrocarbo-
netos, oxigénio e agua presentes nos gases podem ser colocados antes
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da entrada no sistema cromatografico. O detector deve ser aquecido a,
pelo menos, 125°C para evitar a condensagdo de agua e de amostras
de elevado ponto de ebuli¢dao. Geralmente, utiliza-se a temperatura do
detector 20°C maior que a temperatura mais elevada da rampa croma-
tografica, o que envolve temperaturas acima de 250°C.

O fluxo dos gases deve ser otimizado para uma maior eficiéncia
operacional. A razio estequiométrica dos gases usualmente aplicada se-
gue uma proporgao de:

1 make up : 1 hidrogénio (combustio) : 10 ar sintético.

Gas make up (gas auxiliar) tem a fungdo de aumentar o volume
de gés efluente da coluna, otimizando a detec¢do. Essa mistura de gases
afeta a sensibilidade do detector e deve ser melhorada antes da andlise. A
Figura 5.2 mostra que o fluxo de hidrogénio alcanga uma sensibilidade
maxima para cada fluxo de gas nitrogénio. Para colunas capilares, que
possuem fluxo em torno de ImL/min, gas make up ¢ adicionado ao gas
de arraste a um fluxo total de 30mL/min. Ar sintético é aplicado em um
fluxo, geralmente, de 300-400mL/min (MACNAIR; MILLER, 1997).

Figura 5.2 - Efeito do fluxo de hidrogénio na resposta do FID, em diferentes fluxos de N2
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Fonte: Adaptada de Chromoacademy (2015).
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Estudos recentes tém discutido o mecanismo de ioniza¢do do
analito na chama, porém os processos exatos ainda geram algumas
incertezas (SCHOFIELD, 2008). O FID mostra elevada sensibili-
dade para compostos contendo carbono, sendo a resposta propor-
cional ao nimero de 4&tomos de carbono presente no analito (MAC-
NAIR; MILLER, 1997). Quando heteroatomos (tais como N, O, S,
P) estdo presentes na molécula, a sensibilidade do detector é bas-
tante reduzida. Agua nao é detectada no FID. Na Tabela 5.1, esto as
principais caracteristicas de um FID:

Tabela 5.1 - Caracteristicas do detector de ionizacao em chama

Detector de ionizacio em chama

Alta Resposta Compostos com ligagdes C-H

Baixa ou nenhuma He, CS,, NH,, Ar, COS, CO, Kr, H,S, CO,, Ne, SO,, H,0,
resposta Xe, NO, SiCl,, O,, N0, SiHCl,, N, NO,, SiF,

Sensibilidade 100pg

Combustao - hidrogénio e ar sintético;
Arraste e make up - nitrogénio ou hélio

Gases

Temperatura do

detector (FID) 250-30°C

Fonte: Elaborada pelos autores.

Me¢étodos usando GC-FID sao bastante aplicados atual-
mente, devido a sua capacidade de detectar diferentes compostos
organicos. Alguns exemplos de andlises geralmente realizadas
por FID sdo: analise de volateis em bebidas alcoolicas (PEREIRA,
2012), hidrocarbonetos em efluentes de petroleo, acidos graxos
em alimentos, biodiesel, entre outros. Na determinac¢ao de acidos
graxos, uma reagdo de esterificacdo ¢ realizada para conversao
dos acidos graxos em éster-metilicos, a fim de aumentar sua vola-
tilidade. As Figuras 5.3 e 5.4 ilustram cromatogramas de analises
de padrao de acidos graxos (C-8 a C-24) e volateis em aguardente.
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ACIDOS GRAXOS
Condicoes:

Coluna: OV-5 30m x 0,25mm ID x 0,25um

Gas arraste: nitrogénio (ImL/min)

Programa de temperatura: 150°C por 1min, 180°C por lmin
Injetor: split (1:50), 250°C

Detector: FID, 280°C

Make up: nitrogénio 30mL/min

Figura 5.3 - Cromatograma de um padrao de acido graxo (C-8 a C-24) analisado por GC-FID
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Fonte: Elaborada pelos autores.

COMPOSTOS VOLATEIS
Condicoes:

Coluna: OV-5 30m x 0,25mm ID x 0,25um

Gas arraste: nitrogénio (ImL/min)

Programa de temperatura: 150°C por 1min, 180°C por Imin
Injetor: split (1:50), 250°C

Detector: FID, 280°C

Make up: nitrogénio 60mL/min
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Figura 5.4 - Cromatograma de um padrao de volateis constituintes de aguardente analisados
por FID
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Detector de captura de elétrons

O funcionamento do detector de captura de elétrons (electron
capture detector - ECD) baseia-se no fendmeno em que espécies ele-
tronegativas podem reagir com elétrons presentes para formar ions
carregados negativamente. A perda de tais elétrons estd relacionada
com a quantidade de analito na amostra. O ECD ¢ seletivo para com-
postos eletronegativos, tais como clorados, fluorados ou bromados.

No interior do detector, existe uma fonte radioativa de niquel
(®Ni) que emite elétrons (particulas beta). Essa fonte encontra-se
selada no detector, para evitar a perda para o ambiente. SO deve
ser feita qualquer manutencao por técnico autorizado pelo fabri-
cante do sistema cromatografico. O radioisotopo (**Ni) s6 € liberado
do sistema em temperaturas acima de 450°C, porém o detector so
opera em temperatura maxima de 400°C, sendo protegido contra
superaquecimento.
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“Ni — B

Os elétrons primarios (particulas beta) produzidos pela fonte
radioativa (**Ni) colidem com as moléculas de gas (comumente ni-
trogénio) e dao inicio ao processo de ionizacdo, com a formacgao de
elétrons secundarios e ions positivos:

B+ N,— + N, + 2

Essa reacdo promove a formacdo de uma nuvem estavel de
elétrons na célula do detector. A diferenga de potencial aplicada (20-
100V) entre os eletrodos gera uma corrente elétrica, que ¢ coletada,
convertida em um sistema de dados e medida. Uma taxa de pulsos
¢ aplicada de tempos em tempos para manter a corrente constante.
Quando os compostos eletronegativos sao eluidos da coluna, com-
binam-se imediatamente com alguns elétrons livres, reduzindo tem-
porariamente a corrente.

A+e — A

Dessa forma, a populacao de elétrons ¢ reduzida, e a taxa
de pulso ¢ aumentada para manter uma corrente constante e igual
ao estado inicial. A taxa de impulsos € convertida para uma saida
analdgica, que ¢ adquirida pelo sistema de dados. Ao contrario
de outros detectores que medem um aumento do sinal, os detec-
tores ECD medem a taxa de pulso necessaria para manter a po-
sicdo corrente.

A operacgdo do ECD requer gases como o nitrogénio ou ar-
gonio. Os gases devem ser de elevada pureza (99,999%) e nao
devem conter mais que 1-2 ppm oxigénio e vapor de adgua, para
evitar a diminui¢do da producao de elétrons no detector.

Um esquema da estrutura de um detector de captura de elé-
trons pode ser observado na Figura 5.5.
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Figura 5.5 - Detector de captura de elétrons
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Fonte: Adaptada de Chromoacademy (2015).

A sensibilidade e seletividade do ECD dependem da eletro-
negatividade do analito e podem ser afetadas por pardmetros opera-
cionais e condi¢des analiticas. No caso dos halogénios, a resposta do

detector diminui na seguinte ordem:

[>Br>CI>F

O ECD ¢ um tipo de detector ndo destrutivo e pode ser usado
em série com outro detector, por exemplo, NPD (LOZOWICKA,
2013). Na Tabela 5.2, estdo as principais caracteristicas de um ECD.
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Tabela 5.2 - Caracteristicas do detector de captura de elétrons

Alta resposta Compostos halogenados, nitrogenados
Sensibilidade 50fg

Gases Nitrogénio
Temperatura 300-400°C

Fonte: Elaborada pelos autores.

Para a investigagao de residuos de pesticidas organoclorados e
organofosforados em amostras de d4gua ou alimentos, sistemas tan-
dem ECD-NPD podem ter grande utilidade, devido a sua alta sensi-
bilidade e seletividade a esses componentes.

Diversos métodos de investigagdo de pesticidas em matrizes
ambientais e alimenticias tém sido desenvolvidos utilizando ECD
(FURLANI et al., 2011; CONCHA-GRANA et al., 2009). O uso de
extragdo por headspace associado a ECD tem sido o preferido de di-
versos laboratdrios para analise de organicos volateis (JENNINGS;
MITTLEFEHLDT; STREMPLE, 1997).

O ECD tem sido aplicado em anélise de produtos de desin-
feccao do tratamento de agua (NIKOLAOU et al., 2002). Compos-
tos como trihalometanos e acidos haloacéticos apresentam elevada
resposta ao ECD. A Figura 5.6 mostra o exemplo de um croma-
tograma de uma analise de trihalometanos em amostras aquosas,
utilizando ECD, sob as seguintes condi¢des cromatograficas:

Condicoes:

¢ Coluna: OV-5 30m x 0,25mm ID x 0,25um

* (s arraste: nitrogénio (ImL/min)

* Programa de temperatura: 40°C por lmin, 5°C/min até
70°C e 20°C/min até 250°C (1min)

* Injetor: splitless (1min), 200°C

*  Detector: ECD 310°C (Base ECD 290°C)

* Corrente: 1.0A

*  Amplitude do pulso: 50V

*  Make up: nitrogénio 30mL/min
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Figura 5.6 - Cromatograma de um padrao de trihalometanos (1mg.L") analisado por ECD
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Detector de nitrogénio-fosforo

O detector de nitrogénio-fosforo (nitrogen phosphorous
detector - NPD) possui uma resposta linear seletiva para os
compostos organicos que contém nitrogénio (N) e/ou fosforo
(P). Devido a sua seletividade e sensibilidade, o NPD ¢, muitas
vezes, usado na analise de pesticidas, drogas e outros vesti-
gios de compostos. O uso de nitrogénio ou hélio de alta pu-
reza ¢ necessario.

A estrutura do NPD ¢ semelhante a do FID, exceto pelo
fato de possuir uma pérola termonidnica para gerar ions em um
plasma de hidrogénio-ar. Da mesma forma que o FID, o NPD
usa um jet de ago inoxidéavel para transportar gas efluente e hi-
drogénio para o detector. A pérola do NPD esta posicionada en-
tre o jet e o eletrodo coletor. A pérola ¢ revestida com um metal
alcalino (sal de rubidio ou césio) que promove a ionizagdo de
compostos que contém nitrogénio ou fosforo. Hidrogénio e flu-
xos de ar criam um plasma em torno da pérola aquecida. Quando
as moléculas contendo nitrogénio ou fosforo entram no plasma
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a partir da coluna e do orificio do jet, elas passam por uma rea-
¢do quimica de superficie catalitica, produzindo elétrons. Como
resultado, ions sdo atraidos para um eletrodo coletor, carregado
positivamente e amplificado para um sistema de dados. A Figura
5.7 mostra um esquema tipico do NPD.

O NPD tem sido utilizado em diferentes pesquisas en-
volvendo andlise de pesticidas organoclorados e organofosfora-
dos. Baixos limites de detec¢ao (10ng.L") foram alcangados por
Milhome et al. (2011), utilizando microextracdo em fase solida
(SPME) com o NPD para anélise de 8 pesticidas em agua.

Figura 5.7 - Esquema de um detector de nitrogénio-fosforo
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Fonte: Adaptada de Chromoacademy (2015).
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A Tabela 5.3 resume as principais caracteristicas do detector
de nitrogénio-fosforo.

Tabela 5.3 - Caracteristicas do detector de nitrogénio-fosforo

Alta resposta Compostos organicos nitrogenados ou fosforados
Sensibilidade Ipg
Combustao- Hidrogénio e ar; Arraste ¢ Make up: Nitrogénio
Gases o1
ou Hélio
Temperatura do 250-300°C

Detector

Fonte: Elaborada pelos autores.

Na Figura 5.8, temos um cromatograma de andlise dos pesti-
cidas (1) Molinato, (2) Paration Metil, (3) Fenitrotion, (4) Malation,
(5) Clorpirifos (6), Pendimentalina e (7) Triazofos:

Figura 5.8 - Cromatograma da determinacao de pesticidas usando o NPD
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Detector de condutividade térmica

Os primeiros sistemas cromatograficos eram equipados com
detector de condutividade térmica (thermal conductivity detector -
TCD), que ainda sao usados para analise de compostos, tais como
H,0, CO, CO,, H,S, SO,, NO ¢ NO,,.

O TCD mede a diferenca de condutividade térmica entre o
gas de arraste contendo o analito e o gas de arraste puro. A condu-
tividade térmica, que ¢ caracteristica de cada material, representa a
propriedade de transmissao de calor quando submetido a uma dife-
renga de temperatura.

O corpo do detector ¢ aquecido, e pequenos filamentos sao
acoplados no interior de uma cdmara em dois canais de fluxo
(formando uma ponte de Wheatstone), em que um ¢ o canal de
referéncia, e o outro, o canal analitico. O esquema do detector
e seu mecanismo de funcionamento podem ser observados nas
Figuras 5.9 e 5.10.

O circuito ¢ balanceado com um fluxo de gas de arraste puro
através de ambos os canais de fluxo do detector, onde os filamen-
tos aquecidos perdem calor de maneira constante devido a passa-
gem do gés de arraste pelas celas. Tal perda de calor gera um sinal
constante que € registrado na forma de linha de base. Quando mo-
léculas do soluto passam pelo canal de amostra, a condutividade
térmica do meio ¢ modificada, e a temperatura do filamento muda
com uma mudanca correspondente da resisténcia, ou seja, a perda
de calor procede em uma menor velocidade. Esse acontecimento
desestabiliza o circuito, e ¢ essa instabilidade que forma os picos
do cromatograma.
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Figura 5.9 - Esquema de um detector de condutividade térmica
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Fonte: Adaptada de Chromoacademy (2015).

Figura 5.10 - Mecanismo de funcionamento do detector
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Um grande cuidado que se deve ter com o uso desse detector ¢
o de ndo passar a corrente pelo filamento sem que haja fluxo de géas no
interior da camara. Esse acidente promove a queima do filamento, que
¢ um dos problemas de ocorréncia mais comum nesse tipo de detector. A
sensibilidade desse detector € consideravelmente menor do que a do FID.
A sensibilidade depende da diferenca entre a condutividade térmica do
gas de arraste e a do componente a ser detectado (ndo devendo a condu-
tividade ser a mesma para todos os componentes da mistura).
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A maioria dos vapores organicos apresenta baixa condutivi-
dade térmica. A sensibilidade da analise ¢ aumentada quando gases
que possuem alta condutividade térmica sao utilizados, caso do hé-
lio e do hidrogénio, e é reduzida quando gases com baixa condutivi-
dade térmica sdo usados, como o argénio e o nitrogénio.

O TCD ¢ classificado como ndo destrutivo, o que possibilita
a recuperacao da amostra na mesma forma quimica em que foi in-
jetada, sendo util para fins preparativos.

As melhores condi¢des de operagao para esse detector podem
ser conseguidas utilizando-se um gas com alta condutividade tér-
mica, o qual aumenta a temperatura do filamento e diminui a tem-
peratura do bloco, reduzindo a vazao do gas de arraste.

A Figura 5.11 mostra um exemplo de analise de uma mistura padrao
de biogas. Esse tipo de gés ¢ importante para o monitoramento de gases pro-
duzidos em aterro sanitario e reatores anaerobios (LAY; LI; NOIKE, 1998).

Figura 5.11 - Cromatograma de mistura padrao para biogas, obtido por CG-DCT. Condicdes
cromatograficas: coluna: ID CP-Molsieve 13X, 1,5m x 1/8polegada; gas de arraste: argonio
(1,86bar); injetor: 50°C; programa de temperatura: 50°C por 10min, aumenta 8°C/min até
90°C, mantém por Tmin; detector: CG-DCT

H, CH,
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N,
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Fonte: Disponivel em: <https:/www.agilent.com/cs/library/applications/SI-01807.pdf>.
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Detector fotométrico de chama

Cromatografia gasosa (CG) acoplada a detector fotométrico
de chama (flame photometric detector - FPD) ¢ uma técnica usada
para analisar compostos contendo enxofre ou fosforo. O FPD utiliza
uma chama hidrogénio/ar, pela qual a amostra ¢ passada. Os hidro-
carbonetos contendo fosforo e enxofre geram quimioluminescéncia
em comprimentos de onda especificos (enxofre = 394nm e fosforo
= 526nm). Uma fotomultiplicadora recebe a radiagdo emitida pelos
compostos excitados e converte em sinal elétrico que pode ser me-
dido. Para protecdo da fotomultiplicadora, o FPD opera em tempera-
tura maxima de 250°C.

Figura 5.12 - Esquema de um detector fotométrico de chama
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Fonte: Adaptada de Chromoacademy (2015).

E necessario um gas de arraste com baixa impureza de agua
e oxigénio, pois estes compostos podem interagir com a fase es-
taciondria e causar problemas significativos, como ruido da linha
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de base do cromatograma ou “sangramento da coluna”, reduzindo
a sensibilidade do detector e diminuindo a vida util da coluna. O
FPD ¢ extremamente sensivel a impurezas de hidrocarbonetos nos
gases de suprimento para a chama. Impurezas de hidrocarbonetos
também podem causar um aumento de ruido da linha de base e
reduzir a sensibilidade do detector.

De maneira semelhante ao GC-FID, um gas make up pode ser
utilizado na saida da coluna do GC-FPD para aumentar a taxa de
fluxo para o detector. A Figura 5.12 e a Tabela 5.4 mostram as prin-
cipais carateristicas do FPD. Uma calibragdo de rotina para controle
do fluxo dos gases se faz necessaria.

Tabela 5.4 - Caracteristicas do detector fotométrico de chama
enxofre, fosforo, estanho, boro, arsénio,
germanio, selénio, cromo

Sensibilidade 100pg

Alta resposta

Arraste - nitrogénio ou hélio
Gases Combustao - hidrogénio e ar sintético
Make up - nitrogénio ou Hélio

Temperatura do
detector
Fonte: Elaborada pelos autores.

Até 250°C

Detector de fotoionizacao

O detector de fotoionizagdo (photoionization detector - PID)
¢ um sistema que utiliza fotons de alta energia, tipicamente na faixa
ultravioleta (UV), para quebrar as moléculas em ions carregados
positivamente, conforme ilustrado na Figura 5.13. Os compostos
que sdo eluidos da coluna do CG sdo bombardeados por fotons de
alta energia. A luz ultravioleta excita as moléculas, o que resulta em
perda temporaria de elétrons das moléculas e formagao de ions car-
regados positivamente. fons produzidos durante esse processo sio
coletados por eletrodos. A corrente gerada fornece uma medida da
concentragdo do analito (> concentracdo de ions > corrente), uma
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vez que apenas uma pequena fracdo das moléculas do analito ¢ real-
mente ionizada. Esse método ¢ considerado ndo destrutivo, permi-
tindo que seja usado em conjunto com um outro detector para con-
firmar os resultados da analise.

Figura 5.13 - Esquema de um detector de fotoionizacao
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Fonte: Adaptada de Chromoacademy (2015).

PIDs estao disponiveis em modelos portateis, fornecendo re-
sultados quase imediatos. Tém sido aplicados no monitoramento de
compostos organicos volateis no ar (EPA, 1994). Porém, elevada
umidade pode reduzir a sensibilidade desse detector. Além disso, o
PID ¢ incapaz de responder a hidrocarbonetos de baixo peso mole-
cular, tais como metano e etano. A Tabela 5.5 mostra as suas princi-
pais caracteristicas.

Tabela 5.5 - Esquema de um detector de fotoionizagao

alifaticos, aromaticos, cetonas, ésteres, aldeidos,

Alta resposta aminas, heterociclos, compostos organo-enxofre, alguns
organometalicos
Sensibilidade 2pg
Gases nitrogénio ou hélio

Temperatura do

detector 250-350°C

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Detector de massas

O espectrometro de massa (EM) € um instrumento analitico
que tem sido bastante aplicado na solugdo de problemas analiti-
cos e estruturais de compostos organicos. Ele ¢ capaz de fornecer
informagdes valiosas sobre compostos desconhecidos. Alguns ca-
sos sdo: (1) determinacdo da massa molecular de um composto;
(2) analise da composicdo quimica de amostras complexas; (3)
investigacdo da estrutura de produtos quimicos; (4) verificagdo
da pureza de substancias; e (5) analise de is6topos. O EM tem
vasto campo de aplicacdo na industria e na pesquisa, em diversas
areas, tais como:

* Biotecnologia: analise de proteinas, peptideos, nucleoti-
deos, polimeros.

* Farmacéutica: controle de qualidade de medicamentos,
metabolismo de drogas.

* Clinica: farmacos, compostos no sangue e urina.

* Ambiental: HPAs, PCBs, BTEX, subprodutos de degra-
dacdo, agrotoxicos, organicos volateis para o controle da
qualidade da 4gua e ar.

e Alimenticia: volateis em bebidas, contaminantes em fru-
tas e vegetais, composic¢ao de acidos graxos em alimentos.

* Geologica: HPAs, TPHs e agrotoxicos no solo.

A espectrometria de massas pode ser utilizada acoplada a cro-
matografia liquida (CL) ou cromatografia gasosa (CG). A CG-EM
combina rapidez na analise, alta resolugdo, facil operagdo, ex-
celentes resultados quantitativos e qualitativos e custo moderado. A
técnica exige que ions da amostra sejam gerados na forma gasosa,
produzindo um espectro de massas caracteristico do composto. De
modo geral, os espectrometros de massa sdo constituidos de trés
partes fundamentais: a fonte de ionizagdo, o analisador e detector,
conforme ilustrado na Figura 5.14.
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Figura 5.14 - Esquema simplificado de um espectrometro de massa
Sistema de vacuo
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Fonte: Elaborada pelos autores.

A amostra ¢ introduzida na fonte de ionizag¢do do instrumento,
onde as moléculas sdo ionizadas. Os ions sdo transferidos para a regido
do analisador do espectrometro de massa, sendo separados de acordo
com a sua massa-carga (m/z) e transferidos ao detector. O analisador e o
detector sao mantidos sob alto vacuo (10 a 10-'°torr) para proporcionar
aos ions uma maior facilidade de deslocamento de uma extremidade do
instrumento a outra, por ndo haver impedimento das moléculas de ar.

O detector monitora a corrente de ions, amplifica-a, e, em
seguida, o sinal ¢ transmitido para o sistema de dados, sendo regis-
trado na forma de espectros de massa, com os valores de m/z dos
ions em funcdo da sua intensidade. Muitos sistemas dispdem de um
banco de dados (biblioteca), que possui os espectros de massa de
mais de 100.000 compostos, com fragmentos gerados, comumente,
pelo modo de ionizagdo impacto de elétrons (EI), a ser descrito. A
biblioteca permite a identificagdo da estrutura pela comparagao en-
tre os espectros do analito e os da sua base de dados, gerando uma
probabilidade de confirmacao da identidade do composto, conforme
ilustrado na Figura 5.15.
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Figura 5.15 - Identificacao da estrutura do analito pelo espectro de massa
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Fonte: Dados do software GCsolution.

Fonte de ionizacao

Muitos métodos de ionizagdo estdo disponiveis, e cada um
tem suas vantagens ¢ desvantagens. O método de ionizacdo a ser
usado dependera do tipo de amostra em estudo e do espectrometro
de massa disponivel. Temos os seguintes: impacto de elétrons (EI),
ionizagdo quimica (CI), ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI), ionizagao por electrospray (ESI), bombardeamento atomico
rapido (FAB), ionizagdo por dessor¢ao de campo (FD), ionizagdo e
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI), termopulverizagao
ionizacao (TSP).

O método de ionizacdo por impacto de elétrons (EI) € a téc-
nica mais utilizada na producao de ions para espectrometria de mas-
sas, comumente em sistema de cromatografia gasosa. As moléculas
do analito sdo bombardeadas na fase gasosa com elétrons de alta
energia (~70eV), removendo um elétron da molécula da amostra,
formando um cation radical, denominado de ion molecular. A ener-
gia excedente (em torno de 50eV) promove a fragmentagdo do ion
molecular, produzindo o espectro de massa do composto. A intensi-
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dade do fon molecular depende da sua estabilidade. fons molecula-
res de compostos aromaticos sdo mais estaveis. A presenca de subs-
tituintes afeta a fragmentacao e diminui a intensidade do pico do ion
molecular (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). A ordem
decrescente de grupos que dardo picos intensos do ion molecular é:

Aromaticos > alquenos conjugados > aliciclicos > sulfetos
organicos > hidrocarbonetos nao ramificados > cetonas > ami-
nas > esteres > éteres> acidos carboxilicos > hidrocarbonetos ra-
mificados > alcoois

A quebra das ligacdes ¢ caracteristica dos grupos quimicos
citados. Dessa forma, as fragmentagdes se tornam previsiveis. Al-
guns bancos de dados mais acessiveis contém informagdes de mais
de 100.000 espectros de massa, permitindo a identificagdo rapida do
composto durante a analise.

A ionizagdo por impacto de elétrons leva com frequéncia a
um elevado grau de fragmentacao, o que dificulta a visualiza¢ao do
ion molecular. O aumento do tamanho da amostra ou a diminui¢do
da voltagem aplicada podem aumentar a abundancia relativa do ion
molecular (M*) (KITSON; LARSEN; MCEWEN, 1996; HARRIS,
2012), sendo a ionizagao representada da seguinte forma:

M+e — M™+2e”

(Molécula) (ions moleculares)

Outro modo de evitar esse problema ¢ usar a técnica de “io-
nizagcdo branda”, entre as quais a ionizagdo quimica (chemical
ionization - CI) ¢ a mais importante. No método CI, as molécu-
las da amostra na fase gasosa nao sao bombardeadas com elétrons
de alta energia. Um gas reagente (comumente, metano, isobutano
ou amonia) ¢ introduzido na fonte e ionizado. Elétrons com ener-
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gia suficiente (100-200eV) convertem o CH, em outros produtos,
que sao reativos:

CH:+e — CHi +2e
CHi + CH.: - CHs + ‘CH
CH: - CH; + H’

CH; + CH.— C2Hs + Ha

As moléculas da amostra, sob pressao relativamente alta, coli-
dem com as moléculas ionizadas do gas reagente (CH,", C,H," etc.)
na fonte CI e sofrem ioniza¢do secundaria por transferéncia de pro-
tons para produzir ions [M™], [M*], [M*4], [M™], [M"®] ou [M].
O excesso de energia transferido para as moléculas da amostra du-
rante a ionizacdo ¢ pequeno (na ordem de 5eV), e, com isso, a frag-
mentacgdo € muito menor. [sso ocasiona a alta abundancia do ion mo-
lecular, porém ha pouca informagao sobre a estrutura do composto.

Durante a ionizagdo da amostra, ha a possibilidade de ge-
racdo de ions positivamente ou negativamente carregados, depen-
dendo da afinidade de prétons da amostra. Além disso, o analista
deve associar o método de ionizacdo adequado, dependendo do
tipo de analisador.

Por exemplo, a ionizagdo por MALDI ¢ apropriada para ana-
lisadores TOF (descritos posteriormente), para analise de biomolé-
culas, especialmente proteinas. O desenvolvimento dessa técnica de
ionizacao possibilitou a aplicagdo da espectrometria de massa para
moléculas de alto peso molecular com uma maior precisado, sensibili-
dade e seletividade (CHEVALIER; SOMMERER, 2011).

Nesse método, a amostra é uniformemente misturada numa
grande quantidade de matriz (em excesso molar), que absorve a
energia de um feixe de laser (ultravioleta ou infravermelho pulsado)
e converte em energia térmica. Uma parte da matriz ¢ aquecida ra-
pidamente e ¢ vaporizada, em conjunto com a amostra, direcionan-
do-se ao analisador.
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Analisadores de massas

A principal funcdo do analisador de massa ¢ separar os ions
formados na fonte de ionizacdo do espectrometro de massa de
acordo com a sua razao massa-carga (m/z). H4 uma série de analisa-
dores de massa disponiveis atualmente, incluindo: quadrupolo (Q),
armadilha de ions (ion trap -IT), tempo de voo (TOF - do inglés time
of flight), setor eletrostatico (E) e setor magnético (B), ressonancia
ciclotronica de ions por transformada de Fourier (FT-ICR - do in-
glés, Fourier transform ion cyclotron resonance).

Esses analisadores de massa tém caracteristicas diferentes, incluindo
aampla faixa de m/z que pode ser investigada, a elevada precisdo e a resolu-
¢do. A compatibilidade dos diferentes aparelhos com diferentes métodos de
ionizagao varia. Por exemplo, todos os analisadores listados acima podem
ser utilizados em conjunto com a ionizagao por electrospray, enquanto a
MALDI nao esta geralmente associada a um analisador de quadrupolo.

Analisador quadrupolo

Os analisadores quadrupolos s3o bastante populares em es-
pectrometria de massas. Sao formados por quatro tubos cilindricos
metalicos paralelos, de 100-200mm de comprimento, montados se-
gundo os vértices de um quadrado, conforme ilustrado na Figura 5.16.

Figura 5.16 - Analisador de massas quadrupolo

Analisador de massas:

Quadrupolo
/é/l »
§ s

ressonante

Detector

]
i

Ton
ndo ressonante

Fonte
de ionizagio

Lentes -—
focalizadoras

Fonte: Elaborada pelos autores.
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O funcionamento do analisador ¢ complexo, porém pode ser
descrito de forma simplificada. Uma voltagem DC modificada por
uma voltagem de radiofrequéncia ¢ aplicada aos tubos. Os ions pe-
netram no centro dos quatro cilindros e atravessam até chegar a ou-
tra extremidade. A variacdo de determinadas voltagens DC e radio-
frequéncia promove a formagao de campos elétricos oscilantes, nos
quais somente alguns valores de m/z s3o estaveis e completam o
percurso. Os outros ions (outros valores de m/z) apresentam oscila-
¢oes erraticas e colidem uns com os outros, saindo da trajetoria do
detector. O quadrupolo funciona como um filtro. Isso permite que os
ions de diferentes valores de m/z cheguem com tempos diferentes ao
detector e, dessa forma, podem ser diferenciados (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

As trés principais caracteristicas de um analisador de massas sao:
o limite superior de medida da razdo m/z; a transmissao, que ¢ a razao
entre o nimero de ions que alcangam o detector e o nimero de ions pro-
duzido na fonte; e o poder de resolugao, que ¢ a habilidade de produzir
sinais distintos para dois ions com uma pequena diferenga de massa.

Na espectrometria de massas sequencial (Ms"), em vez de
se utilizar apenas um analisador de massas para separar os ions
de mesma razdo m/z gerados na fonte de ionizagdo, como na MS,
varios analisadores podem ser combinados em série. Um exemplo €
a utilizacdo de dois estagios de espectrometria de massas (MS-MS),
sendo um deles usado para isolar o ion de interesse € o outro para
estabelecer uma relacdo entre o ion de interesse isolado e outros
ions que forem gerados a partir da sua decomposicdo induzida. Essa
técnica ¢ amplamente empregada na detec¢ao de compostos em bai-
xas concentracdes, principalmente em matrizes complexas, uma vez
que possibilita um aumento na sensibilidade e reduz a interferéncia
espectral. Os analisadores combinados mais empregados sdo o triplo
quadrupolo (QqQ), quadrupolo-analisador de tempo de voo (QToF)
e quadrupolo-ion trap (Qtrap).

O espectrometro de massas triplo quadrupolo (QqQ) ¢ for-
mado pela juncdo de trés quadrupolos em sequéncia, havendo uma
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cela de colisao entre dois analisadores quadrupolos. A Figura 5.17
ilustra um sistema QqQ. No primeiro quadrupolo (Q,), o ion selecio-
nado € separado da corrente de ions vinda da fonte e passada por Q,.
No segundo quadrupolo (q), os ions de interesse sdo gerados
por dissociagdo induzida por colisdo (CID, do inglés collision-in-
duced dissociation), ou seja, pela colisao de espécies iOnicas molecu-
lares com uma molécula de gas (geralmente argonio), em uma célula
de colisdo. Por ultimo, o terceiro quadrupolo (Q,) seleciona os frag-
mentos idnicos formados para enviar ao detector (HARRIS, 2012).

Figura 5.17 - Sistema de detector triplo quadrupolo (QqQ)

Selecdo de ions para Entrada do gas Selecdo de ions para
monitoramento de colisdo (Ar) monitoramento
Il

‘ Ion precursor ‘ ‘ Ion produto Ign para
monitoramento

Fonte: Elaborada pelos autores.

A andlise dos resultados obtidos por espectrometria de mas-
sas pode ser realizada em diferentes modos: detec¢do por varredura
(full scan), monitoramento seletivo de ions (SIM, do inglés single
{on monitoring), monitoramento seletivo de reagdes (SRM, do inglés
selected reactions monitoring) ou monitoramento de reagoes multi-
plas (multiple reaction monitoring - MRM). O controle da funcado de
aquisicdo de dados é extremamente importante, pois dele resultam
os dados necessarios a obtengdo dos resultados analiticos.

Na deteccao por varredura (full scan), a aquisi¢ao continua
do espectro total de massas ¢ programada de forma a analisar
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todas as massas do seu espectro de operacdo ou dentro de uma
faixa determinada de m/z. O monitoramento seletivo de ions
(SIM) e o monitoramento seletivo de reacdes (SRM) aumentam
a seletividade da espectrometria de massas para determinados
analitos e melhoram a sensibilidade, diminuindo a resposta do
instrumento a tudo que interfira na medida, isto ¢, reduzindo o
ruido de fundo (HARRIS, 2012). Quando se monitora a fragmen-
tacdo de varios ions precursores simultaneamente, esse modo de
varredura ¢ denominado monitoramento de reagdes multiplas
(MRM) (CHIARADIA et al., 2008).

A Figura 5.18 mostra a diferenca de sensibilidade de 8 pestici-
das multiclasses na analise no modo full scan e SIM.

Figura 5.18 - Diferenca de sensibilidade entre modo full scan (varredura) e modo SIM de 8
pesticidas (0,1mgL-1) usando GC-MS quadrupolo
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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No modo SIM, sdo selecionados os principais fragmentos
de maior intensidade no espectro e sdo monitorados em intervalos
préoximos ao tempo de retengdo do composto, o que aumenta a res-
posta do detector. No modo de operagdo SRM, o espectrometro ¢
programado de forma a que os ions precursores sdo separados e
fragmentados no modo MS/MS, e os ions produtos sd3o usados na
identificagdo e quantificagio. E extremamente util quando a sepa-
racdo nao ¢ completa. Pelo modo SRM, € possivel analisar multiana-
litos dentro de uma mesma analise, pois ele permite a identificagdo
e separagdo de cada transi¢do monitorada, apresentando como prin-
cipal vantagem a seletividade.

Uma grande variedade de compostos pode ser determinada
por detector de espectrometria de massas com analisador qua-
drupolo. Um exemplo sdo os hidrocarbonetos totais de petroleo
(TPHs), que sdo contaminantes derivados do petroleo e que podem
estar presentes na adgua. Eles sdo poluentes ambientais comuns,
devido a derrames industriais e vazamentos de tanques de arma-
zenamento. As aguas subterraneas, aguas residuais e o solo sdo
analisados para investigagao do teor de TPHs. O cromatograma
da Figura 5.19 foi obtido usando um GC-MS equipado com anali-
sador quadrupolo.

Outro tipo de contaminante ambiental s3o os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), que sdo produzidos através do pro-
cesso de combustao. Sao poluentes organicos de grande persisténcia
(POP) ambiental, e muitos deles e seus derivados sdo potencialmente
carcinogénicos e/ou mutagénicos. Analise de HPAs tem sido satisfa-
toriamente realizada por GC-MS, como mostra o Cromatograma
da Figura 5.20.

A espectrometria de massas também tem grande aplicagdao
no controle do nivel de agrotéxicos em matrizes ambientais e al-
imenticias por meio de métodos multirresiduos. Os orgdos ambi-
entais de controle desses residuos exigem limites (maximum resi-
due limits - MRLs) cada vez menores, o que demanda técnicas de
elevada sensibilidade para analise qualitativa e quantitativa, como
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a EM acoplada a quadrupolo simples (single quadrupole - SQ)
(SOUSA et al., 2013). A confirmag¢do da identidade do composto
por meio do espectro de massa ¢ fundamental para evitar a presenga
de falso-positivo.

O cromatograma na Figura 5.21 mostra um exemplo de
método multirresiduo para analise de 13 agrotdxicos de diferentes
classes usando GC-MS-Quadrupolo. Métodos para monitoramento
de mais de 100 tipos de principios ativos por espectrometria de
massas com diferentes analisadores tém sido reportados recen-
temente (KOESUKWIWAT et al., 2010; LESUEUR et al., 2008,
DONG et al., 2008).

Figura 5.19 - Cromatograma de fons totais - TIC, padrao de TPHs (5mg.L"), obtido por
GC-SQ/MS, modo full scan (mz 50-600). Condicoes cromatograficas: coluna: DB5 30m x
0,25mm 1D x 0,25pm; gas de arraste: hélio (TmL/min); injetor: splitless (1min), 250°C; pro-
grama de temperatura: 70°C por Tmin, aumenta 7°C/min até 290°C, mantém por 10min;
detector: GC-SQ/MS, interface 290°C, fonte de ionizagao: 250°C
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 5.20 - Cromatograma de fons totais -TIC, padrao de 16 HPAs (5 mg.L"), obtido por
GC-SQ/MS, modo full scan (mz 50-600). Condicoes cromatograficas: coluna: DB5 30m x
0,25mm ID x 0,25pm; gas de arraste: hélio (TmL/min); injetor: splitless (1min), 250°C; pro-
grama de temperatura: 50°C (2min), 30°C/min até 120°C, 5°C/min até 250°C e 20°C/min
até 280°C (20min); detector: interface 230°C, fonte de ionizagao: 200°C
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 5.21 - Cromatograma de fons totais - TIC, padrao de 13 pesticidas (5 mg.L-1), obtido
por GC-SQ/MS, modo full scan (mz 50-430). Condicbes cromatograficas: coluna: DB5 30m
x 0,25mm ID x 0,25pm; gas de arraste: hélio (ImL/min); injetor: splitless (1min), 250°C;
programa de temperatura: 100°C (1min), 15°C/min até 180°C e 4°C/min até 280°C (1min);
detector: interface 280°C, fonte de ionizacao: 200°C
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Analisador armadilha de ions

Introduzido comercialmente na década de 80, o espectrometro
de massas por armadilha de ions (ion trap - IT) ¢ considerado uma
variacdo da tecnologia do quadrupolo. Wolfgang Paul e os colabora-
dores Hans Dehmelt ¢ Hans Steinwedel ganharam o Prémio Nobel
de Fisica, em 1989, pelo desenvolvimento da tecnologia IT. Instru-
mentos comerciais IT sdo hoje muito comuns em Quimica, Bioqui-
mica e em laboratorios forenses, podendo ser acoplados a cromato-
grafia liquida ou gasosa (MARCH; TODD, 2005).

O principio do funcionamento de um analisador IT estd ba-
seado na criacdo de trajetorias estaveis para os ions de certa m/z, ou
de uma faixa de m/z, enquanto os ions indesejaveis sdo removidos
por colisao com a parede ou por ejecao axial do ¢trap devido a insta-
bilidade de trajetorias. Ao contrario do quadrupolo, que age como
um filtro de ions, o IT ¢é capaz de aprisionar ions por tempos relati-
vamente longos e libera-los em sequéncia para um detector.

Os ions produzidos na fonte do instrumento entram na arma-
dilha e sdo aprisionados pela acdo de trés eletrodos hiperbolicos: o
endcap entrada, o anel e o endcap saida. Os eletrodos sdo separados
por dois anéis espagadores, em posi¢ao adequada, que servem como
isoladores elétricos.

Viarias tensoes sao aplicadas a esses eletrodos, o que resulta na
formacdo de uma cavidade em que os ions sao capturados. O potencial
de radiofrequéncia (RF) do eletrodo anel, associado a uma voltagem
AC e uma voltagem DC, produz um campo magnético quadrupolar 3D
dentro da armadilha, que mantém os ions em uma trajetoria oscilante
estavel. O movimento exato dos ions ¢ dependente das tensodes aplica-
das e das proporgdes de m/z. Para a detec¢dao dos ions do analito, os
potenciais sdo alterados para desestabilizar os movimentos de ions, re-
sultando na ejecao dos ions através do endcap saida. Os ions sdo dire-
cionados ao detector do instrumento para produzir o espectro de massa.

Um esquema tipico do analisador ion trap é mostrado
na Figura 5.22.
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Figura 5.22 - Secao transversal de um analisador de armadilha de fons (IT)
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Entre as principais vantagens do IT, temos: possui alta sensibili-
dade no modo fill scan, sendo bastante indicado para analises qualita-
tivas; € um sistema robusto de facil operagao e alta eficiéncia; apresenta
a possibilidade de analises sequenciais (Ms"). Como desvantagens, po-
demos citar: baixa precisdo para massas elevadas (m/z>1000); possibili-
dade de formacao de fragmentos [ion +1], tornando dificil a comparagao
dos espectros obtidos durante a analise com os espectros da biblioteca.

Andlises com IT tém sido uteis em programas de monitoramento
para investigagao da estrutura de residuos de contaminantes organicos e
seus metabolitos em diversas matrizes, tanto acoplado a cromatografia
liquida quanto a gasosa (INOUE et al., 2003; HIRAHARA et al., 2006;
SOLER; MANES; PICO, 2004). A Figura 5.23 mostra um exemplo de
andlise de compostos organicos volateis frequentemente monitorados
para o controle da qualidade de aguas. Um exemplo de analise de uma
amostra contendo trihalometanos, com a confirmacdo da identidade do
composto através do espectro de massa, ¢ mostrado na Figura 5.24.
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Figura 5.23 - Cromatograma de fons totais - TIC, padrao de 26 organicos volateis
(0,1mg.L"), obtido por GC-MS-ion trap, modo full scan (mz 40-350). Condicbes cromato-
graficas: coluna: TR5-ms SQC 30m x 0,25mm ID x 0,25um; gas de arraste: hélio (TmL/min);
programa de temperatura: 35°C (1 min), 4°C/min até 130°C e 10°C/min até 220°C (1min);
injetor: 180°C, autoamostrador headspace (70°C, agitacao, 15min). 1. Cloreto de vinila; 2.
1,1-Dicloroetileno; 3. Cloroformio; 4. 1,2-Dicloroetano; 5. Benzeno; 6. Bromodiclorome-
tano; 7. Tolueno; 8. Dibromoclorometano; 9. Etil Benzeno; 10. m+p Xileno; 11. Bromoformio;
12. o-Xileno; 13. Pentacloroetano; 14. 1,3-Diclorobenzeno; 15. 1,4-Diclorobenzeno; 16.
1,2-Diclorobenzeno; 17. Hexacloroetano; 18. 1,3,5-Triclorobenzeno; 19. 1,2,4-Tricloroben-
zeno; 20. 1,2,3-Triclorobenzeno; 21. Hexaclorobutadieno; 22. 1,2,4,5-Tetracloroben-
zeno; 23. Hexaclorociclopentadieno; 24. 2-Cloronaphthyleno; 25. Pentaclorobenzeno;

26. Hexaclorobenzeno

= oy

Abundancia relativa

Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 5.24 - Cromatograma TIC (full scan) de amostra de agua contendo residuos de
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Analisador por tempo de voo

A espectrometria de massa por tempo de voo (time-of-flight
- TOF) tem sido o método mais indicado para a andlise de bio-
moléculas, associado com a técnica de ionizagdo por MALDI,
a qual permite que moléculas grandes se ionizem, evitando
sua fragmentacao.

Um analisador tipo TOF baseia-se na aplicagdao de um poten-
cial (V) que acelera os ions que passam por um tubo até o detector.

O detector tempo de voo acoplado a espectrometria de
massa (TOF-MS) ¢ um método em que a propor¢do de um ion
de massa-para-carga ¢ determinada por uma medi¢do de tempo. Os
ions sdo acelerados por um campo elétrico de forga conhecida e pas-
sam por um tubo até o detector. A velocidade do ion depende da razao
massa-carga. Se os ions entram no tubo com a mesma energia, entao,
ions com massas diferentes terdo velocidades diferentes (particulas
mais pesadas terdo velocidades mais baixas). A partir desses para-
metros conhecidos, pode-se encontrar a relagdo massa-carga do ion.

Conhecendo a tensdo de aceleragdo e o comprimento das
duas regides de voo, a razdo m/z dos ions pode ser determi-
nada medindo-se o tempo de voo dos ions, de acordo com as se-
guintes equagdes:

1
E =ZMV? (Eq. 5.1)
T=t;+t, (Eq. 5.2)
m
T=Qd+L) |-~ (Eq. 5.3)

2qU
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Em que: m e q sd@o a massa e a carga do ion; U ¢ a tensdo de
aceleracdo; d e L sdo os comprimentos das regioes de aceleragao e
de voo livre; e t et sdo, respectivamente, os tempos de voo dos ions
nas duas regides citadas.

Apesar da grande aplicagdo, instrumentos TOF ndo sdo tao
populares como analisadores de quadrupolo.

O progresso recente na instrumentacao tem aumentado o uso
deanalisadoresdemassadetempodevooacopladoaCGparaanalisede
pesticidas nos alimentos (CERVERA et al., 2012).

Detectores

Os ions, ap6s a passagem pelo analisador de massas, alcan-
cam o detector, que gera um sinal correspondente. O detector tem
a funcdo de detectar e amplificar o sinal da corrente de ions que
vem do analisador e transferir o sinal para o sistema de processamento
de dados. Os principais tipos sao: fotomultiplicador, multiplicador de
elétrons e microchanel plate (MCP).

O detector depende do tipo de analisador. O fotomultiplicador
e o multiplicador de elétrons sao utilizados com analisadores qua-
drupolos, setor magnético e ion trap e apresentam faixa dindmica
ampla, enquanto que o MCP ¢ utilizado com analisadores TOF e
apresentam resposta extremamente rapida e com alta sensibilidade.

O multiplicador de elétrons, como mostra a Figura 5.25, fun-
ciona pela emissao de elétrons secundarios produzidos por dinodos
quando os ions provenientes dos analisadores chocam-se com eles.
Os ions, ao atingirem a primeira placa, ou eletrodo conversor, dao
origem a elétrons secundarios. Estes sao acelerados e focados em
um segundo dinodo, dando origem a uma segunda e mais nume-
rosa geracao de elétrons e assim por diante. Os dinodos sdo conec-
tados a potenciais sucessivamente maiores. Existem multiplicadores
de elétrons com até 20 dinodos que produzem ganhos de corrente
da ordem de 10".
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Figura 5.25 - llustragao do detector multiplicador de elétrons
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Detector de ionizacao de descarga de barreira dielétrica - BID

O detector de ionizagdo de descarga de barreira (BID) ¢ o
dispositivo mais moderno desenvolvido para analises de traco de
ampla faixa de compostos (detector universal), possuindo sensibi-
lidade 100 vezes superior ao TCD e duas vezes superior ao FID. O
BID ¢ um aparato altamente sensivel que, por meio de ionizagdo a
base de plasma de hélio, cria uma descarga de barreira dielétrica.
Um plasma de 17,7eV ¢ gerado pela aplicagdo de uma alta tensdo
dielétrica de uma camara de quartzo, na presenca de hélio, a uma
temperatura relativamente baixa. Os compostos que eluem da
coluna de CG sdo ionizados pela energia de plasma de hélio. Em
seguida, eles sdo detectados pelo eletrodo coletor, e os picos sdo
gerados (SHINADA et al., 2012). A Figura 5.26, a seguir, ilustra as
partes do detector.
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Figura 5.26 - Esquema representativo do detector de descarga de barreira - BID

Tubo de Quartzo ]

Eletrodo de

Plasma de Hélio aterramento

(descarga elétrica)

Eletrodode [ Gerador de plasma
alta-voltagem

Eletrodo de
aterramento

= Coletor de carga
Eletrodo coletor

Tubo de entrada da =
amostra (coluna capilar) .

Fonte: Elaborada pelos autores.

Alguns trabalhos foram desenvolvidos com o emprego desse
detector, entre os quais, podemos citar: Weatherly, Woods e Arm-
strong (2014), que realizaram um estudo comparativo dos detectores
BID e TCD para determinagdo de agua e etanol em produtos com-
erciais; Frink, Weatherly e Armstrong (2014), na determinagdo de
agua em ingredientes farmacéuticos; e Pena-Pereira et al. (2014), na
determinagdo de lonogéis a base de silica.

O BID, em comparacdo com outros detectores, demonstrou
ser bastante sensivel. A Figura 5.27 ilustra graficamente essa carac-
teristica pela analise de desempenho de dois outros detectores, FID
e TCD. A Tabela 5.6 mostra as principais carateristicas do BID.
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Figura 5.27 - Cromatograma ilustrando a sensibilidade do BID em relacao aos detectores
FID (a) e TCD (b)
(@) Comparagao do uso dos detectores BID e FID em analise de hidrocarbonetos:
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Tabela 5.6 - Esquema de um detector de descarga de barreira dielétrica

Faixa dindmica 10°
Sensibilidade 1 pgC/s (dodecano, fluxo de descarga do gas S0mL/min)
Gases Hélio (99,9999% ou maior pureza)

Temperatura do

detector Acima de 350°C

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Validacao de métodos analiticos e sua importancia

%lidagdo, conforme defini¢do da norma ABNT NBR ISO/
IEC 17025, ¢ “a confirmagdo por exame e fornecimento de evidén-
cia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado
uso pretendido sdo atendidos” (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2005a). A validagdo de métodos analiti-
cos ¢ um importante requerimento técnico-cientifico em todas as
atividades relacionadas a quimica analitica (EURACHEM, 1998).
Na literatura, existe uma variedade de defini¢oes sobre validacdo
de métodos, porém os conceitos estdo constantemente sofrendo re-
finamentos e evoluindo conforme adequagdes estabelecidas pelas
agéncias reguladoras. Podemos apresentar aqui alguns conceitos
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convenientes para definir objetivamente a validagdo de métodos de
analise quimica:

Validagao de métodos analiticos é o processo de definir uma
exigéncia analitica e confirmar que o método considerado tem ca-
pacidade de desempenho consistente com o requerimento da aplica-
¢do (EURACHEM, 1998).

A validag¢do do método deve garantir, por meios experimen-
tais, que o método atenda as exigéncias das aplicagoes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (AGENCIA NACIO-
NAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

A validacdo de um metodo analitico inclui testes de suas ca-
racteristicas importantes. O objetivo final é estar certo que o pro-
cesso de andlise é confiavel e preciso, permanece sob total controle
do operador (analista) e conduz a resultados confiaveis (KO-
NIECZKA; NAMIESNIK, 2009).

Observamos, de maneira clara, que as defini¢des acima, que
podem diferir sutilmente quanto aos termos empregados, em essén-
cia, esclarecem que a validagdo de um método analitico nada mais €
que o processo de comprovagdo experimental da capacidade deste
método de gerar resultados tecnicamente confiaveis, relacionados
com a concentragdo da espécie ou espécies quimicas na amostra,
quando empregado dentro de seu escopo de aplica¢do. Varias ins-
tituigdes competentes em todo o mundo, como agéncias de regula-
cdo ligadas aos governos ou mesmo organizagdes e laboratorios de
pesquisa, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
no Brasil, a United States Pharmacopeia (USP) nos Estados Uni-
dos e o Eurachem Working Group na Europa, produzem e publicam
normas, resolugdes e guias com orientagoes relativas a validagdo
de métodos analiticos. Devemos esclarecer que as resolugdes pos-
suem forca de lei, devendo ser obedecidas fielmente, enquanto os
guias sao apenas documentos de orientagdo, havendo liberdade para
que o analista faga interpretacdes e adaptacdes conforme sua condi-
¢ao de trabalho.
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Do ponto de vista legal, técnico e comercial, ha fortes razdes
para a implantagdo da validacdo de métodos analiticos, porém, no
ambito nacional e internacional, ndo ha uma norma que estabeleca
diretrizes unificadas para as atividades de validacdo de métodos.
Modernamente, para comprovar sua competéncia técnica, os labora-
torios devem passar pelo processo de credenciamento ou “acredita-
¢do” junto a 6rgaos competentes na esfera nacional ou internacional
(RIBANI et al., 2004). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade
e Tecnologia (Inmetro) sdo atualmente as instituigdes competentes
credenciadoras para verificar a proficiéncia dos laboratorios de en-
saio. O Inmetro disponibiliza guias de orientagdo para validagdo
de métodos, como o documento DOQ-CGCRE-008, que apresenta
diversas revisdes. Ja a Anvisa possui a Resolugdo RE n® 899, de
29/05/2003, que aborda as diretrizes para a validagdo de métodos
analiticos e bioanaliticos (INSTITUTO NACIONAL DE METRO-
LOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2007; AGENCIA NA-
CIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Com o intuito de harmonizar as divergéncias de conceitos e
de procedimentos de valida¢ao de métodos no campo das aplicagdes
farmacéuticas, a Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (ICH
- International Conference on Harmonization of Technical Require-
ments for Registration of Pharmaceuticals for Human Use), consti-
tuida por representantes de 6rgdos reguladores e industrias dos Esta-
dos Unidos, Europa e Japao, concebeu guias definindo parametros,
requisitos e metodologias para validacdo (RAVICHANDRAN et al.,
2010; RIBANTI et al., 2004). A Unido Internacional de Quimica Pura
e Aplicada (International Union of Pure and Applied Chemistry -
Tupac) também concebeu um documento técnico de orientacao esta-
belecendo diretrizes para a validagdo de métodos analiticos, com o
titulo Harmonized guidelines for single-laboratory validation of me-
thods of analysis, sendo este documento adotado pela ISO (Interna-
tional Standardization Organization) INTERNATIONAL UNION
OF PURE AND APPLIED CHEMISTRY, 2002). O Laboratory of
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Government Chemist (LGC), no Reino Unido, desenvolveu um guia
para validacdo de métodos interna, incluindo discussdes relacio-
nadas a acreditacdo laboratorial. A United States Food and Drugs
Administration (US-FDA) desenvolveu dois guias para a industria,
um para validacdo de métodos analiticos e outro para validacao de
métodos bioanaliticos (HUBER, 2010).

A validagdo de métodos analiticos pode ser classificada em
duas formas gerais quanto a amplitude do processo de validagdo
executado: a in-house validation, sendo esta entendida como uma
validagdo interna de um método em laboratorio especifico; e a full
validation, uma validagdo mais ampla ou completa, executada por
diversos laboratorios por meio de ensaios interlaboratoriais, com o
objetivo de avaliar o desempenho ou comportamento do método em
laboratorios diferentes (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002).
De acordo com o que estabelece a norma ISO/IEC 17025, que define
0s requisitos gerais para a competéncia de laboratorios de ensaios e
calibracdo, devem ser validados métodos ndo normalizados, méto-
dos desenvolvidos/criados pelo proprio laboratério, métodos norma-
lizados, métodos usados fora dos escopos de aplicagdo ¢ métodos
normalizados modificados, visando a garantir a qualidade metrolo-
gica dos resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, com-
parabilidade e confiabilidade para a tomada de decisdo (ASSOCIA-
CAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005a).

A validagao de métodos na cromatografia gasosa

As técnicas de cromatografia analitica (cromatografia em co-
luna), dividindo-se entre as diferentes modalidades de cromatografia
gasosa de alta resolu¢do (CGAR) e cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE), sdo técnicas, ha tempos, reconhecidamente podero-
sas na execugao de analises qualitativas e quantitativas em amostras
ambientais, alimenticias, farmacéuticas, biologicas, entre outras.
Nesse sentido, apesar de os métodos e instrumentagdes empregados
em cromatografia serem analiticamente poderosos, com colunas ca-
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pilares com elevada capacidade de separacdo e detectores com alta
sensibilidade, ainda assim, a execucao da validacdo de um método
cromatografico ¢ indispensavel.

Nao obstante a sofisticagdo dos equipamentos modernos, va-
rios fatores, como a natureza e complexidade da amostra, a natureza
quimica dos analitos, condigdes de infraestrutura e operacao do la-
boratorio, fatores humanos, como o nivel de treinamento dos analis-
tas na técnica, entre outros, podem afetar drasticamente a execugao
de um método analitico, comprometendo de maneira igualmente
drastica os resultados da analise cromatografica e invalidando toda
e qualquer tomada de decisao.

Com base nas questdes citadas acima, os profissionais que
atuam na area de andlise quimica utilizando técnicas cromatogra-
ficas (e outras técnicas também), devem, antes da utilizacdo dos
métodos analiticos em suas atividades laboratoriais, promover a va-
lidagcdo desses métodos, a fim de determinar em quais condigdes
cromatograficas e de procedimento pode-se desenvolver um método
com desempenho mais elevado para a determinagao do(s) analito(s)
na amostra, usufruindo de forma coerente do poder analitico da téc-
nica cromatografica. Nas proximas se¢des do capitulo, entendere-
mos como a validagdo de um método deve ser executada, denotando
caminhos especificos que devem ser tracados para a validagdo de
um método em cromatografia gasosa.

O processo de validacao

Em um processo ou estudo de validagdo de um procedimento
analitico, deve-se planejar, desenvolver e executar uma série de en-
saios em laboratorio, utilizando padrdoes e amostras com matrizes
idénticas ou similares as matrizes das amostras reais que serao ana-
lisadas rotineiramente (BRASIL, 2011). Para o planejamento e exe-
cucdo dos ensaios de validacdo, é necessario classificar o método
analitico dentro de uma determinada categoria ou classe, que esta
relacionada com a aplicacdo pretendida para esse método. Resumi-
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damente, a abordagem relacionada aos ensaios e parametros de de-
sempenho que devem ser avaliados para um método analitico, que
tem como escopo de aplicacdo a determinagdo de tragos do analito
na amostra, ¢ diferente da que se faz para um método aplicado a
determinacdo de componentes principais. Ou seja, para cada tipo de
aplicagdo de um método havera um tipo de estudo de validagao mais
adequado (EURACHEM, 1998; THOMPSOM; ELLISON; WOOQOD,
2002). Veremos adiante quais critérios devem ser considerados na
defini¢do do escopo de aplicagdo dos métodos analiticos.

Quando e como validar um método analitico

Como vimos nas se¢oes anteriores, um método analitico deve
ser validado quando ¢ necessario verificar se os seus parametros de
desempenho sdo adequados para o uso em um problema analitico
particular. Exemplos:

* novo método desenvolvido para um problema particular;

* método ja estabelecido, mas revisto para incorporar me-
lhorias ou ser estendido a um novo problema;

* quando o controle de qualidade (CQ) indica que um mé-
todo ja estabelecido esta sofrendo variagdes com o tempo;

* método estabelecido usado em um laboratério dife-
rente ou por diferentes analistas ou em instrumentos
diferentes;

* para mostrar equivaléncia entre dois métodos diferentes,
por exemplo, na comparagdao de um método padrdo e um
novo método desenvolvido.

A extensao requerida da validagdo ou revalidagdao do método
dependera da natureza das alteragdes efetuadas quando da sua re-
plicacdao em diferentes laboratorios, com diferentes instrumentagdes
e operadores e das circunstancias nas quais o método sera usado
(EURACHEM, 1998). No planejamento e execu¢do da validacdo,



CROMATOGRAFIA GASOSA: Aspectos tedricos e praticos | 209

objetivamente, ¢ sugerida a seguinte sequéncia de acdes (INSTI-
TUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TEC-
NOLOGIA, 2011; BRASIL, 2011):

* definir a aplicacdo e escopo do método;

* definir os parametros de validagdo e critérios de aceitagdo;

» verificar se as caracteristicas do equipamento estdo com-
pativeis com o exigido pelo método em estudo;

» qualificar os materiais empregados no estudo, por exem-
plo, padrdes e reagentes;

* planejar os experimentos de validacdo, incluindo trata-
mento estatistico;

¢ executar os experimentos;

» elaborar procedimento operacional padrao (POP) para a
execugdo do procedimento analitico validado;

» relatorio final da validacao e documentacao.

Os parametros analiticos tradicionalmente recomendados
pelos guias, normas ou resolugdes publicadas pelos 6rgdos regu-
ladores e instituigdes competentes na area de metrologia quimica
sdo (EURACHEM, 1998; THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002;
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2011):

* Seletividade/efeito matriz

* Linecaridade

» Faixa de trabalho e faixa linear
* Limite de deteccao (ld)

* Limite de quantificacado (Iq)

e Precisdo

e Exatidido

* Robustez

* Incerteza da medi¢do
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Esses sdo os parametros de validagdo, sendo interpretados
como caracteristicas de desempenho analitico do método. Mais
adiante, esses parametros sdo avaliados com a devida profundi-
dade, sendo contextualizados no ambito dos métodos de cromato-
grafia gasosa.

Quem realiza a validacao do método

O laboratorio, no uso de um método, deve garantir que este
método estd adequadamente validado, e, se necessario, conduzir a
realizacdo de novas atividades para obter dados suplementares aos
ja existentes. Podemos considerar como exemplo um método que ja
tenha sido validado por uma organiza¢do de padronizagdo, como
a ISO (International Standardization Organization) ou a AOAC
International. Nessa situacao, o usuario do método devera, normal-
mente, apenas estabelecer os dados de desempenho necessarios a
sua aplicagdo.

Se um método analitico esta sendo desenvolvido para ser apli-
cado numa ampla faixa de uso, possivelmente para ser publicado
como procedimento padrao, entdo, estudos interlaboratoriais envol-
vendo um conjunto de laboratérios ¢ o caminho mais conveniente
para promover a validag@o, sendo esse o tipo de validacdo denomi-
nado validacao completa (full validation).

Quando um laboratorio trabalha de maneira isolada, o volume
de dados de validacao ¢ mais reduzido, ndao havendo, principalmente,
as informacoes relacionadas a comparabilidade interlaboratorial do
método. Contudo, € preciso ter em mente que essas informagoes nao
sdo sempre requeridas, de maneira que, dependendo do contexto, a
falta deles ndo sera um problema. Uma maneira vidvel de se obter
alguma ideia sobre a comparabilidade dos resultados da medicao,
obtidos com o método validado no laboratorio, € a analise de mate-
riais de referéncia certificados (MRC) utilizando o método ou com-
parando com um método padrao ja validado (EURACHEM, 1998).
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Definindo a aplicacao e escopo do método

De uma maneira geral, as metodologias analiticas po-
dem ser classificadas, quanto ao tipo de aplicacdo, nas princi-
pais classes (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SA-
NITARIA, 2003; RAVICHANDRAN et al., 2010; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLO-
GIA, 2011; BRASIL, 2011):

I. Ensaio de identificagdo (método qualitativo);

II. Ensaios para identificacdo e quantificacdo de compo-
nente principal;

III. Ensaios de identificacdo e quantificagdo de componentes
em concentragdes trago;

I'V. Ensaios de identificacdo e quantificacdo para determina-
¢do de impurezas e produtos de degradagdo em matérias-
-primas ou produtos e ensaios-limite.

A Tabela 6.1 a seguir mostra quais parametros de validagao
recomenda-se que sejam determinados, levando em consideragdo
o tipo de aplicagdo pretendida para o método analitico a ser vali-
dado (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003; KONIECZK A; NAMIESNIK, 2009; BRASIL, 2011; INSTI-
TUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TEC-
NOLOGIA, 2011).

Os ensaios de identificacdo, também denominados de ensaios
qualitativos, sdo executados quando se deseja garantir ou determi-
nar a identidade de uma espécie quimica na amostra. Esses métodos
analiticos fundamentam-se na compara¢do de uma propriedade da
amostra, como, por exemplo, um espectro ou cromatograma, com
propriedades de um padrao de referéncia da espécie quimica em
analise (RAVICHANDRAN et al., 2010).
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Tabela 6.1 - Classes de ensaios e parametros de validacao a serem determinados

Classe do método analitico quanto a aplicaciio

. Determinagio Ensaios Determinagio
A Ensaio P . T
Parametro de o de nivel de de impurezas Ensaio-limite
S qualitativo - . o
validagdo ) componente concentragdo e produtos de  (semiquantitativo)
principal trago degradagao aIv)
(1) (111 1v)
Seletividade + + + + +
Linearidade/faixa de . . . n Lk
trabalho
Limite de detecgdo
+ * + + +
(LD)
L'1m1te~de R x n n )
quantificagdo (LQ)
Precisao - + + +¥* ¥
Exatidao - + + + -
Robustez + + + + +
Incerteza de . N . " x

medic¢do

Fonte: Elaborada pelo autor a partir de dados disponiveis em: <https:/goo.gl/sSW7zt>.

+ = 0 parametro deve ser determinado no processo de validagao; - = o parametro nao ne-
cessita ser determinado no processo de validagcao; * = o parametro deve ser determinado
dependendo da aplicacao especifica; ** = se houver comprovagao da reprodutibilidade, a
precisao intermediaria nao necessita ser determinada.

Os constituintes determinados em procedimentos analiticos
podem abranger uma ampla faixa de concentragdo. Os ensaios para
determinagdo de componentes principais sao métodos analiticos que
visam a identificar e quantificar um ou mais constituintes majoritarios
em uma amostra. Pode ser considerado constituinte majoritario ou
componente principal toda espécie quimica presente na amostra na
faixa de peso relativo de 1% a 100%. Apesar de, na maioria das apli-
cacoes de métodos de determinagdo de componentes principais, nao
haver a necessidade técnica da determinag@o dos parametros limite
de detec¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ), em alguns con-
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textos analiticos especificos, podera ser recomendada e requerida
a determinacdo desses parametros (SKOOG et al., 2004; INSTI-
TUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TEC-
NOLOGIA, 2011).

Os ensaios para determinagdo de impurezas e produtos de
degradacao podem ser interpretados como métodos analiticos quan-
titativos que visam a determinagdo de constituintes minoritarios na
amostra. Nessa modalidade de métodos analiticos, as concentracdes
das espécies quimicas encontram-se na faixa de peso relativo de 0,01%
a 1% (SKOOG et al., 2005; INSTITUTO NACIONAL DE METRO-
LOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2011). Os ensaios-limite
sao modalidades de métodos analiticos quantitativos ou semiquantita-
tivos aplicados na determinacdo de impurezas presentes em amostras
ou produtos, visando apenas a avaliar se essas espécies quimicas en-
contram-se em niveis de concentracdo acima de limites estabelecidos
por orgaos reguladores. Como vimos na Tabela 6.1, os ensaios-limite
semiquantitativos requerem apenas a determinagdo dos parametros
seletividade, limite de detec¢ao (LD) e robustez. Em situagoes de en-
saios-limite quantitativos, ha necessidade da determinag@o adicional
dos parametros linearidade/faixa linear, precisdo, exatidao e incerteza
da medicdo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SAN-
ITARIA, 2003; KONIECZK A; NAMIESNIK, 2009; BRASIL, 2011).

Os ensaios para determinacao de espécies quimicas em nivel
de concentracao traco (andlise de tragos) sdo métodos analiticos que
visam a identificar e quantificar espécies em concentragdes tradi-
cionalmente na faixa de Ippb (Ipg/kg) a 100ppm (100mg/kg) na
amostra (SKOOG et al., 2005; INSTITUTO NACIONAL DE ME-
TROLOGIA, QUALIDADE, E TECNOLOGIA, 2011). No desen-
volvimento de métodos analiticos altamente sensiveis, como, por
exemplo, para a identificagdo e quantificacao de espécies quimicas
alvo em concentragdes abaixo de lppb, classificam-se esses méto-
dos como métodos analiticos “ultratraco” (SKOOG et al., 2005). Os
parametros de validacao requeridos para essa modalidade de método
sdo similares aos requeridos para a determinagdo de tracos.
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Vimos, entdo, que, uma vez definida a aplicacdo e o escopo do
método analitico, podemos definir quais parametros de desempenho
do método devem ser englobados pelo estudo de validagao, de maneira
que os desenvolvedores e usuarios do método devem ter em mente que
a requisicao de parametros de validacao especificos para cada modali-
dade de aplicag¢@o possui uma razao de ser técnica € ndo meramente
convencional. Com o entendimento dos conceitos ¢ defini¢des de cada
parametro de validagdo, vocé podera compreender criticamente, do
ponto de vista analitico, porque determinados parametros de desem-
penho sdo requeridos para determinados tipos de métodos analiticos.

Uma estratégia 1util para determinar com clareza o escopo e
aplicacdo de um método analitico e, por consequéncia, definir de
forma coerente quais os critérios de aceitagdo e quais parametros
de validagdo devem ser determinados ¢é especificar de maneira
objetiva as seguintes caracteristicas do método (KONIECZKA;
NAMIESNIK, 2009):

* Qual(quais) espécie(s) quimica(s) sera(serdo) determina-
da(s) (analito).

* Nivel de concentragdo esperada do analito na amostra.

» Faixa de concentragdo de interesse.

* Natureza da amostra, tipo de matriz e sua composicao geral.

» Provaveis interferentes.

» Existéncia de regras ou normas estabelecidas por Or-
gdos hierarquicamente superiores € requisitos para o
método examinado.

* Tipo de informagdo esperada (andlise quantitativa
ou qualitativa).

* Limites de detecgdo (LD) e quantificacao (LQ) requeridos.

* Precisao e exatidao requeridas.

» Robustez requerida para o método.

 Instrumentos requeridos: se as determinagdes dependem de
um dado método que deve ser conduzido empregando ins-
trumentos de medida estritamente definidos ou similares.
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O desenvolvimento do método

O desenvolvimento de um método analitico pode ser condu-
zido de diversas maneiras. Existem situa¢des nas quais o método
analitico para a determinacdo de espécies alvo no tipo de amostra de
trabalho do laboratorio ja estd bem estabelecido, publicado em ma-
nuais, guias ou normas concebidas por 6rgaos reguladores ou outras
instituigdes competentes, havendo a necessidade apenas de valida-
¢do interna do método no laboratorio (in-house validation). Porém,
ha intimeras situagdes, principalmente no ambito da pesquisa aca-
démica, em que ha a necessidade de adaptacdo de métodos ja esta-
belecidos para determinados escopos para uso em outras aplicagdes,
sendo realizadas pequenas mudangas no procedimento original a
fim de adequa-lo ao escopo de interesse da pesquisa. Também ha
casos em que a unica saida € o desenvolvimento de métodos novos,
0 que torna o trabalho um tanto quanto mais complexo.

Por exemplo, considere um método analitico estabelecido
para a determinagdo quantitativa de tolueno em aguas naturais.
Esse método pode ser razoavelmente adaptado para a determinagao
de benzeno em aguas naturais. Veja que a matriz ¢ a mesma, € 0s
compostos em questdo possuem propriedades quimicas significati-
vamente similares.

Figura 6.1 - Estruturas moleculares dos hidrocarbonetos aromaticos tolueno (C,H,) e ben-
zeno (C.H))

C/Hs CeHs

Fonte: Elaborada pelos autores.
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No caso acima, os principios aplicados nos processos de iso-
lamento, identificagdo e quantificagdo definidos no método para a
determinacdo de tolueno podem ser convenientemente adaptados
ao benzeno. Se, por outro lado, houver a necessidade de determinar
benzeno em solo, 0 método desenvolvido para a determinagdo em
aguas naturais pode ndo ser uma op¢ao viavel para adaptagdo, tendo
em vista a significativa diferenga entre as matrizes da agua e do solo
(EURACHEM, 1998).

Finalmente, o pesquisador pode partir de um determinado es-
boco de ideias, conhecimentos tedricos e praticos € concentrar esfor¢os
no desenvolvimento de um método novo e mais adequado para a aplica-
cdo pretendida. Isso envolvera significativa inovagao baseada na inves-
tigacdo das propriedades do analito e da matriz. O desenvolvimento de
métodos novos demanda uma carga de trabalho mais intensa, havendo
um apreciavel grau de duvida sobre a eficiéncia do método final de-
senvolvido (EURACHEM, 1998). Esse ¢ o caminho mais complexo e
arduo, porém paradoxalmente prazeroso e bastante recompensador, do
ponto de vista de evolugdo como quimico analitico ou como profissional
de areas afins que utilizam métodos analiticos em suas atividades.

Parametros de validacao de um método

Os parametros de validagdo sdo caracteristicas de desem-
penho (performance) de um método analitico. Uma vez que essas
caracteristicas sao determinadas ou estimadas experimentalmente,
podemos conhecer qual a eficiéncia do método com relagdo a dife-
rentes atributos quimicos, analiticos e metrologicos e comprovar a
sua eficdcia para a aplicagdo pretendida.

Como relatado na sec¢do anterior, os parametros que devem ser
tradicionalmente determinados nos estudos de validagdo sio: seleti-
vidade, linearidade, faixa linear e faixa de trabalho, limite de detec-
¢do, limite de quantificagdo, precisdo, exatiddo, robustez e incerteza
de medi¢do. Na condugdo dos experimentos do processo de valida-
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¢do, hd uma sequéncia logica na qual os parametros de desempenho
devem ser determinados, seguindo a ordem de ac¢des abaixo:

hed

. Determinar a seletividade (se a seletividade ndo for assegu-

rada, os parametros linearidade, exatiddo e precisdo esta-
rdo comprometidos);

. Determinar a linearidade, faixa de trabalho e faixa linear;

Determinaroslimitesdedetec¢ao(LD)equantificagao(LQ);
Determinar a precisao (estudos da repetitividade, precisao
intermedidria e reprodutibilidade);

Determinar a exatidao (estudos com materiais de referén-
cia certificados ou ensaios de recuperagao);

Determinar a robustez;

Estimativa da incerteza de medigao.

A execucdo dos experimentos de validagdao requer o uso de
uma série de ferramentas necessarias para a determinacdo e estima-
tiva dos parametros de desempenho, sendo elas:

branco da amostra (incluindo o denominado branco
dos reagentes);

solucdes padrao (padrdes analiticos e de calibracdo e
amostras teste);

amostras com quantidade conhecidas do analito (amostras
fortificadas spiked);

materiais de referéncia certificados (MRCs);

réplicas dos ensaios;

processamento estatistico dos resultados.

Seletividade

A seletividade de um método analitico € definida como sendo a ca-
pacidade desse método em quantificar de modo exato (fielmente) a espécie
quimica de interesse na amostra analitica (matriz), na presenga de poten-
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ciais interferentes. Portanto, a determinacdo da seletividade de um mé-
todo reflete o seu poder ou desempenho em fornecer uma resposta ana-
litica, para o componente alvo, livre de interferéncias de espécies que
possuam propriedades quimicas analogas (isdbmeros, metabolitos, pro-
dutos de degradacao, substancias endogenas, componentes da matriz,
entre outras). Em algumas fontes da literatura sobre validagdo, ainda
podemos encontrar o termo especificidade como possuindo significado
semelhante ao de seletividade. Porém, como essa questiao tem gerado
frequentes confusdes entre os profissionais, sugere-se o uso apenas do
termo seletividade, conforme recomendacao da lupac (THOMPSOM;
ELLISON; WOOD, 2002; BRASIL, 2011).

Os interferentes oriundos da matriz podem atenuar ou am-
pliar o sinal analitico relativo a espécie de interesse, sendo a mag-
nitude desse efeito intimamente ligada ao nivel de concentragdo
do analito na amostra (INSTITUTO NACIONAL DE METROLO-
GIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2011). A seletividade deve
ser o primeiro parametro a ser determinado no desenvolvimento e
validacdo de um método analitico, devendo ser reavaliada rotinei-
ramente durante a validagao e posterior uso do método. Durante o
estudo de validagdo, podem ocorrer processos de degradacao de
compostos presentes na matriz da amostra (rea¢oes quimicas ad-
versas), havendo a produgdo de outras espécies que podem vir a
interferir na determinacao do analito (RIBANI et al., 2004).

Procedimentos para determinacao da seletividade

A seletividade pode ser demonstrada de diversas maneiras. O
modo de sua determinacdo deve ser escolhido com base no objetivo
da analise. De forma geral, a seletividade do método de andlise pode
ser avaliada pela comparagdo entre os sinais (resposta instrumental) do
analito de interesse na amostra processada e em solvente puro (aquoso
ou organico) (BRASIL, 2011).
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(a) Métodos de analise qualitativa

Para andlise qualitativa (ensaios de identifica¢do), ¢ necessa-
rio demonstrar a capacidade de selecdo do método entre espécies
com propriedades quimicas similares que podem estar presentes
na amostra. Isso deve ser confirmado pela obtengdo de resultados
positivos em amostras contendo o analito (preferencialmente mate-
riais de referéncia certificados), comparativamente com resultados
negativos obtidos com amostras que nao contém o analito, mas sim
espécies com propriedades semelhantes.

(b) Métodos de andlise quantitativa

Para andlise quantitativa, a seletividade pode ser demons-
trada por meio da comparacao de resultados obtidos de amostras
isentas do analito de interesse e amostras fortificadas (spiked)
com o analito, de modo a avaliar se os resultados sao afetados
pelas espécies concomitantes presentes na amostra. Em proce-
dimentos cromatograficos, deve-se garantir as condigdes ne-
cessarias para a obtencdo de resolugdes de pico adequadas. Em
métodos de cromatografia gasosa que empregam a detec¢do por
espectrometria de massas (CG-EM), a seletividade pode ser de-
monstrada pela avaliagdo da “pureza” do pico cromatografico
(sinal analitico) relativo ao(s) composto(s) de interesse utilizan-
do-se a ferramenta disponivel nesse tipo de detector (ver capitulo
sobre detectores).

Quando nao ¢é possivel a obten¢ao de amostras isentas do ana-
lito, um caminho possivel para a avaliagdo da seletividade ¢ a apli-
cacao do método de calibracdo por adicao de padrao.

Na Figura 6.2, temos um exemplo de cromatogra-
mas obtidos num estudo de seletividade durante a validagdo
de um método para a determinacdo de 12 pesticidas clorados
de diferentes grupos quimicos em frutos de manga, via cromatogra-
fia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Na Figura
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6.2a, temos o cromatograma obtido da inje¢do da amostra isenta dos
pesticidas alvo, ou seja, o cromatograma do branco da amostra. Na
Figura 6.2b, temos o cromatograma obtido da inje¢do da amostra
fortificada em 1mg/Kg para todos os pesticidas.

Figura 6.2 - Cromatogramas CG/EM, modo SIM de monitoramento. (a) Cromatograma do
extrato de manga organica isenta dos analitos; (b) cromatograma do extrato fortificado com
os 12 pesticidas alvo: cloronebe; propacloro; trifluralina; hexaclorobenzeno; clorotalonil;
clorpirifos; DCPA; a-clordano; y-clordano; clorobenzilato; trans-permetrina e cis-permetrina
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Nessa situagdo, o analista deve avaliar comparativamente os
cromatogramas da amostra em branco ¢ da amostra fortificada, at-
entando para a presenga de picos cromatograficos associados a com-
postos coextrativos da amostra, em tempos de retencao proximos ou
similares aos tempos de retenc@o dos analitos. A inspeg¢ao visual dos
cromatogramas nos mostra que alguns compostos oriundos da matriz
eluem em tempos de retencdo muito proximos aos de determinados
pesticidas, como € o caso de cloronebe, propacloro e clorotalonil.

Dessa observacao experimental, vemos que, sob as condigdes
de corrida cromatogréafica e detec¢ao definidas para o método, este nao
apresenta seletividade satisfatoria para os pesticidas citados acima.

Efeito matriz

A complexidade da amostra e a elevada diversidade de com-
postos que a constitui pode gerar problemas criticos na quantifica-
cao da(s) espécie(s) alvo. O efeito matriz € resultado da interferéncia
de coextrativos da amostra que afetam a seletividade do método e,
consequentemente, a precisdo e exatidao dos resultados da analise
(PICO; BLASCO; FONT, 2003; PINHO et al., 2009). O estudo do
efeito matriz, dentro do contexto da seletividade, visa a investigar
possiveis interferéncias promovidas pelas diversas substancias que
constituem a matriz amostral de maneira mais profunda.

O estudo de efeito matriz ¢ imprescindivel quando os analistas
desejam trabalhar com curvas de calibra¢do construidas por padro-
nizagao externa (padroes analiticos de calibra¢do em solvente puro),
ou seja, uma curva de calibracdo ndo “matrizada” (BRASIL, 2011).

Procedimento de determinacao do efeito matriz:

I. Preparar uma curva de calibragdo do(s) analito(s) em sol-
vente puro (padronizagdo externa), com no minimo 5 ni-
veis (p) de concentragdo (p > 5).

II. Analisar amostras preparadas, no minimo, em 3 niveis
de concentracdo (fortificagdo), de maneira que o limite
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I11.

permitido ou concentracdo esperada para o(s) analito(s)
se encontre, preferencialmente, na regido central dos ni-
veis de fortificacdo. Devem ser analisadas no minimo
6 réplicas (/) da amostra em cada nivel de fortificacao
(> 6) (BRASIL, 2011):

* analisar minimo de 6 réplicas de amostra em sol-
vente puro (amostra ndo matrizada) nos 3 niveis
de fortifica¢do;

* analisar minimo de 6 réplicas da amostr a em branco (ex-
trato da amostra inicialmente isenta do analito) fortificadas
com o analito nos 3 niveis de fortificagdo estabelecidos.

Ap0s as andlises das amostras replicadas com analito em
solvente puro e analito na matriz da amostra, proceder a
quantificacdo empregando a equacao da curva de calibra-
cdo preparada por padronizacdo externa. A avaliagcdo dos
resultados deve ser conduzida conforme descrito a seguir.

Avaliacao e critérios de aceitacao do efeito matriz

Com os resultados dos experimentos das réplicas de amos-

tra do analito em solvente puro e das amostras de extrato da ma-
triz em branco, fortificadas com o(s) analito(s), deve-se aplicar
avaliacdo estatistica pelo teste /' (Fisher-Snedecor), para avaliar a
homogeneidade das variancias. Esse teste possibilita verificar se
as variancias das concentra¢des quantificadas nas amostras ndo
matrizadas (em solvente puro) e as variancias das concentragdes
das amostras matrizadas podem ser consideradas estatisticamente
iguais em cada nivel de concentracdo (fortifica¢do) i, com um
dado nivel de confianga (BRASIL, 2011).

O teste estatistico dever ser conduzido aplicando-se a Equagao 6.1:

(Eq. 6.1)
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Em que:

s%,, e s%,,= variancias da concentragdo do analito num dado
nivel de fortificacdo i nas amostras em solvente puro (ndo matriza-
das) e nos extratos das amostras fortificados (amostras matrizadas).

Observagao: A maior variancia deve ser inserida no numera-
dor da equacgdo para o calculo do parametro F.

Uma vez calculado o valor do parametro F,,,. (F calculado),
devemos comparar o seu valor com o valor de F' tabelado, definindo
o valor de F,; , , (F critico) para um dado nivel de significancia (o)
ou nivel de confianga (1-0) e graus de liberdade dos grupos de amos-
tra v, e v, (SKOOG et al., 2005; BRASIL, 2011). Por exemplo:

Considerando que os grupos de amostra foram analisados
em 6 réplicas (N = 6), teremos v=(N- 1) =5 graus de liberdade no
numerador e 5 graus de liberdade no denominador. Geralmente,
recomenda-se a escolha do nivel de significancia a = 0,05 (5%) ou
nivel de confianga (1-a) = 0,95 (95%).

Para finalizar o teste, devemos considerar a seguinte inter-
pretacao:

* Se o valor de F,,.;para um dado nivel de concentragdo i
for menor que F,,;, . , (Fouei< F..ir o ), @s varidncias para
esse nivel de concentragdo podem ser consideradas estatis-
ticamente iguais. Do ponto de vista do método analitico,
podemos, entdo, considerar que o efeito matriz ndo tem
efeito significativo sobre a precisao dos resultados no nivel
de concentracao i, para o nivel de confianca selecionado.

* Se F.u.;> F..i 4 » as variancias nao sao consideradas es-
tatisticamente iguais, de maneira que podemos concluir,
com um dado nivel de confianga, que a matriz afeta a
precisao dos resultados de concentragdo do analito obti-
dos com o método.
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No caso de os constituintes da matriz ndo terem efeito sobre
a precisao dos resultados de concentracao obtidos com o procedi-
mento analitico, os desvios padrao (s) dos dois grupos de analise
podem ser agrupados para obtencao do desvio padrdo combinado
(S.oms) € posterior execucdo do teste ¢ de Student. Esse teste pos-
sibilita a avaliacdo da igualdade estatistica das médias das con-
centragOes x, € x,obtidas para as amostras do analito em solvente
puro (amostras nao matrizadas) e nas amostras matrizadas, em
cada nivel de concentragao i (BRASIL, 2011).

O teste ¢ para comparacao das médias das concentragdes
deve ser conduzido pelos seguintes célculos:

I. Calcular as médias das concentracdes determinadas
para as réplicas das amostras com analito em solvente
puro e para as réplicas com analito na matriz (extrato
da amostra fortificado) x, e x;

II. Calcular os desvios padrio S, e §;, das concentragdes
do analito no i-ésimo nivel de fortificacdo;

III.  Calcular o valor do pardmetro 7, . para teste de com-
paracdo das médias das concentragdes, conforme
equacgao abaixo:

%1 — xi2|

teal =
S2 L + L
coms (W7 + W,

Para o caso especifico do estudo de efeito matriz considerado,
o desvio padrdao combinado pode ser calculado pela Equacao 6.3:

(Eq. 6.2)

@2 (Njg— 1) % SE + (Nip — 1) * S7,
comb (Ni,l + Ni,Z _ 2)

(Eq. 6.3)
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Em que:

N;; e N;, correspondem ao nimero de réplicas analisadas
em cada grupo de amostras (analito em solvente puro e analito em
amostra matrizada) no nivel de concentragdo i (BRASIL, 2011).

Para finalizar o teste, devemos considerar a seguinte
interpretagao:

* Se o valor de 7., para um dado nivel de concentra-
cdo i, for menor que 7.4, (Fearci < loicar), tabelado para
(N;;+ N;, - 2) graus de liberdade e um dado nivel de sig-
nificAncia (@) ou confianga (1-at), pode-se concluir que os
constituintes da matriz da amostra nao afetam a determi-
nacdo do analito pelo método considerado.

* Se (t.pe:™> tmm,), para os graus de liberdade (v) e nivel de
significancia (a)/confianga (1-a) considerados, pode-se
concluir que os constituintes da matriz possuem efeito
significativo sobre a determinagdo da concentracdo do
analito pelo método considerado.

Se, em um dado nivel de concentragdo i do estudo do efeito
matriz, concluir-se que as variancias dos dois grupos de amostra
(ndo matrizadas e matrizadas) forem estatisticamente diferentes,
conforme mostrado anteriormente (F,.,> F.. , ,), 0 efeito matriz
deve ser avaliado pelo teste ¢ de Student, por meio da Equacgao 6.4:

X1 = x|
tcal R

(Eq. 6.4)
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Nessa situacao, o calculo do nimero de graus de liberdade (v)
para um dado nivel de concentragdo i, para que se possa determinar
o valor do parametro ¢.,,,,, tabelado, deve ser feito pela Equacao 6.5:

SZ .\ s5\
Niy Ny
= _ (Eq. 6.5)

st (Sh)
N1 Ni,
+

Ni,l + 1 Nl,Z + 1

A interpretacdo final do teste 7, nesse caso, ¢ analoga a des-
crita anteriormente, ou seja:
e Seot , <t  ndo ha efeito significativo da matriz

calc,i — crit,a,v

sobre a determinac¢do do analito pelo método;
 Seot >t ., haefeito significativo da matriz sobre a
determinacdo do analito pelo método.

Finalmente, como critério de aceitacdo, ndo deve haver efeito
matriz em nenhum dos niveis de concentrag¢do/fortificagdo i defini-
dos no estudo (BRASIL, 2011).

Procedimento alternativo para a determinacao do efeito
matriz

Uma forma mais simples para se avaliar o efeito matriz no
desenvolvimento e validacdo de um método baseia-se na compa-
racdo estatistica das inclinagdes e interceptos de um par de curvas
de calibragdo. O procedimento pode ser executado como descrito
a seguir (BRASIL, 2011):

Inicialmente, deve ser construida uma curva de calibracao
empregando padroes do analito em solvente puro (calibragdo por
padronizagdo externa) € uma curva empregando padrdes de ca-
libragdo preparados na propria matriz, ou seja, em extratos em
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branco da amostra fortificados para dar as concentracdes desejadas
para a curva de calibracdo (calibracdo por superposi¢do da matriz).

Ambas as curvas de calibracdo devem ser preparadas com,
no minimo, 5 niveis de concentragdao (p > 5), de maneira que as
solucdes padrao de calibragdo devem ser preparadas e analisadas
no minimo em triplicata (N, > 3; Ny > 30). Apos a construcdo das
curvas, sob as condi¢des do método, e a obtengdo das equagdes de
regressao, deve-se aplicar o teste F' (Fisher-Snedecor) para avaliar a
igualdade estatistica das variancias dos parametros das curvas a e b
(s’es,). Se o valor de F.; for menor que F,,;, o v (Fuuiei< Fiyit, o, +)> @S
variancias dos interceptos podem ser consideradas estatisticamente
iguais (conforme descrito no procedimento anterior).

Em seguida, deve-se aplicar o teste ¢ de Student para avaliar a
igualdade estatistica dos interceptos b, € b, € as inclinagdes a, € a, de
ambas as curvas. O parametro 7., deve ser calculado para as incli-
nacdes e interceptos, respectivamente, conforme Equagdes 6.6 € 6.7:

la; — a;|

teal =
S2 L + L
ap Nx,l Nx,z

_ Ibi=by|
tcal - 1 1
N e R
\/Sb’p (Nx,l + Nx,Z)

. 2 2 : . ,
O calculo Zde Sap € Sipdeve ser feito de maneira analoga
ao calculo de Scom», conforme Equacdes 6.8 € 6.9:

(Eq. 6.6)

(Eq. 6.7)

Sg — (Nx,l - 1) * 56211 + (NX,Z - 1) * 56212 (Eq 68)
P (Nyy+ Nyp —2)
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2 — Ny = 1) * Spy + (Nxz — 1) S (Eq. 6.9)
o (N1 + Nyp — 2)

* Set <t _  ndo haefeito significativo da matriz sobre

cale, — ~crit,o,v

a determinacdo do analito pelo método;
« Set, >t ., haefeito significativo da matriz sobre a
determinacdo do analito pelo método.

Avaliacao do efeito matriz via método da adicao de
padrao

Em situagdes nas quais nao seja possivel para o laboratorio
obter uma amostra isenta do(s) analito(s) para o preparo de extratos
da matriz em branco, usados nos ensaios de fortificagdo, a Uinica
saida ¢ a aplicacdo de estudos empregando o método de calibracao
por adi¢do de padrao.

I.  Construir uma curva analitica com os padroes de cali-
bracao, produzidos na propria amostra, pela adicdo de
quantidades crescentes de um padrao do analito;

II. Construir uma curva analitica por padronizag¢do externa
(padrdes de calibragao em solvente puro);

III. Comparar estatisticamente, por meio do teste ¢ de Stu-
dent, as concentragdes médias do analito estimadas
em réplicas da amostra aplicando os diferentes méto-
dos de calibragao.

Linearidade/faixa de trabalho
Os parametros de desempenho linearidade e faixa de trabalho

sdo caracteristicas do método relacionadas a etapa de calibragdo. A li-
nearidade ¢ a capacidade do método analitico em fornecer uma relagao
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diretamente proporcional (/inear) entre o sinal analitico de saida do
instrumento e a concentragdo do analito na amostra, dentro de uma de-
terminada faixa/intervalo de concentracao especificada, denominada
faixa de trabalho. A faixa de trabalho linear da curva de calibragao
deve, necessariamente, contemplar a faixa de concentracdo esperada
para a amostra de ensaio. Quando possivel, o valor de concentragao
esperado para a amostra deve estar localizado na regido central da
curva de calibragdo (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002; RAVI-
CHANDRAN et al., 2010; INSTITUTO NACIONAL DE METRO-
LOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2011; BRASIL, 2011).

A linearidade pode ser obtida por meio de padronizagdo ex-
terna ou interna, formulando-se uma expressao matematica aplicada
a estimativa da concentra¢do do analito a ser determinado na amos-
tra real. Para a avalia¢do da linearidade, podemos fazer a inspe¢ao
dos graficos obtidos dos ensaios de medida do sinal analitico em
fun¢do da concentracgdo, verificando-se a equacdo de regressao li-
near, estimada pelo método dos minimos quadrados (MMQ). Deve
ser avaliada, previamente, a auséncia de valores discrepantes para
cada nivel de concentragdo da calibracdo ¢ a homocedasticidade dos
dados (homogeneidade da variancia dos residuos), para que, so en-
tao, seja conduzida a regressao linear (DANZER; CURRIER, 1998;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2011). Abaixo, temos a representagdo genérica de
uma equacao de curva de calibragdo linear (Equagao 6.10).

y=ax+b (Eq. 6.10)

Em que:

y = sinal analitico (altura ou area do pico cromatografico etc.);
x = concentrac¢do do analito;

a = inclinacao (coeficiente angular);

b = intercepto (coeficiente linear).
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Historicamente, nos estudos de linearidade, o coeficiente de
correlagdo R ¢ um parametro interpretado como uma medida do grau
de linearidade da calibragdo, de maneira que, quanto mais o valor de
R aproxima-se de 1, mais considera-se que a equagdo de regressao ¢
um modelo matemético adequado para a estimativa da concentragao
do analito na amostra (RAVICHANDRAN et al.,2010; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA,
2011). Em alguns casos, o coeficiente de determinacao ou correlagao
multipla R?, que ¢ definido como “variag¢ao percentual explicada pelo
modelo”, o qual, de acordo com a fundamentagao estatistica, pode va-
riar no intervalo 0 < R’ < 1, também ¢ aplicado como parametro para
avaliar o grau de linearidade, de maneira andloga ao coeficiente de cor-
relacdo R. Comumente, considera-se que quanto mais proximo de 1 for
o valor de R’, mais 0 modelo consegue descrever as variagdes em y (eixo
do sinal analitico), tornando-o mais adequado a estimativa da concen-
tracdo do analito. Porém, essa interpretacdo de R e R? como parametros
de linearidade requer certa cautela (NETO; PIMENTEL, 1996).

Na realidade, os coeficientes de correlagdo e determinacdo R
e R?, respectivamente, sdo uma medida da relagdo entre duas varia-
veis aleatorias (x,y), ndo sendo um parametro tao seguro para definir
o grau de linearidade (DANZER; CURRIER, 1998). Por exemplo,
se considerarmos um valor de R = 0,99 (R’ = 0,98), habitualmente,
podemos encontrar interpretacdes que concluem que o ajuste de tal
modelo de calibragdo ¢ satisfatorio, a julgar pelos valores altos de R
e R?, mas devemos ter em mente que esse modelo descreve apenas
98% (R’ = 0,98) da variagdo total em torno da média de y. Nesse
caso, existe a possibilidade de que os 2% restantes das variagdes nao
explicadas pelo modelo estejam concentradas numa tnica por¢ao da
curva, o que indicaria falta de ajuste (NETO; PIMENTEL, 1996).

A linearidade de um modelo de calibragdo pode ser examinada
adequadamente pela avaliagao da distribuicao dos residuos ao longo
dos valores de x, lembrando que os residuos correspondem a dife-
renga entre os valores obtidos experimentalmente para y, (sinal ana-
litico) € os valores previstos y pela equagdo do modelo (y, - ¥). Uma



CROMATOGRAFIA GASOSA: Aspectos tedricos e praticos I 231

vez definida a homocedasticidade das variancias, pode-se prosseguir
com a estimativa da equacao de calibragdo via método dos minimos
quadrados normais (MMQN), de maneira que, em caso de hetero-
cedasticidade (varidncias ndo homogéneas), a equagao de calibracdo
devera ser estimada via minimos quadrados ponderados (MMQP),
que ¢ o método de regressao linear adequado para essa condigao.
Finalmente, a hipdtese de linearidade ou ajuste do modelo pode ser
testada estatisticamente pelo teste F para a falta de ajuste, para, s6
assim, obter-se a conclusdo de linearidade com confiabilidade esta-
tistica (DANZER; CURRIER, 1998; MILLER; MILLER, 2005).

Procedimento para determinacao da linearidade

Os estudos de linearidade devem ser conduzidos com um nu-
mero p minimo de, pelo menos, 5 solugdes padrdo de calibragdo (p >
5). As solugdes padrao de cada nivel p devem ser preparadas indepen-
dentemente, no minimo, 3 vezes (j > 3). Cada uma das soluc¢des padrao
de calibrag@o deve ser injetada no cromatografo, no minimo, 1 vez, de
maneira que o nimero total de respostas analiticas N para as solugdes
padrao seja igual ou superior a 30 (N, =30) (BRASIL, 2011). As leituras
das solugdes padrao devem ser feitas aleatoriamente, e os ajustes das
curvas de calibra¢do ndo devem ser forcados a passar pela origem (0,0).

Teste da homocedasticidade

A homocedasticidade ¢ uma caracteristica da calibragdo que
esta relacionada com a homogeneidade das variancias dos residuos em
cada nivel de calibracdo. A condicdo de homocedasticidade ¢ obser-
vada quando as variancias dos residuos dy = (,-») sdo constantes com
relagdo aos valores de x (concentragdo), ou seja, com os niveis p da
calibragdo. A distribuigdo dos residuos ao longo dos valores de x pode
ser verificada pelos graficos de residuos d) “em fungdo de x (valores dos
niveis de concentracao p da calibragdo) (DANZER; CURRIER, 1998).
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Como exemplo, podemos avaliar as situagdes na Figura
6.3a, em que os erros distribuem-se de forma aleatdria, indicando
o carater homocedastico da calibracdo (varidncias constantes dos
residuos) e, portanto, a possibilidade de estimativa dos paramet-
ros de regressdo via método dos minimos quadrados ordindrios
(MMQO,). A constatagao de homocedasticidade também ¢ um indic-
ativo de ajuste do modelo linear para a curva de calibragdo (DAN-
ZER; CURRIER, 1998).

A Figura 6.3b mostra uma situagdo em que a variancia dos
residuos ndo ¢ constante, com grafico possuindo, geralmente, um
perfil afunilado. Nesses casos, a homocedasticidade pode ser verifi-
cada pelo teste de Hartley, que ¢ baseado num teste F' maximo, con-
duzido pela Equacao 6.11 (DANZER; CURRIER, 1998; KONIEC-
ZKA; NAMIESNIK, 2009).

min (Eq. 6.11)

Em que: S éamaior variancia observada para os m_ valores
obtidos para os p niveis de calibragdo, e sn min, @ MENOT variancia ob-
servada. Os m_ valores devem ser iguais nos p niveis da calibragdo.

Na Figura 6.3c, podemos notar que os erros apresentam
desvios sistematicos, apresentando um perfil “em forma de U in-
vertido”, indicando falta de ajuste do modelo linear.
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Figura 6.3 - Graficos tipicos dos desvios residuais

(2)

x {conc.)
(c)
~" H * i :
X (conc.)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Existem duas situacdes diferentes que podem se apresentar na
avaliacdo da hipotese de linearidade (DANZER; CURRIER, 1998):

Caso I: Teste a priori (sem levar em consideragdo nenhum
modelo ndo linear)

Nesse tipo de caso, o analista/pesquisador, por experiéncia prévia,
sabe que a relagdo entre a resposta analitica e a concentragdo € linear
na faixa de concentraco da calibragdo. Ou seja, ele ja tem informagdes
suficientes sobre o método e suas limitagdes. O ajuste do modelo linear
para a calibra¢@o pode ser verificado pelo teste F, para comparar o desvio
padréo residual s (erro padrdo da regressao) com o desvio padrdo s dos
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valores de y, (respostas analiticas para as réplicas de solugdes padrao) em
relagdo a suas médias y.. O teste deve ser conduzido da seguinte maneira:
Calcular o valor do pardmetro F'para a calibragdo pela equagao:

2?21 m;(y; — y;)z

S2 -
Feaic = 2= = (p 2) (Eq 612)
52 P m; * 2
y Zi=1 ijl(%’j - )’i)
(m —p)

Na equagdo, m, corresponde ao nimero de medidas repetidas
em cada nivel p da calibracao. Portanto:

P
Z' 1ml- =pxm;=m (Eq. 6.13)
i=

Em que: m corresponde ao numero total de réplicas em todos
os niveis p de calibragdo; y, ¢ a média dos valores obtidos para res-
posta analitica em cada nivel p; y*, os valores previstos pelo modelo
de calibracdo para a resposta analitica em cada nivel de calibra¢ao;
y, corresponde ao valor da resposta analitica obtida em cada réplica
j de cada nivel p de calibracao.

Para finalizar o teste, devemos comparar o valor de F calcu-

lado (F,) com o valor de F, Vi Vasn) (£,,..) tabelado:

* Se F_, <F . a hipétese de linearidade ¢ aceita, modelo
linear ajustado;

» SeF, , >F,  , ahipotese de linearidade ndo deve ser admi-
tida, o modelo linear ndo pode ser considerado ajustado.
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Caso II: Teste a posteriori (em relacdo a um dado mo-
delo nao linear)

Nesse caso, o analista/pesquisador sabe que a relagao entre a
resposta analitica e a concentragdo tem grande chance de ser linear,
mas nao esta absolutamente convicto disso. Para avaliar o ajuste do
modelo, deve-se executar teste ' comparando o desvio padrao resi-
dual do modelo linear com o desvio padrao residual do modelo ndo
linear por meio da Equacao 6.14:

Zzi]=1(yi - yl*)z

SZ nli m—2
Foope = S};,x,n in _ m( )* . (Eq. 6.14)
yantin - L (yi = yi)”
Unlin

O ntmero de graus de liberdade para modelos lineares ¢
(m-2), se forem estimados dois parametros (inclinacdo e intercepto),
e (m-1), se for estimado apenas um parametro. No caso de mode-
los ndo lineares, o namero de graus de liberdade v, depende do
modelo escolhido (nimero de parametros do modelo). Por exemplo,
para uma equagdo quadraticay =a + bx + cx’, v = (m - 3), Man-
del define que pode ser aplicado um teste apropriado para a equagao
quadratica, comparando-se:

SZ tin — SZ i
Fcalc — y,x,ll;l'2 .y,x,nlm (Eq 615)
y,x,lin

* Se F_, <F _,ahipétese de linearidade ¢ aceita, modelo

cale —

linear adequado;

« SeF , >F,  ahipétese de linearidade ndo deve ser admi-
tida, o modelo linear ndo pode ser aplicado.
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Critérios de aceitacao da linearidade

Se os desvios padrdo da repetitividade (s ) da resposta instru-
mental em cada nivel de concentragdo da curva de calibragio nio
forem iguais, haverd, portanto, heterocedasticidade entre os dados
da calibracdo. A existéncia de heterocedasticidade gera a necessi-
dade de se tratar os dados da calibracdo pelo método dos minimos
quadrados ponderados (MMQP)(INTERNATIONAL UNION OF
PURE AND APPLIED CHEMISTRY, 1998; BRASIL, 2011).

Teste de significancia dos parametros da curva de calibracao

Idealmente, as linhas de regressao obtidas para as curvas de cali-
bragao deveriam passar pela origem, ou seja, com o intercepto da curva
passando pelo ponto (0,0) dos eixos cartesianos, obtendo-se uma cali-
bragao idealizada. Para fins de avaliacdo da significancia estatistica dos
parametros de regressao a e b dos modelos obtidos experimentalmente
para as curvas de calibraco, torna-se ttil compara-los com valores teo-
ricamente esperados a e ff para a curva de calibragdo ideal, sendo a = 1
e =0 (DANZER; CURRIER, 1998; LIGIERO et al., 2009).

O teste de significancia dos parametros de calibracdo ¢ ba-
seado num teste de hipdtese aplicando o parametro ¢ de Student para
comparar os valores estimados para a inclinacdo (@) € o intercepto
(b), com os valores referéncia o = 1 e f = 0 (DANZER; CURRIER,
1998). O teste ¢ conduzido da seguinte forma:

Inicialmente, devem ser calculados os desvios padrao da incli-
nacao (s ) e do intercepto (s ). Em seguida, devem ser calculados os va-
lores de athc para a inclinagao e intercepto pelas Equacdes 6.16 ¢ 6.17:

la —a
tealca = S (Eqg. 6.16)
a

_|b— Bl
tealeh = S, (Eq 617)
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Finalmente, os valores obtidos para 7 , devem ser compara-
dos com o valorde 7, ,  tabelado, considerando o nimero de graus
de liberdade como (p - 2) para um modelo linear, onde p é o nimero

de niveis de concentracao da calibracao.

* Seot <t ovalordo parametro de calibragdo ndo
cale, crit,o,v

¢ significativamente diferente do valor tedrico esperado,
nao sendo estatisticamente significativo;

« Seot, >t .o valordo parimetro de calibragdo ¢
significativamente diferente do valor tedrico esperado,
sendo estatisticamente significativo.

No caso de o parametro nao ser significativamente diferente
do valor teodrico esperado, o valor que deve ser considerado para o
parametro de calibragcdo na equacdo da curva deve ser o valor ted-
rico o =1 e/ou f = 0, e ndo o valor estimado experimentalmente.

Limite de deteccao (LD)

Em termos gerais, o limite de detecg@o ¢ a menor quantidade
ou concentragdo do analito na amostra que pode ser distinguida com
confiabilidade do valor zero (ndo detec¢ao do analito) (THOMPSOM,;
ELLISON; WOOD, 2002). O limite de detec¢ao (LD) de um método
analitico €, portanto, a menor concentragao do analito na amostra que
o método ¢ capaz de detectar, mas ndo necessariamente quantificar
com precisdo e exatiddo adequadas (EURACHEM, 1998; INTER-
NATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION OF TECH-
NICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMA-
CEUTICALS FOR HUMAN USE, 2005).

O limite de detecc¢ao € um parametro intimamente relacionado com
a sensibilidade do método analitico, de maneira que, principalmente para
as analises de tragos e contaminantes, ¢ desejavel que possua os valores
mais baixos possiveis, obtendo-se, assim, um método mais sensivel. Do
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ponto de vista pratico, € importante que se compreenda a diferenga entre
o limite de detec¢do do método propriamente dito e o limite de detecgdo
instrumental, que ¢ a menor concentracdao do analito que o instrumento
analitico ¢ capaz de detectar em uma condi¢ao ideal, como numa solugdo
padrao do analito em solvente puro. O limite de detec¢@o instrumental ndo
reflete o LD do procedimento analitico, pois se trata de uma estimativa
executada em uma condigao livre das possiveis interferéncias da amostra
e limitagdes do método que podem afetar a estimativa de LD real.

Os limites de detecg@o instrumentais reportados pela litera-
tura ou manuais de fabricantes de equipamentos analiticos sdo, mui-
tas vezes, significativamente menores do que os limites de detec¢ao
praticos dos métodos (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002).

Procedimentos para estimativa do limite de deteccao

Existem varias abordagens recomendadas para a estimativa
experimental do limite de deteccdo, em diferentes fontes da litera-
tura e guias. Dependendo da natureza do método, se ¢ instrumental
ou ndo instrumental, ha procedimentos que sdo mais convenientes
para a estimativa.

Meétodo baseado na avaliacao visual

Esse método pode ser empregado para estimativa de LD em
métodos instrumentais € ndo instrumentais. Baseia-se na andlise de
amostras com concentragoes conhecidas decrescentes do analito até o
estabelecimento da menor concentracdo a qual o método foi capaz de
detectar de maneira confiavel INTERNATIONAL CONFERENCE
ON HARMONIZATION OF TECHNICAL REQUIREMENTS
FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN
USE, 2005). Em métodos cromatograficos, a estimativa pode ser ba-
seada na distin¢do entre ruido e sinal analitico pela visualiza¢ao da
menor concentragdo visivel (detectavel) (RIBANI et al., 2004).
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Para a estimativa de LD por meio desse método, ¢ necessario
que o laboratorio possa obter amostras isentas do analito para que
possam ser fortificadas nas concentragdes decrescentes e analisadas
até o nivel no qual a detec¢ao comegar a ficar problematica.

Meétodo baseado na relacao sinal/ruido

Esse caminho para a estimativa de LD ¢ viavel apenas para mé-
todos que expressam o ruido da linha base, que € o caso dos métodos
cromatograficos. Para avaliar a relagdo sinal/ruido, pode ser feita a
comparagdo de sinais obtidos para amostras em baixas concentra-
coes conhecidas do analito e sinais de um branco da amostra (matriz
isenta do analito). A concentracdo minima que pode ser detectada do
analito com o método pode ser estimada como aquela na qual a re-
lacdo sinal/ruido seja de 3:1 ou 2:1, sendo essas relacdes comumente
recomendadas para estimativa de LD. Os instrumentos para croma-
tografia possuem em seus softwares ferramentas de integracao da
area de pico e ruido que auxiliam na estimativa de LD (RIBANI
et al., 2004; INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONI-
ZATION OF TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRA-
TION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 2005).

Meétodo baseado no desvio padrao da resposta e na
inclinacao das curvas de calibracao

Nesse método, o limite de detec¢do pode ser estimado
pela Equagao 6.18:

LD =33 *% (Eq. 6.18)

Em que:
s = desvio padrao da resposta analitica;
S =inclinacdo da curva de calibracao.
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A inclinagdo da curva de calibragdo pode ser obtida direta-
mente da equagdo de regressao da curva do método para o analito
em questdo. O desvio padrao da resposta analitica pode ser estimado
por uma variedade de caminhos, entre eles: (a) com base no desvio
padrdo do branco da amostra; e (b) baseado na curva de calibragdo
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION OF
TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHAR-
MACEUTICALS FOR HUMAN USE, 2005).

(a) Com base no desvio padrao do branco da amostra: a medida
da magnitude da resposta analitica de fundo (ruido) pode ser condu-
zida pela medida da resposta de um ntimero apropriado de brancos
da amostra e do desvio padrao dessa resposta (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION OF TECHNICAL RE-
QUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTI-
CALS FOR HUMAN USE, 2005). Alguns guias recomendam que
seja feita a medida de, pelo menos, 10 amostras de branco e, em
seguida, calculado o desvio padrao da concentragao média estimada
nas amostras em branco (EURACHEM, 1998).

(b) Baseado na curva de calibragdo: uma curva de calibra-
¢do especifica deve ser avaliada empregando amostras contendo o
analito na faixa possivel para o LD. O desvio padrdo residual (s,,)
da linha de regressao ou o desvio padrao dos interceptos das linhas
de regressdao podem ser aplicados como desvio padrao da resposta
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION
OF TECHNICAL RIQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF
PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 2005).

O limite de deteccao, apesar de seu conceito simples do ponto de
vista analitico, ¢ um parametro cercado por uma série de problemas,
como os listados abaixo (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002):

» Ha varias abordagens conceituais sobre o parametro, cada
uma fornecendo uma definigdo um pouco diferente.

* Embora cada uma das abordagens dependa de uma estima-
tiva de precisdo no ponto zero ou proximo do ponto zero
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de concentracdo, ndo esta claro se essa estimativa deve ser
concebida sob condi¢des de repetitividade ou sob alguma
outra condig¢ao.

* Se uma grande quantidade de dados experimentais nao for
coletada, a estimativa do limite de detec¢do estard sujeita a
significativa variacao aleatoria.

* As estimativas de limite de deteccdo sdo, muitas vezes,
tendenciosas para valores mais baixos, devido a fatores
operacionais ou de ma interpretagao.

* As inferéncias estatisticas relacionadas as estimativas de
limite de deteccdo sdo baseadas no pressuposto de que os
dados experimentais arranjam-se segundo uma distribui-
¢do normal (gaussiana), o que ¢ questionavel em condicdes
de baixas concentragdes.

Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) de um método analitico € a menor
concentragao do analito na amostra que o método € capaz de quantificar/
determinar com precisdo e exatiddo adequadas (EURACHEM, 1998,
INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION OF
TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHAR-
MACEUTICALS FOR HUMAN USE, 2005). O limite de quantificagdo
¢ um parametro indispensavel em métodos desenvolvidos para determi-
nacdo de analitos, dos quais se espera que estejam em niveis muito baixos
de concentragdo, como na analise de tragos, impurezas e/ou produtos de
degradacdo. Nas estimativas de limite de quantificagao, deve-se salientar
que a precisao e a exatidao da concentracao estimada como LQ devem ser
registradas, considerando também que a precisdo e a exatiddo tendem a
decrescer quanto menores forem os niveis de concentragao do LQ. O mé-
todo analitico e o seu proposito de aplicacdo € que devem direcionar a exi-
géncia e o critério de aceitagdo para LQ. Por exemplo, se o limite maximo
permitido paraum contaminante em uma amostra ambiental, estabelecido
por algum 6rgdo competente, € de SOugL.", o limite de quantificagdo de um
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método analitico desenvolvido para monitorar esse contaminante deve ser
LQ <50ugL". O limite de quantificagdo é um valor de concentragao refe-
réncia para a tomada de decisdo (EURACHEM, 1998).

Procedimentos para estimativa do limite de quantificacao

Assim como o limite de detecgdo, o limite de quantificagao
pode ser estimado por diferentes métodos, sendo eles similares
aos recomendados para estimativa de LD, diferenciando-se apenas
quanto a questoes de interpretagdo e critérios de estimativa.

Meétodo baseado na avaliacao visual

Baseia-se na analise de amostras com concentracdes conhecidas de-
crescentes do analito até o estabelecimento da menor concentracdo a qual o
método foi capaz de quantificar com precisdo e exatiddo aceitaveis, sendo
essa considerada como limite de quantificacdo (LQ) INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION OF TECHNICAL REQUI-
REMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR
HUMAN USE, 2005). Como no caso da estimativa do limite de deteccao,
€ necessario que amostras isentas do analito estejam disponivesis.

Meétodo baseado na relacao sinal/ruido

Para avaliar a relagdo sinal/ruido, pode ser feita a comparagao de
sinais obtidos para amostras em baixas concentragdes conhecidas do ana-
lito com os sinais obtidos de um branco da amostra (matriz isenta do ana-
lito). A concentragcdo minima que pode ser quantificada do analito com o
método pode ser estimada como aquela na qual a relagdo sinal/ruido seja
aproximadamente de 10:1, sendo essa a relacdo tipicamente considerada
como critério para LQ (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HAR-
MONIZATION OF TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGIS-
TRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 2005).
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Método baseado no desvio padrao da resposta e na
inclinacao das curvas de calibracao

Nesse método, o limite de quantificagdo pode ser estimado
através da Equacao 6.19:

LQ = 10 % (Eq. 6.19)

Em que:
s = desvio padrao da resposta analitica;
S = inclinacdo da curva de calibracao.

O desvio padrdo da resposta analitica (s) e a inclinagdo da
curva de calibragao (S) podem ser estimados pelos mesmos procedi-
mentos recomendados para o LD.

Exatidao

A exatiddo de uma medida descreve o grau de proximidade
entre o valor da medida experimental e o “valor verdadeiro”, ou defi-
nido como verdadeiro, com base em principios metroldgicos (HAR-
RIS et al., 2010; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012). Portanto, a exatidao de um
método analitico ¢ um parametro que expressa a capacidade desse
método em produzir resultados mais proéximos quanto possivel do
“valor real”. E importante que se compreenda que os termos “valor
verdadeiro” e “valor real” sdo empregados convencionalmente, po-
rém, do ponto vista objetivo, um valor verdadeiro/real é impossivel
de ser determinado, pois ndo ha método de medicao perfeito.

A exatidao ¢ sempre considerada dentro de certos limites, ou
seja, estando sempre associada a valores de precisdo. Esses limites
podem ser mais restritos quando o nivel de concentracao do analito
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¢ mais elevado e mais amplos quando o analito estd em nivel trago
de concentragdo. Existem diferentes meios para a determinacao da
exatiddo de um método analitico, sendo eles (THOMPSOM; ELLI-
SON; WOOD, 2002; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003; RIBANI et al., 2004):

Ensaios com materiais de referéncia certificados (MRC)

Os materiais de referéncia certificados (MRCs) sdo materiais
produzidos com a mais alta qualidade metrologica, que possuem um
perfil de composi¢do de sua matriz similar (representativo) ao da
matriz da amostra real a ser analisada pelo método desenvolvido.
Esses materiais de referéncia sdo acompanhados de uma documen-
tacdo emitida por uma institui¢do reconhecida, a qual fornece um ou
mais valores de propriedades especificadas com as incertezas e ras-
treabilidade associadas, utilizando procedimentos validos. A docu-
mentacao relativa ao MRC ¢é emitida na forma de um certificado que
reporta a concentracao do analito (ou analitos) ou outra grandeza de
interesse no material e a incerteza associada (INSTITUTO NACIO-
NAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012).

Um exemplo relevante para o melhor entendimento do que seja
um material de referéncia certificado (MRC) para uso em quimica
analitica pode ser (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012):

“Material de referéncia para soro sanguineo humano (ma-
triz) acompanhado de um certificado com valor atribuido para a
concentragdo de colesterol (analito) e incerteza associada, para uso
como padrdo de calibragdo ou como material de controle em estu-
dos de exatidao”.

O estudo de exatiddo de um método analitico via ensaios com
materiais de referéncia certificados ¢ baseado na analise de um nu-
mero adequado de réplicas de amostras padrao do MRC pelo mé-
todo. Finalmente, os resultados de concentragdo média e incerteza
obtidos devem ser comparados estatisticamente com os valores re-
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portados no certificado do material. A comparacdo estatistica das
concentragdes pode ser feita pelo teste # de Student.

Estudos de comparacao com método de referéncia

Nessa modalidade de avaliagao da exatidao, ¢ aplicado um mé-
todo analitico ja estabelecido e validado para servir de referéncia para
o método analitico sob validagdo. O estudo ¢ conduzido pela aplicacao
de ambos os métodos na analise de um niimero adequado de réplicas
de amostras teste, preferencialmente cobrindo uma faixa 1til de con-
centracao de forma equilibrada. A comparagao entre os resultados ob-
tidos com o método de referéncia e com o método sob validacdo deve
ser executada por método estatistico adequado, como, por exemplo,
teste z-pareado, com a devida verificagdo prévia da homogeneidade
das variancias (via teste F') e a normalidade da distribuicao dos re-
sultados. Os testes estatisticos mostram se ha diferenca significativa
entre os métodos (THOMPSOM; ELLISON; WOQD, 2002).

Ensaios de fortificacao/recuperacao

Quando a utilizagdo de materiais de referéncia certificados ou a
utilizagdo de um método de referéncia ndo € viavel para o laboratorio,
a exatiddo pode ser avaliada pelos denominados ensaios de fortifica-
cdo (spiking) e recuperagdo. Nesses ensaios, 0 método sob validacao
¢ usado para analisar uma por¢ao da amostra em seu estado original
e outra por¢ao que sofreu adicao (fortificagdo) de uma quantidade co-
nhecida do analito. Os resultados sdo expressos quantitativamente na
forma de um fator denominado de recuperagdo. A recuperacao pode
ser definida como sendo a propor¢do da quantidade da espécie quimica
de interesse, presente na amostra, que o método ¢ capaz de efetiva-
mente quantificar, sendo também interpretada como uma medida da
tendéncia (bias) do método (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002).

O nimero de ensaios de recuperagdo, como também os niveis
de concentragdo (fortificacdo) que devem ser avaliados nestes en-
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saios, variam conforme as diretrizes adotadas pelos diferentes or-
gdos que emitem guias, resolugdes ou manuais de orientagdo para
validacdo de métodos, com tais diretrizes definidas para os seus
campos de aplicacao especificos. Por exemplo, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) define, na Resolu¢ao RE N° 899,
que os ensaios devem ser conduzidos, no minimo, em trés niveis
de concentragdo, sendo executados, pelo menos, trés réplicas de
determinagdo para cada nivel, ou seja, nove determinagdes ao todo
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Célculo da recuperacao:

Rec(%) = <M> %100 (Eq. 6.20)
Cadic.
Em que:
C,, = concentragdo determinada na amostra fortificada com
o0 analito;
C,...= concentracdo determinada na amostra ndo adicionada
(branco);

C .. = concentragdo adicionada do analito.
Avaliando criticamente a expressao para o calculo da recupe-
racdo, observamos que ela ¢ expressa na forma de um percentual, ou
seja, representa o percentual médio da espécie quimica alvo que ¢
efetivamente quantificado na amostra pelo método analitico.

A recuperagdo pode ser determinada pela andlise de um
material de referéncia certificado (MRC), quando disponivel, de ma-
neira que a expressao para seu calculo ao final dos ensaios pode ser
simplificada por:

R oL — Cdet
ec(%) = c * 100 (Eq. 6.21)

adic.
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Nesse caso, o termo C . corresponde a concentra¢do da es-
pécie alvo reportada no certificado do material de referéncia. Nao
havendo disponibilidade de MRC, pode ser empregado um padrao
substituto da espécie alvo, denominado tradicionalmente pelo termo
em inglés surrogate. O padrao substituto ou padrdo surrogate pode
ser entendido como sendo um composto ou elemento puro adicio-
nado a amostra teste, que possui propriedades quimicas e fisicas si-
milares as da espécie quimica alvo na sua forma nativa, simulando,
portanto, o comportamento dessa espécie na amostra durante a exe-
cugdo do procedimento analitico. O composto/elemento ¢ denomi-
nado “substituto” devido ao fato de que ele ¢ adicionado a amostra e
pode nao estar na mesma condigdo quimica em que se encontra a es-
pécie alvo na sua forma nativa (THOMPSOM; ELLISON; WOOD,
2002; RIBANI et al., 2004).

Tipos de compostos substitutos (surrogate) que podem ser usados:

* padrdo analitico da espécie quimica alvo adicionado a ma-
trizou aamostra isenta do mesmo (processo de fortifica¢do),

* padrdo analitico de uma versdo da espécie alvo isotopica-
mente modificada,

* padrdo de um composto diferente da espécie quimica alvo,
mas com comportamento quimico representativo de seu
comportamento.

Por exemplo, um padrdo substituto (surrogate) para o hi-
drocarboneto policiclico aromatico (HPA) benzo[a]pireno pode ser
um padrio de sua versao deuterada (isotopicamente modificado)
benzola]pireno-d,,.
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Figura 6.4 - Representacdes das estruturas moleculares do HPA benzola]pireno e de sua
versao deuterada benzola]pireno-d,,, com a letra 21D representando os atomos de deutério
substituintes dos hidrogénios (H) da molécula nativa
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Em ensaios de recuperagdo nos quais se obtém valores
muito diferentes de 100%, ha a indicacdo de que o método ¢
afetado pela tendéncia/viés (bias) para aquele determinado ana-
lito. Objetivamente, se considerarmos as condigdes nas quais
sdo executados os ensaios de recuperacao, de fato, observamos
que a sua estimativa s6 expressa a tendéncia (bias) oriunda de
efeitos que atuam exclusivamente sobre o composto adicionado
na amostra teste.

Essa constatagdo gera um problema desconfortavel quanto
a veracidade da aplicacdo dos dados de recuperagdo na correg¢do
dos resultados obtidos para o analito numa amostra real analisada
pelo método. O problema deriva do fato de que o analito pode es-
tar presente na amostra real em uma forma quimica ou diversas
formas quimicas (metabdlitos) diferentes da do padrao adicionado,
devido a processos de degradagdo ocorridos previamente, como €
o caso do pesticida captana, que é reconhecidamente instavel, po-
dendo apresentar-se em amostras reais na forma de seus produtos
de degradacido tetrahidroftalamida, acido tetrahidroftlamico e do
acido ciclohex-4-em-1,2-dicarboxilico (THOMPSOM; ELLISON;
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WOOD, 2002; LEHOTAY et al., 2005; UNIVERSITY OF HER-
TFORDSHIRE, 2014).

Outro fator relevante a se considerar, principalmente em
amostras sélidas, ¢ o fato de que a distribui¢ao do padrao do ana-
lito adicionado no seio da amostra teste pode também nao refletir
de maneira representativa/realista a distribuicdo do analito em
sua forma nativa no seio da amostra real. Essas questdes praticas
podem potencializar conclusdes otimistas sobre as recuperagoes
do analito, que podem nao refletir a realidade da analise.

Figura 6.5 - Representacao das estruturas moleculares do pesticida captana e seus princi-
pais metabolitos

(e}
N-SCCl,
(o}
Captana
o) 0
OH
NH
OH
0 o)
Tetrahidroftalamida Acido ciclohex-4-en-1,2-dicarboxilico

Fonte: Elaborada pelos autores.

A capacidade do método em quantificar o analito € também bas-
tante dependente do nivel de concentragdo na amostra. A variabilidade
dos resultados em condi¢des de concentracdo mais baixas tende a ser
mais elevada, pois os menores teores da espécie quimica de interesse
tornam sua extragdo e detec¢do mais criticas. Em virtude disso, a re-
cuperacao tem que ser avaliada dentro de uma faixa de concentracao



250 | Estudos da Pos-Graduacao

esperada para o analito na amostra real. Existem intervalos aceitaveis
para os valores de recuperagao conforme o nivel de concentracao consi-
derado para o analito, como também desvios padrao relativos (DPR %)
recomendados para esses valores. A norma ABNT NBR 14029:2005,
que dispde sobre validacdo de métodos na area de agrotoxicos e afins,
expressa as recuperacdes aceitaveis segundo seus critérios para dife-
rentes magnitudes de concentragdo do analito na amostra (ASSOCIA-
CAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005b).

Tabela 6.2 - Valores de recuperagao aceitaveis conforme nivel de concentracao do analito

Concentra¢io nominal do analito na Intervalo de % de recuperacio

amostra aceitavel

>10% 98,0 - 102,0

1-10% 97,0 - 103,0

<1% 95,0 - 105,0

100mgL! ou 100mgkg! 90,0 - 107,0

10mgL! ou 10mgkg™! 80,0 - 110,0

ImgL! ou Imgkg™! 80,0 -110,0

100pgL! ou 100pgkg™ 80,0 - 110,0

10pgL! ou 10pgkg! 60,0 - 115,0

10pgL! ou 10pgkg™! 40,0 - 120,0

Fonte: Associagao Brasileira de Normas Técnicas (2005b).

Precisao

A precisdo ¢ o grau de concordancia entre resultados obtidos
em testes realizados repetidamente em um mesmo objeto ou em ob-
jetos similares, sob condicoes especificadas (INSTITUTO NACIO-
NAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012).
Assim, a precisao de um método analitico ¢ a capacidade desse mé-
todo em gerar resultados concordantes (com baixa dispersao) para
a concentracdo do analito em réplicas de uma mesma amostra ou
amostras similares, sob condi¢des estabelecidas.
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A precisao de um método analitico pode ser avaliada com base
em trés niveis especificos (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002;
INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION
OF TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF
PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 2005):

* Repetibilidade;
e Precisdo intermediaria;
* Reprodutibilidade.

Para processos de validagdo interna (in-house validation/single-
-laboratory validation), sao recomendados os estudos de repetitivi-
dade e precisao intermediaria do método. A avaliacdo da reprodutibili-
dade ¢ conduzida por meio de estudos colaborativos interlaboratoriais,
sendo recomendada para processos de validacdo completa (full vali-
dation) ou quando o laboratorio quer verificar o desempenho de seus
métodos em relagdo aos dados de validagdo obtidos via comparagao
interlaboratorial (RIBANI et al., 2004; INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2011).

A precisdo ¢ um parametro fortemente dependente da mag-
nitude da concentragdo do analito na amostra, de maneira que, em
condicdes de baixas concentragdes, a quantificacdo do analito ¢ mais
critica, havendo naturalmente maiores variabilidades nos resultados e,
portanto, menor precisao.

Repetibilidade

A repetibilidade, também denominada de repetitividade, expressa
a precisdo dos resultados intraensaio, ou seja, o grau de concordancia en-
tre os resultados obtidos com o método para a concentragdo do analito
em ensaios realizados com o mesmo procedimento de medi¢ao, mesmo
analista, mesmos instrumentos de medi¢ao, mesmas condigdes de ope-
ragao, num mesmo laboratdrio, assim como as medi¢oes sendo repetidas
na mesma amostra ou em amostra similar em curto periodo de tempo. A
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condicd@o requerida acima ¢ denominada de condigdo de repetibilidade
de medi¢do INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZA-
TION OF TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF
PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 2005; INSTITUTO NA-
CIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012).

Procedimento para a determinacao da repetibilidade

A repetibilidade pode ser avaliada pela andlise de materiais
de referéncia certificados (MRC) ou de amostras em branco (isen-
tas do analito) adicionadas do analito, em varias concentragdes na
faixa de trabalho, com um dado numero de réplicas para cada con-
centracdo. A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente
por meio de parametros estatisticos de medida de dispersdo, como
um desvio padrao (s), desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente
de variagdo (CV), associados as réplicas de medidas de cada nivel de con-
centracdo, conforme Equacdes 6.22, 6.23 ¢ 6.24 (INSTITUTO NACIO-
NAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2011, 2012).

s = Z?all(fil_) i (Eq. 6.22)

Em que:

x = média aritmética das concentracdes das réplicas;
x, = valor individual de uma medigao;

n = numero de réplicas.

DPR = % (Eq. 6.23)

Em que:
s = desvio padrao das medigoes;
x =média das medigdes.
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CV(%) = +100% (Eq. 6.24)

S
X

O coeficiente de variagao CV (%) pode ser interpretado como
o desvio padrao relativo percentual DPR (%).

Como sugestdo para a avaliacdo experimental da repetibili-
dade, pode ser conduzido o seguinte procedimento (AGENCIA NA-
CIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; INTERNATIO-
NAL CONFERENCE ON HARMONIZATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTI-
CALS FOR HUMAN USE, 2005):

* Analisar por¢des de amostras fortificadas com o analito ou
MRC da amostra em, pelo menos, 3 niveis de concentracao
dentro da faixa de trabalho, sendo um nivel baixo, um in-
termediario ¢ um alto, com os ensaios conduzidos com um
minimo de 6 réplicas por nivel de concentragdo avaliado, sob
condigoes de repetibilidade.

* Apos a quantificacdo das concentragdes médias do analito nas
amostras teste de cada nivel, calcular o desvio padrao da repe-
titividade (s ), desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de
variagdo (CV) para a medida em cada nivel de concentragao.

Precisao intermediaria

Também denominada de reprodutibilidade intralaboratorial,
a precisdo intermediaria expressa a precisdo interensaio, ou seja,
o grau de concordancia entre os resultados obtidos com o método
para a concentragdo do analito em ensaios realizados com o mesmo
procedimento de medigdo, no mesmo laboratorio, em réplicas de
uma mesma amostra ou amostra similar, mas alterando algumas
condig¢des, como dia da analise, analista, instrumentos de medigdo,
condigdes ambientais, entre outras (INTERNATIONAL CONFER-
ENCE ON HARMONIZATION OF TECHNICAL REQUIRE-
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MENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR
HUMAN USE, 2005; BRASIL, 2012). A precisdo intermediaria
deve ser avaliada alterando-se pelo menos uma das condi¢des de
repetibilidade.

Procedimento para determinacao da precisao intermediaria

Como sugestdo para a avaliagdo experimental da preci-
sdo intermediaria pode ser conduzido o seguinte procedimento
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003; BRASIL, 2012):

» Analisar por¢des de amostras fortificadas com o analito
ou MRC da amostra em, pelo menos, 3 niveis de concen-
tracdo dentro da faixa de trabalho, sendo um nivel baixo,
um médio e um alto, com os ensaios conduzidos com um
minimo de 6 réplicas por nivel de concentragao avaliado.
Esse procedimento acima deve ser executado 3 vezes,
cada vez em dias diferentes, variando sempre que possivel
o analista, os instrumentos e equipamentos de medicao e
as condi¢Oes ambientais.

* Apos a quantificagdo das concentragdes médias do ana-
lito nas amostras teste, calcular os desvios padrdo (s,)
para cada nivel de concentragdo nos diferentes dias.
Com os valores de desvio padrdo (s ), calcular o des-
vio padrdo combinado (s, ) para cada um desses niveis,
calculando, entdo, o coeficiente de variacao CV (%) re-
lativo a cada nivel. O coeficiente de variacdo CV (%),
calculado com base no desvio padrdo combinado (s, )
das diferentes concentragdes, €, tradicionalmente, o pa-
rametro quantitativo para expressar a precisdo interme-
diaria de um método.
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Calculo do desvio padrdo combinado (s, ) para um dado nivel
de fortificacdo 7, analisado em N dias:

Sric =+/Si1+Siz+ -+ Sin (Eq. 6.25)

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade ¢ uma caracteristica que expressa o grau
de concordancia entre os resultados obtidos com um método anali-
tico, quando réplicas de uma mesma amostra ou amostra similar sao
analisadas por diferentes laboratdrios, utilizando o mesmo método,
sendo também denominada de precisdo interlaboratorial. A reprodu-
tibilidade avalia a precisdo do método quando aplicado em diferentes
locais, por diferentes analistas, com diferentes instrumentos e diferen-
tes condi¢cdes ambientais (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION OF TECHNICAL REQUIREMENTS FOR
REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE,
2005; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE
E TECNOLOGIA, 2012).

Como dito anteriormente, a reprodutibilidade tem a neces-
sidade de ser avaliada quando o método passa por um processo
de validag¢dao completa (full validation), por meio de estudos cola-
borativos interlaboratoriais, em situagdes em que se deseja desen-
volver um método oficial para inclusdo em manuais ou publicagdo
como norma técnica, havendo, entdo, a necessidade da investiga-
¢do do “comportamento” do método quando executado em dife-
rentes laboratdrios.

A Tupac recomenda que a avaliagdo da reprodutibilidade en-
volva um minimo de 8 laboratérios para que se possa tirar conclu-
soes confiaveis a respeito da precisdo interlaboratorial do método
analitico (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002).
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Procedimento para avaliacao da reprodutibilidade

A reprodutibilidade pode ser avaliada experimentalmente de
maneira similar a repetibilidade, com a diferenca de que as réplicas
da amostra adicionadas com o analito serdo analisadas em diferen-
tes laboratorios, de modo que, ao final dos experimentos em todos
os laboratorios, calcule-se o desvio padrao da reprodutibilidade in-
terlaboratorial de cada nivel de concentracao.

Critérios de aceitacao da precisao

A tabela abaixo expressa os valores limite de coeficiente de
varia¢do CV (%) recomendados para diferentes niveis de concentra-
cao/fortificacdo do analito na amostra (BRASIL, 2012).

Tabela 6.3 - Valores limite recomendados para CV (%) como critério de aceitagao na pre-
cisao do método

Concentracio (C) Coceficiente de Variaciao CV (%)
Repetibilidade Precisao intermediaria
100g/kg < C < 1kg/kg 1.3 2,0
10g/kg < C < 100g/kg 1,8 2,7
1g/kg < C < 10g/kg 2.5 3,7
100mg/kg < C < 1g/kg 3,5 53
10mg/kg < C < 100mg/kg 4,9 7.3
Img/kg < C < 10mg/kg 6,7 10,0
100pg/kg < C < Img/kg 10,0 15,0
10pg/kg < C < 100ug/kg 13,4 20,0
Ipg/kg < C < 10ug/kg 20,1 30,0
C > lug/kg 23,4 35,0

Fonte: Brasil (2012).
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Robustez

A robustez de um método analitico esta relacionada com a capaci-
dade do método em produzir resultados pouco variaveis quando houver
alteracdes em uma ou mais condi¢des experimentais do procedimento
analitico. O estudo da robustez permite avaliar a resisténcia do método
em fornecer resultados discordantes em situagdes em que parametros
que afetam a determinacgdo da espécie quimica de interesse nao estao
nas condi¢des ideais definidas no procedimento. Permite também ava-
liar a magnitude do efeito da alteracdo desses parametros sobre os resul-
tados (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002; EURACHEM, 2002).

Para testar a robustez de um método analitico, devem ser in-
troduzidas, deliberadamente, pequenas alteracdes nos limites esta-
belecidos previamente para os parametros/condi¢des no protocolo
inicial do método e examinar o efeito que essas alteragdes t€m sobre
os resultados (THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002).

Avaliacao experimental da robustez

A avaliacdo da robustez de um método analitico pode ser
conduzida experimentalmente por meio do teste desenvolvido por
Youden. Esse teste possibilita também definir a magnitude de in-
fluéncia de cada uma das variagdes sobre os resultados finais, indi-
cando qual ou quais variacdes podem ser mais criticas (THOMP-
SOM; ELLISON; WOOD, 2002; INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2011).

Na execucdo do teste, podem ser realizados ensaios sepa-
rados para determinar os efeitos da variagdo dos k parametros
sobre os resultados. Por exemplo, vamos considerar um mé-
todo analitico em que tenham sido definidas em seu protocolo
as seguintes condigdes nominais de execucdo (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNO-
LOGIA, 2003):
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Tabela 6.4 - Condicbes nominais de execucao do método

Parametro Condi¢ao nominal

Tempo de agitagdo 10min

Tamanho da amostra 5,0g
Concentracdo acida 1,1mol/L

Temperatura de aquecimento 95°C
Tempo de aquecimento Smin
Agitacdo Sim
pH 6,0

Fonte: Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (2003).

No estudo da robustez desse método, podem ser efetuadas as
seguintes variagdes dos parametros:

Tabela 6.5 - Condicbes nominais de execugcao do método e variagoes

Parametro Condic¢io nominal Varia¢ao
Tempo de agitagdo (1) 10min 12,0min
Tamanho da amostra (2) 5,0g 10,0g
Concentragdo acida (3) 1,1mol/L 1,0mol/L
Temperatura de aquecimento (4) 95°C 100°C
Tempo de aquecimento (5) Smin 10min
Agitacao (6) Sim Nao
pH (7) 6,0 6,6

Fonte: Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (2003).

Para a realizagdo dos ensaios e avalia¢ao dos resultados, ¢ apli-
cada a técnica de experimento por planejamento fatorial fracionario
(THOMPSOM; ELLISON; WOOD, 2002). Uma tabela para o plane-
jamento dos ensaios pode ser projetada considerando os valores da
condi¢do nominal como sendo representados por sinais negativos (-),
os valores relativos as variagdes como sinais positivos (+) e os parame-
tros das condig¢des por nimeros de 1 a 7, indicando os 7 parametros,
sendo, entdo, os 8 ensaios executados conforme a Tabela 6.6.
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Tabela 6.6 - Planejamento fatorial fracionario hipotético para estudo de robustez

Parametros
Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 Resultado
1 + + + + + + + A
2 + + - + - - - B
3 + - + - + - - C
4 + - - - - + + D
5 - + + - - + - E
6 - + - - + - + F
7 - - + + - - + G
8 - - - + + + - H

Fonte: Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (2007).

Na tabela do planejamento dos ensaios, os resultados hipoté-
ticos foram representados por letras, de maneira que a execucao do
ensaio 2, por exemplo, implica a execucao do procedimento ana-
litico considerando as seguintes condi¢des: tempo de agitagdo (1)
como 12min (+), tamanho da amostra (2) como 10,0g (+), concentra-
¢do acida (3) 1,1mol/L (-), temperatura de aquecimento (4) 100°C (+),
tempo de aquecimento (5) Smin (-), agitagao (6) sim (-), pH (7) 6,0
(-), dando o resultado B (INSTITUTO NACIONAL DE METRO-
LOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2003).

Para determinar o efeito de um parametro sobre o resultado,
devem-se observar os 4 valores do resultado obtidos em ensaios nos
quais esse parametro foi mantido na condi¢do de nivel nominal (si-
nais negativos) e os 4 valores dos resultados obtidos em ensaios exe-
cutados sob condi¢des de variagdo (sinais positivos). Por exemplo, a
magnitude do efeito da variacdo do pardmetro concentracdo acida
(3) sobre o resultado pode ser estimada pela Equagdo 6.26:

(A+C+E+G) (B+D+F+H)

Eq. 6.26
2 2 (Eq )

Efeito(3) =
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Observe-se que os valores dos resultados A, C, E e G sdo
relativos aos ensaios 1, 3, 5 e 7, respectivamente, ensaios nos quais
0 parametro em questao encontra-se nas condigoes relativas a varia-
cdo imposta. Ja os resultados B, D, F ¢ H sdo relativos aos ensaios
2,4, 6 e 8, ensaios nos quais o parametro 3 (concentragdo acida) en-
contra-se nas condigdes nominais (sinais negativos). A mesma logica
pode ser considerada no calculo dos efeitos dos demais parametros.

Ap6s estimativa de todos os efeitos, deve ser feita analise cri-
tica das variabilidades dos resultados para os diferentes ensaios com
base em avaliagdes estatisticas. Em caso de um ou mais parametros
possuir influéncia significativa sobre os resultados, deve-se fazer
controle rigoroso destes durante a execucdo do método em con-
di¢des de rotina.

Incerteza da medicao

Muitas decisdes importantes sdo tomadas com base em re-
sultados de analises quimicas quantitativas, de maneira que ¢ de
suma importancia que os analistas e usuarios dos resultados tenham
alguma indicacdo de sua qualidade para a tomada de decisdao coe-
rente. A incerteza de medig@o dos resultados obtidos por um método
analitico ¢ um parametro util para avaliacdo da sua confiabilidade
(EURACHEM, 2002).

Uma defini¢do geral, do ponto de vista metrologico, para a
incerteza de medigdo seria: “Parametro ndo negativo que caracteriza
a dispersao dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas
informagdes utilizadas” (INSTITUTO NACIONAL DE METRO-
LOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012).

Dentro do contexto da andlise quimica, a incerteza da medi¢ao
pode ser entendida como sendo um parametro que ¢ associado ao resul-
tado da medigao, que caracteriza a dispersao de valores que poderiam ser
razoavelmente atribuidos ao valor da medida analitica (EURACHEM,
2002). Como em analise quimica quantitativa, geralmente, o resultado da
medi¢do € a concentragdo de uma espécie quimica alvo (mensurando),
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a incerteza da medi¢do expressa o intervalo de valores de concentragao
que podem ser associados ao valor médio corrigido dessa concentragao.

A incerteza da medi¢do pode ser expressa quantitativamente
como um desvio padrdo (ou um multiplo dele), ou metade de um in-
tervalo de valores correspondentes a um dado nivel de confianca. O
parametro de incerteza da medigdo € constituido, em geral, de muitas
fontes ou componentes que podem ser provenientes de efeitos siste-
maticos, como componentes associados as corregoes ¢ a valores atri-
buidos a padrdes, assim como a incerteza definicional. Alguns desses
componentes de incerteza podem ser estimados com base na distribui-
¢do estatistica de uma série de medi¢oes, sendo caracterizados como
desvios padrao experimentais (denominada estimativa Tipo A). Outros
componentes, que também sdo expressos como desvios padrao, sao
avaliados por meio de distribui¢des estatisticas assumidas, baseadas
na experiéncia do analista ou em informag¢des fundamentadas em ma-
nuais técnicos de fabricantes de instrumentos ou guias (denominada
estimativa Tipo B) (EURACHEM, 2002; INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2012). Cada
fonte de incerteza € expressa na forma de uma incerteza padrio u,.
As incertezas padrao sdo combinadas matematicamente para se obter
a incerteza padrio combinada u_ que pode ser entendida como a in-
certeza total da medigdo. Para a maioria das aplicacdes em quimica
analitica, o pardmetro de incerteza reportado no resultado final da ana-
lise ¢ a incerteza expandida U, que expressa o intervalo de valores no
qual se acredita que o valor real do mensurando esteja, com um dado
nivel de confianga. A incerteza expandida ¢ obtida pela multiplicacao
da incerteza padrao combinada por um fator de abrangéncia k.

Considerando o senso comum, o termo incerteza sugere a
ideia de duvida, porém, a incerteza da medi¢do nao implica divida
em relacdo a validade dos resultados. Pelo contrario, o conhecimento
da incerteza da medida serve de base para uma maior confianga na
validade dos resultados.
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O processo de estimativa da incerteza da medicao

O processo de estimativa da incerteza de medigdo em um
método analitico segue uma série de etapas logicas fundamen-
tais para que a estimativa seja conduzida da maneira mais clara
possivel. O processo global ¢ constituido das seguintes etapas
(EURACHEM, 2002):

1. Especifica¢do do mensurando

Esse ¢ o passo inicial no processo de estimativa da incerteza
da medi¢ao. O mensurando, na terminologia metroldgica, ¢ a gran-
deza que se deseja medir por um método de medicao. Como dito
anteriormente, de uma forma geral, o mensurando, em quimica
analitica, trata-se da concentragdo de uma dada espécie quimica
numa amostra de interesse (concentrag¢do do analito). Por exem-
plo, em uma situacdo em que se deseja determinar metanol
(CH,0H) em mg/100mL em aguardente, o mensurando € definido
exatamente como sendo a concentra¢io de CH,OH em mg/100mL.

O mensurando deve ser declarado de maneira clara e objetiva, de-
vendo também ser declarada a relagdo matematica do mensurando com
outras grandezas de entrada das quais ele depende (relagdo funcional).

2. Identificagdo das fontes de incerteza

Nessa etapa, devem-se listar as possiveis fontes de incerteza,
incluindo as incertezas padrdao das grandezas presentes na relagdao
funcional do mensurando com as grandezas das quais ele depende,
podendo também incluir outras fontes. Esse processo pode ser con-
duzido por meio dos diagramas de causa e efeito.

3. Quantificagdo dos componentes de incerteza

Nessa fase, deve-se medir ou estimar a dimensao de cada compo-
nente de incerteza associado a cada potencial fonte listada na etapa an-
terior. Geralmente, € possivel estimar ou determinar uma unica contri-
buicdo a incerteza associada a diversas fontes distintas. E fundamental
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considerar se os dados disponiveis abrangem suficientemente as fontes
de incerteza e planejar experimentos para estudos adicionais visando
a assegurar que todas as fontes sejam adequadamente consideradas.

4. Célculo da incerteza combinada

O levantamento de informagdes feito na fase anterior possi-
bilitara o conhecimento quantitativo das contribuigdes de incerteza
consideradas para a incerteza total da medida. Essas contribuigdes
devem ser expressas como desvios padrao, sendo finalmente com-
binadas conforme método matematico apropriado para a obtengao
da incerteza padrdo combinada u . Por fim, a incerteza expandida U
deve ser calculada com base no fator de abrangéncia k apropriado.

Calculo da incerteza padrao combinada

Com todas as incertezas padrao quantificadas u, a incerteza com-
binada pode ser calculada por dois caminhos matematicos diferentes, que
sdo aplicados conforme o modelo matematico da relagao funcional do
mensurando com os componentes de incerteza (EURACHEM, 2002):

Meétodo 1

Para relagdes funcionais que incluem apenas operacdes de
soma e/ou subtragdo na equacao de definicdo do mensurando, por
exemplo, um mensurando y que esté relacionado com as grandezas
p, q e r pela seguinte relacdo funcional:

y=p+tq-r (Eq. 6.27)

A incerteza combinada deve ser calculada pela Equacgao 6.28:

%w=/%+%+ﬁ (Eq. 6.28)
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Meétodo 2

Para relagdes funcionais que incluem apenas operacdes de
multiplicacdo e/ou divisdo na equacao de definicdo do mensurando,
por exemplo, um mensurando y que esta relacionado com as grande-
zas p, q e r pela seguinte relagao funcional:

y = q?: - (Eq. 6.29)

A incerteza combinada deve ser calculada pela Equacao 6.30:

2 2 2
4() =y J(%) +(%) + () (Eq. 630)

Em que: u, u, eu sdo as incertezas padrdo relativas aos
componentes de incerteza das grandezas p, q ¢ r que definem o
mensurando y, considerando que p, q € r sdo os valores médios
dessas grandezas.

Calculo da incerteza expandida

A incerteza expandida pode ser calculada pela multiplicagao
do fator de abrangéncia k pela incerteza padrao combinada (Equa-
c¢do 6.31), calculada por um dos métodos anteriores. Para a maioria
das aplicagdes, recomenda-se que k = 2,00, porém esse valor pode
ser determinado por caminhos mais criteriosos.

U=k=*u, (Eq. 6.31)
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O resultado final de uma analise quimica deve ser expresso na
seguinte forma geral:

XFU (Eq. 6.32)

Em que: x representa o resultado médio corrigido da concen-
tragdo do analito, e U, a incerteza expandida.
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O presente capitulo aborda uma discussao dos aspectos da
analise qualitativa e quantitativa empregando dados experimentais
referentes a andlises cromatograficas reais empregando a cromato-
grafia gasosa de alta resolugdo (CGAR). Também sao discutidas as
principais equagdes matematicas relacionadas aos métodos de quan-
tificacdo usados em CGAR, a interpretacdo das curvas analiticas,
bem como suas potenciais aplicagdes em analise de amostras reais.

Normalmente, ap6s a otimizagdo das condigdes cromatografi-
cas, tém-se as etapas de andlise qualitativa e quantitativa, ou seja, a
analise cromatografica total. Em suma, uma analise qualitativa ob-
jetiva identificar os componentes de interesse presentes na amostra,
ao passo que a analise quantitativa se dedica a determinar o nivel de
concentragdo desses componentes na amostra.
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Analise qualitativa

A execucdo da andlise qualitativa usualmente procura iden-
tificar um nimero limitado de analitos (os de interesse), mas tam-
bém pode visar a identificagdo de todos os componentes de uma
amostra. A principio, essa etapa é concebida por comparagdo de
tempo de retengao e/ou dopagem sucessiva de padroes. Entretanto, no
caso de amostras complexas, ou pelo desconhecimento do histérico da
amostra, o uso de técnicas auxiliares, como a espectrometria de massa
(EM), ¢ imprescindivel.

Na atualidade, a EM, associada a uma biblioteca de espec-
tros de massas, ¢, frequentemente, utilizada como instrumento de
identificacdo de componentes em amostras complexas. Contudo, o
cromatografista precisa ter em mente que a mera compara¢ao do
espectro de massa adquirido com o espectro disponivel previamente
em uma biblioteca de espectros pode levar a uma identificagdo equi-
vocada, uma vez que o banco de dados disponivel sugere uma série
de compostos que ndo necessariamente o composto alvo (DETT-
MER-WILDE; ENGEWALD, 2014).

No tocante a identificagdo dos picos de interesse somente
pelo tempo de retengdo, recomenda-se uma avaliagdo da natureza
da amostra, com relacdo a complexidade da matriz e/ou a presenca
de isomeros. Isso ¢ muito importante para uma melhor defini¢do
da possibilidade de ocorréncia de coelui¢do de picos (sobreposi¢ao
entre o pico do composto alvo e do composto interferente). Sendo
assim, desde que exista a possibilidade de coelui¢@o de picos, ¢ im-
portante assegurar a precisdo na analise qualitativa quando se usa o
tempo de retengdo como parametro. Um método bastante eficiente
de identificagdo de picos baseia-se na dopagem da amostra com o
proprio padrao do analito.

De qualquer maneira, ¢ imprescindivel fazer uma avaliagao
do perfil da amostra, em relagdo a complexidade da matriz e a pre-
sen¢a de isdmeros, para assegurar uma analise qualitativa confiavel
e eficiente dos componentes presentes. A seguir, serdo detalhados
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alguns procedimentos tradicionais para a identificagdo dos compo-
nentes de uma amostra no cromatograma.

Tempo de retencao

Na analise qualitativa classica, em cromatografia gasosa, a
identificagdo de um composto pode ser idealizada mediante a com-
paracdo do tempo de retengdo de um padrdo analitico com o do
componente da amostra, sendo esse um dos parametros mais uti-
lizados para a identificagdo de compostos (GROB; BARRY, 2004).

O tempo de retengdo ¢ caracteristico para um determi-
nado composto. Sendo assim, ¢ pertinente imaginar que € pos-
sivel a identificagdo de todos os componentes em uma mistura
por comparacdo direta com os tempos de retencdo dos padroes
analiticos. De modo que, caso o padrdo analitico tenha tempo de
retencdo similar ao de um dado composto presente na amostra,
pode tratar-se do mesmo composto. Entretanto, tal resultado nao
¢ conclusivo, uma vez que dois compostos podem apresentar o
mesmo tempo de retencdo (ou muito proximos) em determinadas
condi¢des de analise (CIOLA, 1973; COLLINS; BRAGA; BON-
ATO, 2006; LANCAS, 2009).

E importante salientar que o tempo de retengdo é carac-
teristico dos compostos, porém nao ¢ exclusivo. Além disso, €
dependente da interagdo do(s) analito(s) com a fase estaciondria
presente na coluna cromatografica e das condigdes cromatografi-
cas operacionais, tais como fluxo do gas de arraste, temperatura
da coluna e volume da amostra, o que torna esse método de iden-
tificagdo um tanto quanto impreciso. Dessa maneira, ¢ necessario
o uso de outros métodos para uma identificacdo conclusiva dos
compostos investigados.

Em situagdes praticas, depois de verificadas as melhores
condigdes cromatograficas, sdo efetuadas as analises tanto da
solucdo da amostra como da solucdo do composto padrio, e,
dai, efetiva-se o processo de identificacdo dos componentes (pi-
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cos), separados na coluna, por meio do cromatograma. Para uma
melhor compreensao, a Figura 7.1 ilustra cromatogramas sobre-
postos referentes a analise de uma mistura de padrdes de alcoois
obtidos nas mesmas condi¢des experimentais.

Comparando os cromatogramas (Figura 7.1), tomando como
base os tempos de retencao, nota-se que os compostos, referentes
aos picos 1, 2, 4, 7 e 8 podem ser, respectivamente, os alcoois
metanol, etanol, propanol, butanol e alcool isoamilico. Porém, ¢
necessario ter em mente que diferentes compostos podem apre-
sentar o mesmo tempo de retencdo e, portanto, apresentar coe-
luicao (elui¢ao simultanea). Assim, uma analise comparativa direta
entre o tempo de retencdo do analito e do padrao requer cuidados
e prudéncia. Nesse caso, ¢ recomendado usar outra coluna capilar
de fase estacionaria oposta.

Outra alternativa interessante para identificar os compo-
nentes presentes na amostra pelo tempo de retengdo ¢ a dopa-
gem da solu¢do amostra com padrdes do analito. Essa técnica
requer a adigdo adequada de quantidade do padrdo na amostra
(dopagem ou fortificagdo). Em seguida, a amostra ¢ analisada
no sistema cromatografico. Caso seja observado (no cromato-
grama) um incremento na altura (ou area) do pico de interesse,
¢ reforcada a ideia da presenga do composto na amostra. Ape-
sar de o método de fortificagdo com padrao proporcionar forte
evidéncia da presenca do composto alvo, eventuais fendmenos
de coeluicdo de outros compostos com o mesmo tempo de re-
ten¢do nao podem ser descartados.
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Figura 7.1 - Cromatograma de solucdo padrdo (de cor cinza) de alcoois (metanol, etanol,
propanol, butanol) superposto ao de uma amostra desconhecida (de cor preto), ambos obti-
dos nas mesmas condigdes cromatograficas. Identificagdo dos picos: (1) metanol, (2) etanol,
(4) propanol, (7) butanol e (8) alcool isoamilico. Condi¢des cromatograficas: T = 35°C,
Tjeor = 200°C, T ., = 250°C, fluxo do gas de arraste (H,) = ImLmin", coluna capilar

(30m x 0,25mm D.I x 0,25um), fase estacionaria polidimetilsiloxano (DB-5)

v

Fonte: Elaborada pelos autores.

Indices de retencao

E bem sabido que a cromatografia gasosa acoplada & espec-
trometria de massa (CG- EM) ¢ uma técnica instrumental pode-
rosa em analise qualitativa. Entretanto, muitas vezes, os bancos
de dados utilizados ndo sdo completos o suficiente para identificar
muitos compostos. Além disso, devido a similaridade de algu-
mas estruturas quimicas e graus de saturacao e a homogeneidade
hetereatomica, o uso de indices de retencdo, como ferramenta
auxiliar na identificacdo de compostos, ¢ bastante eficiente e
usual e visa a evitar uma identificagdo equivocada dos compostos
(VON MUHLEN, 2009).
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Indice de retencao em condicao isotérmica

O indice de reten¢dao de um dado composto € um nimero es-
pecifico, obtido por interpolagdo, relacionando o tempo de retencao
do analito em estudo com o tempo de retencao de dois padrdes (ge-
ralmente hidrocarbonetos lineares) eluidos antes e ap6s o pico cro-
matografico do analito de interesse (VON MUHLEN, 2009).

O método mais empregado para a determinagdo do indice de
retengdo de compostos foi proposto por Kovats, em 1958. O indice
de Kovats (I) ¢ definido como cem vezes um nimero hipotético, que
¢ igual ao nimero de atomos de carbono de um alcano saturado de
cadeia normal, que tem o mesmo tempo de reten¢do ajustado (t’R)
que o composto cujo indice esta sendo determinado (SILVA et al.,
2005). O indice de Kovats pode ser calculado pela Equagao 7.1.

I(soluto) = 100n + 100

log t'g (i—log tig (m) ] (Eq. 7.1)

l0g t'R (n+1)~108 t'R (n)

Em que:

t’, = tempo de retengdo ajustado (tempo de retengdo do pico
menos o tempo de eluigdo do pico de um composto nao
retido pela coluna cromatografica);

1 = analito;

n = nimero de carbonos do padrao adjacente menos retido;

n + 1 =numero de carbonos do padrao adjacente mais retido.

Determinacao do indice de retencao de Kovats (I)

O indice de Kovats ¢ sempre aplicado sob condi¢des isotér-
micas e tem sido bastante utilizado para especificar a polaridade
de muitas colunas capilares, utilizando-se os polimeros usuais, tais
como polissiloxanos e polietileno glicol (Tabela 7.1).

O indice de retencao (I) pode ser determinado por meio de um
grafico (Figura 7.2) que relaciona o nimero de 4&tomos de carbono de
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alcanos saturados normais com o logaritmo dos tempos de retengao
ajustados destes alcanos, ou pelo célculo aplicando a Equagao 7.1.

Tabela 7.1 - Indice de retengdo de benzeno e butanol em diversas fases
estacionarias

Indice de retencio (I)

P Polaridade
Fase estacionaria
da Fase
[:J:l:e;(()) Butanol
o PE=117°C
C
Poli(dimetilsiloxano) Apolar 657 648
(Difenil), ,(dimetil), ,; (polissiloxano) Apolar 672 664
(Difenil), ,(dimetil), . (polissiloxano) Intermediaria 754 717
(Cianoproprilfenil), |, (dimetil), . (polissiloxano) Intermediaria 726 773
(Difenil), . (dimetil), . (polissiloxano) Intermediaria 797 779
Poli(etilenoglicol) Polar 956 1142
(Biscianopropril), ,(cianopropilfenil), , (polissiloxano) Polar 1061 1232

Fonte: Adaptada de Harris (2010).
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Figura 7.2 - Determinagcao do indice de retencao de compostos sob condicdes de tempe-

ratura isotérmica

[0 |1 || .

Soluto (I)

100xD [== o= o= = = -

Indice de retencio (I)

100 x (n-1)

n-Alcanos (anilise isotérmica)

Caz2 Cr1 Ca Crt Crs2
Target

log(tin')  log(ten') log(tes') 10g(tsner’)

log ( tempo de retencio ajustado)

tr,n-Z' tr,n-1' tr,n' tr,sI tr,n+1l tr,n+2'

Tempo de retencio ajustado

I (soluto) =
(soluto) = 100 ( |0g(tr,n+1‘)'|og(tr=nl)

Fonte: Adaptada de Shimadzu Corporation (2007a).

Para uma melhor compreensao da aplicagdo do indice de Ko-
vats, tomemos como exemplo a determinagao do indice de retengdo
em uma mistura de n-alcanos de C9 a Cl1, em que o pico referente
ao composto de interesse estd assinalado com a letra X (Figura 7.3).
Os tempos de reteng@o dos compostos proximos ao pico de interesse

estdo listados na Tabela 7.2.

Tabela 7.2 - Tempos de retengao dos picos da regiao de interesse referente ao cromato-

grama da Figura 7.3

Composto Tempo de retencio (t,), (min)
Hexano, C8 5,32
Octano, C9 7,38
Decano, C10 9,85
Desconhecido, Cx 6,25

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 7.3 - Cromatograma da mistura de n-alcanos

C7

C8 X

¢

Sinal

Tempo de reten¢io (min)

Fonte: Adaptada de Von Mihlen (2009).

O indice de Kovats (I), calculado pela Equacao 7.1, fornece o
seguinte resultado:

log 6,25-log 5,40]

['=100x8+100 [10g7,58—10g5,40 =943

Sabendo que o indice de retencao de Kovats (I), definido
como cem vezes um numero hipotético, ¢ igual ao nimero de 4to-
mos de carbono de um alcano saturado de cadeia normal, que tem o
mesmo tempo de retengdo ajustado (t,”) que o composto cujo indice
esta sendo determinado, tem-se que o composto desconhecido com
I=943 ¢ eluido entre o nonano (I =900) e o decano (I = 1000).

Na pratica, inicialmente, determina-se o indice de re-
tengdo de compostos para auxiliar na confirmag¢ao (ou nao) do
espectro de massas com espectros da biblioteca. Os indices de
retengdo de 648 e 657 para butanol e benzeno (HARRIS, 2010),
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respectivamente, obtidos em coluna com a fase estacionaria po-
lidimetilsiloxano (dados na Tabela 7.1) indicam que, nessa fase
estacionaria apolar, os compostos sdo eluidos, respectivamente,
entre o hexano (I =600) e o heptano (I=700), ao passo que, na
fase polar polietilenoglicol, o benzeno (I= 956) ¢ eluido entre o
nonano (I=900) e o decano (I=1000), enquanto que a elui¢do do
butanol (I= 1142) ocorre entre o undecano (I =1100) e o dodecano
(I= 1200). Em suma, nota-se claramente que, a medida que se
aumenta a polaridade da fase estacionaria, aumenta-se o indice
de retencdo desses compostos.

Enquanto o indice Kovats ¢ utilizado para especificar a po-
laridade de colunas capilares, quando se utilizam programas
de temperatura na coluna, um valor similar pode ser calculado,
sendo este denominado de indice de retengao linear (IRL) (VON
MUHLEN, 2009).

Indice de retencao linear (IRL)

O indice de retengao linear, conhecido por indice de Van Den
Dool e Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963), ¢ utilizado quando
a corrida cromatografica ¢ realizada com programacao linear de
temperatura. A importancia da determinacao do IRL ¢ refletida no
fato de que a consulta a biblioteca de espectro de massas para a iden-
tificagdo de compostos, as vezes, nao fornece resultados plenamente
confidveis, devido a complexidade das matrizes e a ineficiéncia das
técnicas de extracdo. Por outro lado, o uso do IRL torna esse pro-
cesso mais aprimorado. Contudo, vale ressaltar que encontrar va-
lores de IRL de referéncia nao ¢é tao simples. Ha uma escassez de
bases de dados disponiveis na literatura. Além disso, as informagdes
sdo baseadas em operagdes com colunas cromatograficas antigas, e,
muitas vezes, encontrar alguns compostos de interesse também nao
é simples (VON MUHLEN, 2009).

Em situagdes praticas, a determinagdo do indice de reten-
¢do de um dado composto ¢ realizada em relacdo aos padrdes
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(hidrocarbonetos), com condi¢gdes experimentais bem estabeleci-
das, tais como: o tipo de fase estacionaria, a espessura do filme,
as condi¢des de temperatura (isotérmica ou programada) e outras
(VON MUHLEN, 2009).

O IRL de cada componente ¢ calculado usando os tempos
de retengdo ajustados dos alcanos ou aplicando a Equagdo 7.2.
Para auxiliar na identificag@o e caracteriza¢do dos compostos vo-
lateis, os valores de indice de retencdo linear calculados sdo com-
parados com valores encontrados na literatura para colunas de
mesma polaridade.

tr iy —
IRL = 1007 + 100[ RO R ] (Eq. 7.2)
trm+1) —trm)

Determinacao do indice de retencao linear (IRL)

Na pratica, um cromatograma de mistura padrao de n-alca-
nos ¢ utilizado para calcular o IRL de um composto em uma dada
amostra. O padrao desses alcanos ¢ injetado no sistema cromato-
grafico (ex.: GC-MS), operando em condigdes bem estabelecidas,
e seus respectivos tempos de retengdo sdo usados como padrio ex-
terno de referéncia para o calculo do IRL, juntamente com os tem-
pos de retencdo de cada composto de interesse. A determinacao do
IRL pode ser feita como ilustrado na Figura 7.4 ou pelo célculo apli-
cando a Equagdo 7.2.
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Figura 7.4 - Determinacao do indice de retencao linear de compostos sob condicoes de
temperatura programada

n-Alcanos (Analise por programagio de temperatura)
100 x (n+1)
I (soluto),

100x 1 soluto

100 x (n-1) tpnz  Weont fRn BRes Ronet frone

Indice de retengdo linear (IRL)

Tempo de retengdo

tR.s ik tR,n
Tempo de retengdo IRL (soluto) = 100 Tt +n
R,

,ntl

Fonte: Adaptada de Shimadzu Corporation (2007b).

Um exemplo da aplicagdo desse indice na determinagdo do
indice de retencdo do composto alvo (targef) ¢ mostrado no croma-
tograma ilustrado na Figura 7.5 e na Tabela 7.3. Von Miihlen (2009)
estudou a mistura de n-alcanos (adicionada a amostra) por croma-
tografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (GC-FID). O
pico do composto de interesse esta assinalado como A.

Tabela 7.3 - Tempos de retencao dos alcanos da regiao de interesse no cromatograma da
Figura 7.5

Composto Tempo de retencio (t.), (min)
Cl6 15,42
C17 18,92
CI18 22,83
A 16,75

Fonte: Adaptada de Von Muihlen (2009).
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Figura 7.5 - Cromatograma de uma amostra contendo o composto A, fortificada com uma
série homologa de n-alcanos

c19 C20 Cc22
Cc18

C14
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C21

1113 1090 O S O O O
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—

Ll
Tempo de retengédo (min)
Fonte: Copia autorizada de Von Muthlen (2009).

Considerando que a analise cromatografica foi realizada com
programagdo linear de temperatura, o indice de retengdo linear
(IRL) do composto desconhecido pode ser calculado com base na
Equagdo 7.2, obtendo-se um valor de 1638, como mostrado a seguir:

IRL = 100x16 + 100 | 2272 = 1542} _ | (ag
= 100x16+ 1892 — 15.42|

O IRL calculado ¢, entao, comparado com os indices de reten-
cao tabelados. De acordo com Von Miihlen (2009), o valor de IRL 1638
indicou que o composto desconhecido eluiu entre os n-alcanos C16 e
C17, mais proximo do C16 do que do C17, em uma escala de 0 a 99.
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Identificacao usando indice de retencao linear (IRL)

O uso de IRL aumenta a certeza da pesquisa de banco de da-
dos e também promove o ajustamento do método quando ocorre a
troca do comprimento da coluna cromatografica. Como ja mencio-
nado, para usar o IRL, ¢ necessario desenvolver analises cromato-
graficas de n-alcanos e relacionar o indice de retengdo linear com
o tempo de retengdo (t). Usando essa relagdo, o IRL do composto
alvo ¢ registrado. Empregando a troca de uma coluna longa por uma
curta, como ilustrado na Figura 7.6, pode-se encontrar o pico alvo
com o tempo de retencao esperado na coluna curta.

Figura 7.6 - Identificacao de compostos pelo indice de retencao linear usando coluna longa
(a) e coluna curta (b)

17 \ C18 A C19
(a) ’
n-Alcano / \
composto alvo [ i
] 1 =
1700 1735 1800 1900 Indice de retencio
(b) c17 cis C19

erateamo | | | {1\

composto alvo Jil]

1700 1735 1800 1900 Indice de retencio

| | | | 1
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Tempo de retengfio (min)
Fonte: Adaptada de Shimadzu Corporation (2007¢).

Uma discussao mais aprofundada sobre a aplicagdo e calculo
do indice de Kovats e dos indices de retengdo com programacao li-
near de temperatura para cromatografia de gas pode ser encontrado
nos trabalhos de Castelo (1999), Harangi (2003), Gorgényi, Dewulf
e Van Langenhove (2006) e Girard (1996).
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Identificacao de compostos usando métodos analiticos auxiliares

Detectores mais seletivos podem ser utilizados visando a
auxiliar na identificagdo de determinados compostos. Mais infor-
magoes podem ser consultadas no capitulo sobre os detectores
e suas aplica¢des. Outra alternativa interessante na identificagao
de compostos ¢ a utilizacdo de dois detectores distintos em pa-
ralelo. Os detectores selecionados devem ter grandes diferencas
de sensibilidade para diferentes classes de compostos (MCNAIR;
MILLER, 2009). Os detectores nao destrutivos podem ser utiliza-
dos de duas formas distintas, tais como sdo apresentadas a seguir
(LANCAS, 2009):

* Acoplamento em linha (on-fine): Conectando o instru-
mento adequado (EM, UV-Vis, RMN etc.) diretamente

a saida do cromatografo e analisando os picos a medida
que forem eluidos. Desse modo, a amostra ¢ analisada logo
apos a elui¢do cromatografica, proporcionando, assim, um
menor tempo de analise.

+ Fora de linha (off-line): Aprisionando os compostos eluidos
em recipientes apropriados e, posteriormente, analisando-
-o0s no instrumento adequado (MCNAIR; MILLER, 2009).
Tal método implica consumo de tempo para aprisionar a
amostra, prepara-la de forma adequada para o outro ins-
trumento e depois efetuar a analise propriamente dita. Essa
etapa adicional ¢ altamente suscetivel a introdu¢@o de erros
e contaminagdes no processo, 0 que ndo ocorre no sistema
em linha. Este ultimo, normalmente, apresenta um custo
mais elevado, requerendo, muitas vezes, uma interface
para se acoplar o cromatografo ao sistema auxiliar em li-
nha. Todavia, ¢ importante salientar que, no uso da croma-
tografia gasosa capilar, somente uma diminuta quantidade
de amostra ¢ introduzida no injetor (microlitros), e grande
parte dos detectores usados em cromatografia gasosa sao
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destrutivos, com algumas excecdes, como o detector de
condutividade térmica.

Analise quantitativa

Posteriormente a analise qualitativa, na qual s3o identificados
os analitos de interesse, normalmente, ¢ realizada a analise quan-
titativa, visando a mensurar a quantidade do analito presente em
uma dada amostra.

Um requisito basico para a quantificacdo de forma confiavel ¢
o desenvolvimento e a validacdo de um método analitico, incluindo
os procedimentos de amostragem, preparo da amostra e analise dos
analitos de interesse. Nesse contexto, no que diz respeito ao método
cromatografico, alguns parametros necessitam de otimizacao, como
o modo de injecao, a sele¢do da coluna, a programacao de tempera-
tura e o método de deteccdo. Dessa maneira, serdo obtidos picos
simétricos o suficiente para a quantificacdo adequada dos analitos
(DETTMER-WILDE; ENGEWALD, 2014).

A fim de quantificar um analito, a relagdo entre a extensao
do sinal analitico oriundo do detector ¢ da concentracdo ou massa
do analito deve ser estabelecida. Geralmente, tal relagdo ¢ obtida
pela analise de padrdes analiticos com concentragdes conhecidas.
Na analise cromatografica, o aumento do sinal proveniente do detec-
tor, na maioria dos casos, de forma linear, implica um aumento na
quantidade do analito. Sendo assim, essa correlacdo ¢ a base para a
analise quantitativa (DETTMER-WILDE; ENGEWALD, 2014).

Usualmente, uma andlise quantitativa em cromatografia ¢
baseada na comparacao da resposta do detector (area ou altura do
pico) com a massa injetada do composto padrdo (com concentracao
conhecida). Desse modo, ¢ verificada a relagdo de proporcionalidade
dessa correlagdo. Sabendo que o tamanho de um pico cromatogra-
fico € proporcional a quantidade de um dado analito em uma dada
amostra, tem-se a necessidade de determinag@o do tamanho do pico
cromatografico, objetivando quantificar o analito.
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Dois conceitos basicos podem ser utilizados para medir o
tamanho do pico. O primeiro ¢ simplesmente a medida da altura do
pico, e o segundo envolve a medi¢ao da area do pico. Cada técnica,
quando usada corretamente, ¢ um meio aceitavel para a quantificagao
(GROB; BARRY, 2004). Assim, a integracdo da resposta do detector
pode ser concebida medindo-se a altura do pico, a area do pico (area
do triangulo), o peso do papel, a integragao eletromecanica (desuso)
e os integradores eletronicos (computador). A Figura 7.7 ilustra os
procedimentos de integragdo de picos por meio da altura e da area
do pico cromatografico.

Figura 7.7 - Procedimentos de integracao da altura e da area do pico

o Altura Area
do pico do pico

Fonte: Elaborada pelos autores.
Técnicas de integracao de pico

A integragdo de um pico cromatografico tem como objetivo
relacionar o tamanho do pico com a quantidade de analito presente
em uma dada amostra. A seguir, serdo dados mais detalhes dos dois
tipos mais comuns de integracao.
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Medida da altura do pico

A medida da altura do pico (h) ¢ determinada pela distancia
entre o valor maximo do pico e a linha da base. Esse procedimento ¢
concebido por intermédio de aproximacdes, em que ¢ tragada a me-
lhor linha de base possivel entre o inicio e o fim do pico ¢ mede-se
a altura dessa linha de base até o maximo do pico cromatografico,
tal como ilustrado na Figura 7.7. A medida da altura do pico ¢ um
procedimento simples e rapido quando comparado a medida da area
do pico, sendo preferida por muitos cromatografistas. Contudo, esse
procedimento ndo ¢ recomendado para picos mal resolvidos e/ou
muito pequenos (LANCAS, 2009).

Os detectores utilizados em cromatografia gasosa fornecem
respostas que podem ser associadas a altura do pico, a qual ¢ usu-
almente proporcional a massa do soluto injetada ou a sua concen-
tragdo. Por outro lado, a altura do pico ¢ inversamente proporcional
a largura do pico, portanto, os parametros que afetam a largura do
pico devem ser mantidos constantes. Fenomenos de alargamento da
banda cromatografica devem ser fortemente considerados e minimi-
zados quando se utiliza a altura do pico como o principal parametro
na analise quantitativa.

Diversos parametros cromatograficos podem promover al-
teracdes na largura e, consequentemente, na altura do pico, tais
como (DYSON, 1998; GROB; BARRY, 2004; DETTMER-WILDE;
ENGEWALD, 2014):

» Temperatura da coluna: alteragdes na temperatura da co-
luna podem afetar a largura e, consequentemente, a altura
do pico. Esse parametro ¢ importante quando se trabalha
sob condigdes isotérmicas. A vista disso, caso ocorra va-
riagdo da temperatura da coluna em 1°C, o tempo de reten-
¢do (t,) podera ser alterado em até 3%.

* Fluxo do géas: a variagdo da taxa de fluxo do gas em 1%
também pode promover alteracdes no tempo de retengao
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do composto. Sob condi¢des isotérmicas, a largura e a al-
tura do pico também sdo alteradas em 1%.

» Temperatura do detector: a temperatura do detector deve
ser mantida constante, para que assim sejam obtidas anali-
ses reprodutiveis.

* Injecdo da amostra: os parametros de velocidade e modo de
injecdo (splitless e split) influenciam no tempo necessario
para transferir os analitos para a coluna cromatografica, de
modo que processos de transferéncia de massa mais lentos
causam alargamento do pico cromatografico, e, consequen-
temente, t€ém-se alteracdes na altura do pico.

» Sobrecarga de amostra na coluna: a injecdo de grandes
quantidades de amostra pode exceder a capacidade da co-
luna, especialmente no caso de as colunas serem capilares
(estreitas com filmes finos) e se a solubilidade dos analitos
na fase estacionaria for baixa (por exemplo, analitos muito
polares, fases estacionarias pouco polares e vice-versa).
Isso resulta em picos mais largos. Assim sendo, a altura do
pico ndo € proporcional a quantidade de analito.

Medida da area do pico

A area do pico ¢ determinada pela integragdo da altura com
o tempo de retencdo (ou volume de retencao) e reflete a massa total
do composto eluido. Na integracdo da area do pico, € preciso le-
var em conta os efeitos de assimetria e de calda dos picos para ndo
comprometer a relagdo de proporcionalidade entre area do pico e
massa do soluto.

A area do pico cromatografico que representa o composto
de interesse pode ser calculada mediante o uso das Equagdes 7.3
ou 7.4. Os parametros necessarios para o calculo sdo extraidos do
proprio pico. A Figura 7.8 ilustra o método para calculo dos parame-
tros cromatograficos necessarios para a determinacdo manual da
area de um pico.
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hW,
A= 7” (Eq. 7.3)
A= (h Wl/Z) (Eq. 7.4)
Em que:

A = area do pico;

h = altura do pico;

W, = largura da base;

W, , = largura do pico na meia altura.

Figura 7.8 - Cromatograma ilustrando o método de determinacao dos parametros altura
do pico (h), meia altura (h/2), largura do pico na base (W,) e largura do pico na meia
altura (W, ), necessarios para o calculo da area de um pico cromatografico

h/2

Fonte: Elaborada pelos autores.

Por outro lado, na técnica de integragdo eletronica da area
do pico usando métodos computacionais, em muitos casos, nao sao
considerados os efeitos de assimetria dos picos, desse modo, ¢ reco-
mendada a integragdo manual para os casos criticos. Isso permite
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um calculo mais real e preciso da area do pico. Contudo, a técnica
de integragdo eletronica apresenta as vantagens de ser mais pratica,
rapida e precisa. As Figura 7.9a e 7.9b ilustram casos reais sem e
com a necessidade da integragdo manual.

Figura 7.9 - Integracao eletronica da area de picos cromatograficos: (a) correta e (b) incorreta

(2) ®)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Métodos de quantificagao

Uma vez que conhecemos as técnicas de medicao da area e
da altura do pico cromatografico, o préximo passo € relacionar o
tamanho do pico com a quantidade de analito presente em uma dada
amostra. A base da quantificacdo ¢ quase sempre uma comparacgao
da éarea do pico referente ao analito com a area do pico referente ao
padrdo analitico em uma quantidade conhecida.

Entre os métodos de quantificagdo mais utilizados em croma-
tografia, temos o de normalizagado, padrdo externo, superposicao de
matriz, adi¢do de padrdo e padrado interno, sendo que este ultimo ¢é
0 unico que corrige a variacao do sinal resposta, visto que relaciona
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a resposta do analito com a resposta do padrao interno (a ser discu-
tido posteriormente com mais detalhes).

De modo geral, o método de quantificagao selecionado deve
fornecer a melhor exatidao possivel e um alto nivel de precisao.
Deve ainda atingir esses objetivos em um menor tempo de anélise
possivel, com um minimo de envolvimento do operador, além de
utilizar pouca quantidade de amostra. O método de quantificacao
“ideal” dependera da amostra especifica, do numero de amostras, da
complexidade da matriz, da possibilidade de automacao e da dispo-
nibilidade de padrdes (RIBANI et al., 2004).

Meétodo de normalizacao

O método de normalizag@o consiste em comparar a area obtida
no cromatograma com a porcentagem de composi¢do da mistura. Esse
método semiquantitativo quase sempre nao utiliza um padrdo croma-
tografico e requer que todos os compostos de interesse presentes na
amostra sejam eluidos da coluna e detectados com idéntica resposta
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; MCNAIR; MILLER, 2009).

Na analise quantitativa por normalizagdo, ¢ realizado o cal-
culo da porcentagem relativa de cada composto (A, A, A, ... A)
presente na amostra, com base na area total (A, + A, + A, + ..+ A ),
de acordo com a Equagao 7.5.

0 — Areay,

Ay = [Area total (A1+A2+A3+“‘+An)] .100 (Eq. 7.5)
Em que:
%A, = porcentagem de qualquer componente especifico da
amostra;

A, A, A eA = dreas dos picos dos solutos presentes na
amostra.
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Caso seja a altura do pico o parametro quantitativo, a porcen-
tagem ¢ calculada mediante a Equacdo 7.6:

Alturay,
Altura total dos picos (hi+hy+h3z+--+hy)

%ohy = | 100 (Eq. 7.6)

Em que:

%h, = porcentagem de qualquer componente especifico da
amostra;

h, h,,h,eh =alturas dos picos dos solutos presentes na amostra.

Entretanto, ¢ preciso ter em mente que nem sempre, em uma
analise cromatografica, todos os compostos presentes na amostra
sao totalmente eluidos. Além disso, raramente, o detector apresenta
a mesma resposta para todos os compostos. Na pratica, isso se tra-
duz na obtencao usual de um cromatograma com diversos picos com
areas (ou alturas) diferentes, ou seja, dificilmente, o detector apre-
senta a mesma sensibilidade para todos os componentes presentes
em uma dada amostra. Portanto, em uma analise real, por exemplo,
de uma mistura aquosa equimolar de alcoois, metanol, etanol, pro-
panol e butanol, por cromatografia gasosa, com o detector de ioni-
zac¢do de chama, como observamos na Figura 7.10, os picos apresen-
tam, relativamente, arcas e alturas diferentes.

Nesse contexto, o calculo da composicao centesimal da amos-
tra, usando a Equacdo 7.5, fornece valores percentuais diferentes
para os alcoois metanol, etanol, propanol e butanol presentes na mis-
tura equimolar, e isso constitui um sério erro quantitativo. Como ja
foi mencionado anteriormente, o cromatograma da mistura equimo-
lar dos alcoois (Figura 7.10) ilustra que a altura dos picos ¢ diferente
para cada composto, ¢ isso reflete diretamente no calculo da area
dos picos, sobretudo na composi¢ao final da mistura. Por outro lado,
esses resultados refletem muito bem a limitagdo do método de nor-
malizagdo, uma vez que era esperada uma resposta percentual igual
para cada componente presente na solugdo equimolar. Consequen-
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temente, sabendo que essa situacdo ¢ muito comum, ou seja, a res-
posta de um dado detector ¢ geralmente diferente para cada soluto,
entdo, a corre¢ao da area dos picos por fator de correcao € necessaria
para expressar a composicao centesimal verdadeira da amostra.

Figura 7.10 - Cromatograma de solu¢éo aquosa equimolar de alcoois (30mgL™") obtido com de-
tector de ionizag@o de chama (DIC). Identificacdo dos picos: (1) metanol, (2) etanol, (3) propanol
e (4) butanol. Condigdes cromatograficas: temperatura da coluna 35°C, temperatura do injetor
200°C, temperatura do detector 250°C, fluxo do gés de arraste (H,) = Imlmin™. Coluna polidi-
metilsiloxano (DB-5) 30m x 0,25mm D.I x 0,25um)

1,0

Sinal analitico

0,5

Tempo (min)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Normalizacao com fator de resposta

A limitacdo do método de normalizacao tradicional pode ser
minimizada aplicando-se um parametro denominado fator de res-
posta (F), o qual ¢ usado para corrigir a variagdo da area do pico (ou
altura) de interesse. O fator de resposta leva em conta a relacdo entre
o valor da area do pico do composto padrao e a sua respectiva massa
ou concentragdo, que ¢ proporcional a porcentagem em massa. A
correcdo da area do pico pelo fator de resposta (F) ¢ obtida prepa-
rando-se ¢ analisando-se uma solu¢ao de concentra¢dao conhecida do
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composto padrao de interesse. Posteriormente, calcula-se o fator de
resposta de acordo com a Equacgdo 7.7.

F=% (Eq. 7.7)

Em que:

F = fator de resposta (de acordo com as unidades que C apre-
senta, os fatores obtidos apresentam a resposta do detector em
termos das unidades mol/area ou mg/area etc.);

C = concentragdo ou massa do padrao;

A = area do pico do composto padrao.

Na pratica, quando se efetua uma analise cromatografica de
amostras desconhecidas, as areas dos picos de interesse do croma-
tograma sdo corrigidas multiplicando-as pelos respectivos fatores
de respostas de cada soluto, de acordo com a Equacgao 7.8. Para uma
melhor compreensdo, considere uma analise cromatografica repre-
sentada pela mistura dos solutos A, B e C, os quais apresentam,
respectivamente, fatores de corre¢do F, F, e F. A composigdo cen-
tesimal da amostra pode ser calculada usando a Equacao 7.5, como
mostrado no exemplo do calculo de %A.

AF,
AD = o rary s | 1 (Eq. 7.8)

Em que:
AF,, BF, e CF, = areas corrigidas.

A porcentagem em massa (ou concentragdo) de cada composto
¢ obtida de acordo com a equacdo geral (Equagdo 7.9). Entretanto,
esse método também assume que todos os picos sao eluidos da co-
luna, logo, temos (LANCAS, 2009):
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AF, + BF, + CF, = 100% (Eq. 7.9)

O cromatograma da mistura equimolar dos alcoois, mos-
trado na Figura 7.10, também sera utilizado para ilustrar os cél-
culos envolvendo a aplicacdo do fator de resposta na normaliza-
¢do da area, de acordo com os dados apresentados na Tabela 7.4,
os quais foram obtidos de solugdes de concentragdes conhecidas
(30mgL") de metanol, etanol, propanol e butanol.

ApoOs anadlise cromatografica (das solugdes dos alcoois), os
fatores de resposta para cada soluto foram calculados usando a
razao: concentracdo do padrdo/area do pico do padrao (Equagao
7.8). Na Tabela 7.4, sdo apresentados os dados experimentais,
com os parametros calculados por normalizagdo e normalizagao
de area corrigida para a mistura equimolar de alcoois, e pode ser
notado que os solutos apresentaram diferentes fatores de resposta.

Tabela 7.4 - Dados experimentais com os parametros calculados por normalizacao e nor-
malizacdo de area corrigida para a mistura equimolar de alcoois

Area Area Fator de Area Area normalizada
Analitos (mgL) do pico normalizada resposta corrigida com corre¢io
8 (em?) (%) (ClArea)  (Ac) (%)
Metanol 30 577 13,94 0,0519 4,898 (4’898/71 9,928) x100
=24,58
Etanol 30 842 20,34 0,0356 4,987 (4,987/19,928) =
25,02
Propanol 30 1199 28,97 0,0250 5,006 (5’006/:1 9259212) x 100
Butanol 30 1521 36,75 0,0197 5,037 (3,037/19,928) x 100
=2528
Total - 4139 100 - 19,928 100

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Também pode ser observado que, sem o uso do fator de res-
posta, obtém-se a composicao centesimal (100%) composta de mas-
sas diferentes de cada soluto, sendo o butanol majoritario (36,75%).
Por outro lado, quando se aplica o fator de resposta na determinagado
da composi¢ao centesimal, a contribuicdo da massa de cada soluto ¢
equivalente a 25%, como era esperado para mistura equimolar con-
tendo quatro solutos. No entanto, esse método também assume que
todos os picos foram eluidos da coluna, logo, temos a Equacao 7.10:

A+B+C=100% (Eq. 7.10)

Método do padrao externo

E um método simples e rapido, de aplicagdo universal (mui-
tas vezes, erroneamente), que pode ser usado em diversas técni-
cas instrumentais. Esse método consiste em uma analise compa-
rativa da resposta do analito na solu¢do amostra com as respostas
do padrao do analito. O procedimento analitico requer o preparo
de solugdes do padrao do analito em concentragdes conhecidas e
crescentes, com posterior analise cromatografica de cada uma das
solucdes do padrao.

Uma solugdo do padrao externo ¢ preparada separadamente
da amostra e ¢ utilizada para calibrar os instrumentos utilizados.
A calibracao ¢ realizada obtendo-se o sinal de resposta como uma
funcdo da concentracdo conhecida do analito. Uma curva de cali-
bracdo ¢ construida com os dados colocados em forma de grafico
ou ajustados por meio de uma equacdo matematica adequada, do
tipo da Equacdo 7.11, obtida pelo método dos minimos quadrados
(SKOOG et al., 2013).

Sendo assim, de posse dos dados cromatograficos (areas ou
altura dos picos), constroi-se uma curva analitica (de calibragdo)
plotando-se as areas obtidas dos picos versus as concentragdes do
padrdo analitico. Desse modo, calcula-se a concentragdo do analito
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na amostra utilizando-se o proprio grafico ou a equacdo linear da
reta (do tipo da Equagdo 7.11) que representa a curva analitica, como
pode ser observado na Figura 7.11. Convém salientar que esse mé-
todo de quantificacdo requer o uso de reagentes padrdo extrema-
mente puros € o conhecimento exato das concentragdes das solu-
¢oes, bem como dos volumes injetados no sistema cromatografico e,
por isso, ndo pode ser universalmente empregado.

y=ax+Db (Eq. 7.11)

Em que:

y = sinal analitico (4rea do pico);
a = coeficiente angular da reta;
X = concentragdo do analito;

b = coeficiente linear da reta.

Figura 7.11 - Tipica curva analitica obtida por regressao linear usando o método do padrao
externo
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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A seguir, tem-se um exemplo da aplicacdo do método de pa-
drdo externo para a quantificagdo de um agrotoxico. Considerando
que um analista tem o objetivo de determinar o agrotoxico triflo-
xistrobina em uma amostra de goiaba, utilizando um cromatografo
gasoso; apos realizada a analise qualitativa, confirma-se a presenca
do agrotoxico na amostra de goiaba. O proéximo passo, entdo, ¢ a
analise quantitativa.

Visando a executar a analise quantitativa, inicialmente, o ana-
lista tem que preparar uma solug¢do padrao concentrada contendo
o referido agrotoxico. Essa solugdo concentrada ¢ denominada de
solucdo estoque (supondo que o analista utilizou uma mistura de
solventes ciclohexano/acetato de etila 1:1, v/v). A partir da solu-
cdo estoque concentrada, por meio de dilui¢cdes, sdo preparadas as
solugdes padrao que serdo utilizadas para construir a curva anali-
tica, denominadas de solucoes de trabalho.

O preparo das solugoes de trabalho por diluicdo pode ser
feito de dois modos distintos. No primeiro, as solu¢des de trabalho
podem partir de uma Unica solugdo estoque, a partir da qual ¢ pre-
parado o padrdo de maior concentragdo que compde a curva ana-
litica e, por meio de sucessivas diluigdes das solugdes de trabalho,
sdo preparados os demais padrdes; no segundo, todas as solugdes
de trabalho que compdem a curva analitica sdo preparadas por
diluicdes, partindo sempre da solucao estoque (Figura 7.12). Este
ultimo modo ¢ o mais recomendado, mas, dependendo da faixa
de concentracao, dilui¢des diretamente da solucdo estoque podem
envolver medi¢des de volumes tdo pequenos que o erro se torna
grande (RIBANI el al., 2004).
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Figura 7.12 - Procedimento de preparo das solugbes de trabalho por meio de diluicoes a
partir de aliquotas da solugao estoque
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Outro modo de preparar as solugdes de trabalho seria pela medida
da massa do padrao, de forma individual para cada concentragdo que
compde a curva analitica, em vez da utilizagdo de diluicdes sucessivas
de uma solugdo mais concentrada. Esta ¢ a maneira ideal de preparar as
solugodes de trabalho, uma vez que a preparacgao individual mostra o erro
verdadeiro na preparagdo de todas as solugdes padrao e ndo erros de di-
luic@o. Entretanto, esse método torna-se inviavel quando se trabalha com
analise de tragos, pois a quantidade de padrao a ser pesada ¢é tao pequena
que a sensibilidade da balanga semimicroanalitica ndo permite tais pesa-
gens, devido aos erros associados (RIBANI el al., 2004).

Retomando o exemplo da quantificacdo do agrotoxico triflo-
xistrobina em uma amostra de goiaba, uma vez preparadas as solu-
¢oes de trabalho em diferentes niveis de concentragao (0,01; 0,03;
0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50 ¢ 0,70ugL™"), no caso do exemplo, em
oito niveis de concentragdo, essas solugdes analiticas sdo injetadas
no sistema cromatografico, e, a partir dos picos cromatograficos ge-
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rados pela injecdo das solugdes de trabalho, ¢ calculada a area do
pico cromatografico. Posteriormente, ¢ construido um grafico que
relaciona a area com a quantidade do padrdo analitico, como pode
ser visto na Figura 7.13.

Figura 7.13 - Curva de calibracao do agrotoxico trifloxistrobina construida por meio de
padronizagao externa
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Fonte: Elaborada pelos autores.

De modo geral, a partir da curva analitica, ¢ obtida uma equa-
¢do, conforme observado na Equacao 7.1. Sabendo disso, o analista
faz uso de um método de extracdo a fim de extrair o agrotoxico
presente na matriz goiaba. Posteriormente, uma aliquota do extrato ¢
injetada no sistema cromatografico, gerando, assim, um sinal anali-
tico. Em seguida, o analista executa o procedimento da analise qua-
litativa. Ap6s confirmado que o pico apresentado no cromatograma
da amostra ¢ referente ao agrotoxico trifloxistrobina, segue-se a
etapa de analise quantitativa. No exemplo, o analista calcula a area
do pico referente ao agrotdxico na amostra, obtendo uma area média



300 | Estudos da Pos-Graduacao

de 63925,89. Substituindo o valor da 4rea média na Equagdo 7.12,
¢ possivel mensurar a concentracdo do agrotoxico na amostra de
goiaba. Assim sendo, a concentracdo do agrotdxico trifloxistrobina
na amostra de goiaba é de 150,32ugL"!, que corresponde a 0,15mgL".

y = 405,97x + 2899,6 (Eq. 7.12)

E importante ressaltar que esse método de quantificagdo é
sensivel a erros de preparo da amostra, de preparo dos padrdes
analiticos e da injecdo das solucdes padrao e das amostras no sis-
tema cromatografico. Por isso, o método deve ser feito em cada
analise (RIBANI el al., 2004). Além disso, ¢ importante saber
que, em uma analise quantitativa, o método de quantificacdo uti-
lizado deve ter habilidade suficiente para determinar o analito de
interesse sem a interferéncia de outros componentes presentes na
amostra. Os interferentes presentes na amostra podem ocasionar
efeito matriz (competicao de matriz), que, por sua vez, pode pro-
porcionar um incremento ou uma supressao do sinal analitico, in-
terferindo, assim, diretamente na quantificagdo dos analitos pre-
sentes na amostra.

Nesse contexto, 0 método do padrdo externo, apesar de ser
extremamente simples e rapido, requer que a composicao fisico-
-quimica (matriz) da solucdo do padrdo seja a mais proxima pos-
sivel da solugdo amostra. Na pratica, isso ndo ¢ simples, sobre-
tudo quando a composi¢do total da amostra ¢ muito complexa,
0 que torna o pareamento quase impossivel de ser alcangado.
Portanto, se o efeito matriz ndo for corrigido, a analise quan-
titativa por meio do método do padrdo externo fica seriamente
comprometida. Nesse caso, recomenda-se trabalhar com outros
métodos de quantificagdo ou com a superposi¢ao de matriz, que €
detalhada a seguir.
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Método da superposicao de matriz

No método de quantificagdo por superposi¢cao de matriz, o pa-
drdo do analito ¢ adicionado em uma matriz similar a da amostra
(extrato), isenta do analito de interesse. Sendo assim, sdo adiciona-
das diferentes quantidades de padrao de modo a preparar padroes
analiticos em diferentes niveis de concentracdo. Posteriormente, 0s
padrdes analiticos sdo injetados no sistema cromatografico, onde
ocorre a aquisi¢ao dos dados necessarios para a construcao da curva
de calibracdo, sendo, entdo, relacionadas as areas obtidas com as
concentragdes dos padrdes analiticos.

O método de superposi¢do de matriz pode ser utilizado para
calibracdo, tanto com a padroniza¢do interna como com a padroniza-
¢do externa. Esse método ¢ usado para compensar o efeito da matriz
ou de possiveis interferentes e ¢ de suma importancia na quantificagdo
quando a matriz pode interferir na pré-concentracdo, extragdo, sepa-
racdo ou deteccdo da substancia de interesse (RIBANI el al., 2004).

A principal vantagem do método de superposi¢ao de matriz
sobre o método tradicional do padrdo externo reside no fato de que,
do ponto de vista analitico, a superposi¢ao de matriz fornece resul-
tados mais confidveis e representativos, haja vista que, na superpo-
sicdo de matriz, tem-se uma melhor equivaléncia com a composi¢ao
da amostra. Esse fato ¢ de extrema importancia em cromatografia
gasosa, uma vez que diversos compostos sofrem influéncia do efeito
de matriz, promovendo, assim, quantificagdes erroneas, dado que o
efeito de matriz pode causar um incremento ou uma supressao do
sinal analitico. E observado ainda que o efeito de matriz ¢ muito evi-
denciado em amostras complexas, tais como amostras de alimentos.

Por outro lado, o método de superposi¢ao de matriz tem a des-
vantagem de aumentar os custos e o tempo das analises. Além disso,
apesar de se obter uma calibragdo mais confiavel com o método de
superposi¢ao da matriz, ele ¢ somente uma forma para compensar
possiveis efeitos causados por interferentes presentes na matriz da
amostra. Outra desvantagem relevante ¢ que, devido as agdes clima-
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ticas e antropicas, a composicao de matrizes pode ser variavel. Por
exemplo, a composi¢do de uma fruta produzida no sul do Brasil ¢
diferente da composi¢do de uma fruta produzida no nordeste do Bra-
sil. Assim, ndo € possivel assumir que diversos tipos de matrizes de
goiaba proporcionem a mesma intensidade de efeito matriz. Outra
desvantagem reside no fato de que nem sempre ha disponibilidade
de amostras isentas do analito de interesse. Desse modo, o método
de superposicao de matriz se torna inviavel.

Retomando o exemplo dado no tépico de método do padrao
externo, em que um analista tem o objetivo de quantificar o agroto-
xico trifloxistrobina em uma amostra de goiaba. Suponhamos que
o analista decide construir uma curva de calibra¢do utilizando o
método de superposi¢do de padrdo, objetivando, assim, avaliar as
possiveis diferengas na quantificagdo pelos dois métodos de quanti-
ficacdo (padrao externo e superposi¢ao de matriz). Como foi visto,
para construir uma curva de calibragcdo por superposi¢do de ma-
triz, € necessaria uma matriz isenta do analito de interesse. Em face
disso, o analista adquire uma matriz de goiaba orgénica, ou seja,
cujas plantagdes nao fazem uso de agrotoxicos. Visando a obter um
extrato para preparar as solugdes analiticas que compdem a curva de
calibragdo por superposicao de padrao, o analista faz uso de um mé-
todo de extragdo. Obtido o extrato da matriz goiaba (extrato isento
de agrotoxicos), ele prossegue com o preparo das solugdes analiticas.

O preparo das solugdes padrao que compdem a curva analitica
por superposi¢do de matriz ¢ similar ao da padronizacao externa, dife-
renciando apenas em um detalhe: no caso da superposicao de matriz,
sdo retiradas aliquotas da solugdo estoque, que sdo adicionadas aos ba-
16es volumétricos, os quais sao aferidos com o extrato da matriz isenta
de agrotoxicos. Posteriormente, as solugcdes padrdo sdo injetadas no
sistema cromatografico, ¢ é concebida a curva analitica tal como ob-
servada na Figura 7.14. Da curva analitica foi extraida a Equacao 7.13,
que a representa.

y = 1039,7x — 26594 (Eq. 7.13)
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Figura 7.14 - Curva de calibracao do agrotoxico trifloxistrobina, construida por meio de
superposicao de matriz

00

5!

Kea Concentrjlcao
(ng LY TS
700000,00 [
y =1039,7x - 26594
7586,51 10 R = 0,9969
600000,00
22350,72 30
500000,00 [
26308,30 50 a
£ 400000,00
62726,57 100 ==

300000,00 |-
170399,49 200
200000,00 |
248930,15 300
100000,00 -

492810,95 500

0,00 * - . .
721149,62 700 0 200 400 600 800
Concentragio (ug L)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Como foi mencionado no tépico de método do padrao externo,
o analista faz uso de um método de extragdo para extrair o agro-
toxico presente na matriz goiaba. Posteriormente, uma aliquota do
extrato ¢ injetada no cromatédgrafo, gerando, assim, um pico cro-
matografico referente ao agrotoxico trifloxistrobina, com uma area
média de 63925,89. Substituindo o valor da drea média na Equagdo
7.13, ¢ possivel mensurar a concentracao do agrotdxico na amostra
de goiaba pelo método da superposicao de matriz. Sendo assim, a
concentragdo do agrotoxico trifloxistrobina na amostra de goiaba ¢é
87,06ugL!, que corresponde a 0,09mgL".

E possivel observar uma diferenca significativa entre os valo-
res de concentracdo encontrados pelos dois métodos de quantifica-
¢do. Dessa forma, quando calculamos a porcentagem do efeito ma-
triz (calculo concebido mediante uso da Equagao 7.14), podemos ver
que a sua intensidade ¢ algo em torno de 156%. Essa diferenga dos
coeficientes angulares pode ser observada graficamente plotando-se
as duas curvas, tal como apresentado na Figura 7.15.
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Esse valor acentuado de efeito matriz indica que nao ¢ re-
comendado quantificar o analito pelo método da padronizacao
externa, uma vez que o valor de efeito matriz se apresenta bem
superior a 10%. Além disso, o valor positivo pode ser interpretado
da seguinte forma: caso o analista execute a quantifica¢do pelo
método da padronizagdo externa, sera concebido um incremento
no real valor da quantidade do agrotoxico presente na amostra,
logo, teremos uma quantificacdo equivocada. Assim sendo, pode-
mos concluir que, nos casos em que o efeito matriz se pronunciar
de forma intensa, ndo ¢ aconselhavel quantificar o analito pelo mé-
todo do padrao externo.

. . X1 — X
Efeito matriz (%) = (X—2> .100 (Eq. 7.14)
Em que:
X, = coeficiente angular da curva obtida pela superpo-
sicao de padrao;
X, = coeficiente angular da curva obtida pela padro-

nizagdo externa.
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Figura 7.15 - Comparativo das curvas de calibragao do agrotoxico trifloxistrobina, construi-
das pelos métodos do padrao externo e da superposicao de matriz
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Método do padrao interno

Algumas das técnicas instrumentais de analise ndo geram re-
sultados reprodutiveis, em particular a cromatografia gasosa. Nesta
técnica, € quase impossivel introduzir a mesma quantidade de massa
do analito no sistema cromatografico injetor/coluna (em analise com
replicatas), e isso gera uma variag@o do sinal analitico medido (res-
posta do detector). A variagdo da resposta do detector se reflete na
falta de reprodutibilidade acentuada na andlise quantitativa do ana-
lito. Entdo, a fim de contornar esse inconveniente, o0 método do pa-
drdo interno ¢ o mais empregado. Esse método consiste em adicio-
nar uma quantidade conhecida de uma substancia, chamada padrao
interno, na amostra a ser analisada ¢ relacionar as areas obtidas do
pico de interesse com a do padro interno. Idealmente, a substan-
cia usada como padrdo interno deve ser similar a substancia a ser
quantificada e apresentar tempo de retengdo proximo ao do analito
de interesse. Na escolha do padrao interno, alguns fatores devem ser
levados em conta, tais como:
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O padrao interno ndo deve fazer parte da composi¢ao qui-
mica da amostra.

Deve ser eluido em um tempo de retengao diferente dos ou-
tros constituintes da amostra. Porém, deve ser eluido pro-
ximo ao pico de interesse e ser bem resolvido em relagao
a0s outros picos.

Nao deve reagir quimicamente com a amostra nem interfe-
rir de maneira nenhuma na amostra.

Deve ser inerte quimicamente com o solvente e/ou gas de
arraste que esta sendo utilizado na analise.

Deve ser disponivel em alto grau de pureza.

A principal vantagem oferecida pelo método do padrdo in-

terno sobre os outros métodos de quantificagdo ¢é a sua capacidade
de prover resultados com maior exatidao e precisao (MONTORO,
1989). Na pratica, esse método corrige erros ocorridos durante as
analises, como variacdes no volume da amostra a ser injetada, va-
riagdes na temperatura da coluna e da amostra etc.

Matematicamente, o método do padrao interno obedece a uma

relacdo linear dada pela Equagao 7.15.

y = mKC (Eq. 7.15)

Em que:

y = sinal analitico (area do pico);

m = termo constante relativo a resposta do detector;
K = parametro variavel;

C = concentracao do analito.

Considerando a analise de um dado composto de interesse (A)

e do padrao interno (PI), temos as Equagoes 7.16 e 7.17.
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Ya = myKyCy (Eq. 7.16)

ypr = Mmp;KpCpy (Eq. 7.17)

Desde que as analises sejam realizadas na mesma solugdo
amostra, entdo, podemos considerar que K, = K. Logo, a equagio
geral torna-se igual a Equagdo 7.18.

Ya _ Cama (Eq. 7.18)

ypr  Cpympj

A razao mymp; ¢ denominada de fator de resposta (F).
Posto que my e mp; sejam constantes para uma dada condicdo ex-
perimental, entdo, o fator de resposta (F) também é constante. A
equacdo fundamental do método do padrdo interno ¢ apresentada
na Equagdo 7.19.

Ya _fp(ta

YPI F (Cp[) (Eq. 7.19)
Sendo,

F=ct (Eq. 7.20)

Cpr

A seguir, temos um exemplo genérico da aplicacdo do método de
padrdo interno: considerando um analista que tem a pretensao de quan-
tificar o acido ascorbico e a sacarina em uma amostra de refrigerante,
utilizando a cafeina como padrao interno (PI) (MONTORO, 1989). De
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posse de 100ml de uma solug@o padrao contendo os analitos (acido as-
corbico e sacarina) na concentragdo de 100mgL™!, sdo adicionados a
essa solugdo 10ml do PI na concentragdo de 200mgL-!. Com isso, deve-
mos atentar para o fato de que, com a adi¢@o do PI, temos uma pequena
diluicao dos padrdes do analito e do proprio padrdo interno, de modo
que as concentragoes dos padroes do analito e do PI passam a ser res-
pectivamente de 90,91 ¢ 18,18mgL"". Na Figura 7.16, temos a ilustragao
do cromatograma referente a analise cromatografica dos padroes e do PI
com os respectivos valores das areas dos picos cromatograficos.
Posteriormente a analise e a obtengdo do cromatograma com as
respectivas areas dos picos da mistura dos padrdes analiticos com o pa-
drdo interno, prossegue-se com a analise da amostra de refrigerante. Para
a analise da amostra, parte-se de 100ml de amostra e adiciona-se 10ml
de PI na concentragdo de 200mgL'. Na Figura 7.17, podemos observar o
cromatograma referente a andlise da amostra, onde se encontram os picos
cromatograficos dos padrdes analiticos e do PI com as respectivas areas.

Figura 7.16 - Cromatograma da mistura dos padroes dos analitos com o padrao interno, com
as suas respectivas areas

Cafeina (PI)
Acido Ap=d00
ascorbico
Sacarina A =300
A =250

Area

Tempo (min)

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 7.17 - Cromatograma da analise da amostra dos analitos com o padrao interno, com
suas respectivas areas

Cafeina (PI)
Acido A=d2d
ascorbico
Sacarina A =250
A=200

r

Area

Tempo (min)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Uma vez que temos as areas dos picos referentes aos padroes
do analito e ao padrao interno e temos ainda as suas areas na analise
da amostra, prosseguimos, entdo, com o procedimento da quantifi-
cacdo. Verificando a Equagdo 7.19, observamos que, inicialmente,
temos que calcular o fator de resposta (£) para os analitos. Para efe-
tuar esse calculo, utilizamos os dados referentes a mistura padrao.
Desse modo, temos:

Para a sacarina,

S =G > = F () > F =012
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Para o acido ascorbico,

C 300 90,91
Yae - p(Z2e) 3= p(22) L F=0,15
Ypi1 Cpr 400 18,18

De posse dos calculos do fator de resposta para os referidos
analitos, da-se sequéncia aos calculos das concentragdes dos anali-
tos na amostra, tomando como base as areas apresentadas na Figura
7.17 e os fatores de respostas previamente calculados. Sendo assim,
novamente por meio da Equacao 7.19, temos:

Para a sacarina,

YSac __ Csac 200 — Csacc — -1
yer F (cp,) 420 0,12 (18,18) = Csac = 72,14mg L

Para o acido ascorbico,

Yae = p (S4) 5 222 = 0,15 (<42 > G, = 72,14 mg L

Ypi1 CPI 42 18,18

E importante atentar para o fato de que, ao adicionar o PI na
amostra, esta sofre uma diluicdo. Logo, sabendo que a 100ml de
amostra foram adicionados 10ml de PI, temos que considerar, para
expressar o resultado final, o fator de diluicdo (110ml/100ml). As-
sim, a concentragdo dos analitos na amostra € igual a 79,35mgL"".

Meétodo do padrao interno multiplo

O método consiste em preparar uma série de solu¢des contendo di-
ferentes concentra¢des do analito padrdo (C,), em que também ¢ adicio-
nada a mesma quantidade conhecida do padrdo interno (CPI). Posterior-
mente, as solu¢des sao injetadas no cromatografo e, com os dados obtidos,
¢ construida uma curva de calibragao, na qual se relaciona a razao de areas
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(area da substancia/area do padrdo interno que tem concentragdo cons-
tante) com a concentragao do analito. A equagdo empregada para multiplos
padrdes € obtida a partir da Equacao 7.20. Considerando a Equacao 7.21, a
Equagao 7.19 pode ser reescrita apresentando-se tal como a Equagao 7.22.

F

—=F (Eq. 7.21)
PI
XA _ e, (Eq. 7.22)
YpI

Plotando-se um grafico relacionando y /y, versus a concen-
tragdo (C,), obtém-se uma linha reta com coeficiente angular (ou
tangente) igual a F". Portanto, a concentra¢do do analito pode ser
determinada por interpolacao, como ilustrado na Figura 7.18.

Figura 7.18 - Tipica curva de calibracao mostrando o procedimento de calculo da concen-
tracao de um dado analito pelo método grafico

1,64

1,4

1,24 1,12 (amostra/ PI)

1,04

0,8

0,6 4

04

Area do padrio / Area do PI

0,24

.
.
‘ 43mgL!
1

1 2 3 4 5 6

Concentragdo (mg L)

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Sabendo que nem sempre ¢ possivel ou viavel (quando se
trabalha com um grande niimero de amostras) plotar um gréfico
de calibragdo e determinar a concentragdo do analito por extrapo-
lagdo, recomenda-se utilizar o método dos minimos quadrados
ordinarios a fim de obter uma equacdo de regressao linear, como
a Equacao 7.12.

Para exemplificar esse procedimento: como ja foi mencionado
anteriormente, para construir uma curva de calibragdao por padro-
nizagdo interna, prepara-se uma série de solugdes onde sdo adicio-
nadas quantidades conhecidas e equivalentes dos padrdes dos ana-
litos e do padrdo interno. Assim sendo, para preparar uma curva
de calibracdo por padronizagdo interna para dois hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), naftaleno e antraceno, foram prepa-
radas solu¢des padrao multirresiduo (solugdo contendo os padroes
dos analitos naftaleno e antraceno e o fluoranteno que foi utilizado
como padrdo interno) em oito niveis de concentragdo, de modo que
em cada nivel haja quantidades equivalentes dos padrdes dos anali-
tos e do padrao interno.

Uma vez que as solugdes padrao foram preparadas, elas sao
injetadas no cromatografo para a aquisi¢ao dos dados necessarios
para a construgao das curvas de calibragdo dos HPAs. Pelo croma-
tograma, sao obtidas as areas dos picos cromatograficos referentes
aos analitos e ao padrdo interno, conforme observado na Tabela
7.5. A curva de calibracdo por padronizacao interna relaciona a
area do analito/area do padrdo interno com as suas concentragdes.
Sabendo disso, calcula-se o fator de resposta (area do analito/area
do padrao interno). Os resultados estdo apresentados na Tabela 7.5.
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Tabela 7.5 - Dados experimentais obtidos dos analitos naftaleno e antraceno, usando
fluoranteno como padrao interno

Area do c ‘ Area do Area do
C Areado  Areado
(ug L) Fluoranteno Naftaleno Antraceno l\jaftaleno / A'ntraceno /
ne (PI) AreadoPI  Areado PI
0,10 894,33 365,33 145,33 0,408498 0,162505
0,50 1108,33 482,33 387 0,435188 0,349173
1,00 1090,33 698,33 344 0,640477 0,3155
5,00 1253,33 2057,67 1172,33 1,641755 0,935372
10,00 991,33 3098 1698 3,125084 1,712845
15,00 1099,33 5299 2934,67 4,820194 2,669497
20,00 1065,33 6835,67 3599,67 6,416458 3,378911
25,00 935,33 8235,67 4286,67 8,805061 4,583036

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tomando como base os dados apresentados na Tabela 7.5,
podemos construir as curvas de calibragdo dos analitos naftaleno
e antraceno (Figura 7.19). Por meio das curvas, s3o extraidas as
equagdes das retas referentes aos analitos, as quais sdo utilizadas
para quantifica-los.
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Figura 7.19 - Curvas de calibracao construidas por padronizacao interna referentes aos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs): (a) naftaleno e (b) antraceno
(a) (b)
10 6

= 0E8Ta+ 0,168 y=0,1702x + 0,1333
R=10,9959 o R=0,9974

Area do naftaleno / Area do PI
Area do antraceno / Area do PI

0 L " 0 . .
0 10 20 30 0 10 20 30

Concentragio (ug L) Concentragio (ng L)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Método da adicao de padrao

Normalmente, o método das adi¢cdes de padrao ¢ utilizado
quando ha dificuldade ou impossibilidade de fazer uma copia da
matriz da amostra. De modo geral, a amostra ¢ dopada com uma
quantidade conhecida de uma solu¢do padrao contendo o analito
(SKOOG et al., 2013). Esse método ¢ usualmente utilizado para eli-
minar o efeito matriz em analise de matrizes complexas, dado que
o sinal analitico pode ser incrementado ou suprimido em fun¢do da
complexidade da matriz da amostra. Consiste em preparar as solu-
coes dos padrdes com a propria solugdo da amostra. O procedimento
envolve as etapas de:

- Preparacdo da amostra contendo o analito de interesse e me-
dida do sinal analitico de interesse (area do pico, absorbancia, poten-
cial, corrente elétrica etc.).

- Adigao dos padrdes a amostra preparada (concentracao e vo-
lume conhecidos) e analise do sinal analitico (curva de calibragao).
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No método das adi¢des de padrao de um unico ponto, duas
por¢des da amostra sdo tomadas. Uma por¢do ¢ medida como de
costume, contudo uma quantidade conhecida da solucao padrao ¢
adicionada a segunda por¢do. As respostas para as duas porgdes
sdo, entdo, empregadas para calcular a concentragdo desconhecida,
assumindo-se uma relagdo linear entre a resposta ¢ a concentra-
¢do do analito.

O método de adiciao de padrao deve usado somente quando
existe uma relagdo linear entre a resposta do detector (y) e a concen-
tragdo do analito (C), de acordo com a Equagao 7.23.

y = k[A] (Eq. 7.23)

Considerando uma solug¢@o amostra, na qual se pretende deter-
minar a concentragdo de um dado analito ([A]), temos que a analise
cromatografica dessa solugdo fornece um sinal analitico (y,). Poste-
riormente, ¢ adicionada a uma aliquota da solugdo amostra uma con-
centragdo conhecida do padrdo do analito ([P],), observando-se um
sinal analitico (yap) referente a concentragdo do apalito na amostra ini-
cial mais a concentragao do padrao adicionado. E importante observar
que a adi¢do de padrdo na amostra, na qual a concentragao do analito
¢ desconhecida, promove uma altera¢do na concentracdo do analito,
dado que proporciona uma diluicdo da amostra. Sendo assim, vamos
considerar a concentragao final (diluida) do analjto como [A] e a con-
centragdo final (diluida) do padrdo como ([P]). E importante salientar
que as espécies quimicas A e P sdo as mesmas (HARRIS, 2010).

Tomando como base a Equacao 7.22, a concentragdo do ana-
lito ¢ calculada aplicando-se a equacao linear em duas condicdes, tal
que a medida do sinal analitico (y) é obtida das analises das solugdes
amostra (Equacdo 7.24) e da solugdo amostra com a adigdo do pa-
drao (Equacao 7.25).
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Yo = k[A]; (Eq. 7.24)
Yap = k(4] + [P]y) (Eq. 7.25)
Em que:

[A], = concentragdo do analito na amostra (sem adi¢ao de padro);
[A],= concentra¢do do analito naamostra apds a adigdo de padrao;
[P], = concentragdo final do padrdo adicionado na amostra;
v, = sinal analitico referente ao analito;

»,, = sinal analitico referente a mistura do analito com o padrao;
k = constante de proporcionalidade.

Sabendo que a constante de proporcionalidade (k) ¢ a mesma
para as Equacdes 7.24 e 7.25, podemos combinar as duas de modo
a obter uma uUnica equagdo para determinagdo da concentragao do
analito presente na amostra. O resultado da combinagao é expresso
na Equagdo 7.26:

_ ya([A]f + [P]f)
Yap

[A]; (Eq. 7.26)

Como exemplo da aplicagdo do método de quantificacdo de
adicao de padrao de ponto unico, tem-se que: considerando que a
analise de uma amostra de urina por cromatografia gasosa, em que
foi mensurada a area do pico, apresentou um sinal analitico (area do
pico) referente a morfina de 250; posteriormente, 10ml de padrao
analitico da morfina 0,50mgL"' foram adicionadas a 40ml de urina;
uma aliquota dessa solu¢do foi injetada no sistema cromatografico,
sendo a area do pico da morfina de 900. Logo, podemos calcular
a concentragdo de morfina na amostra de urina ([A]) por meio da
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Equagéo 7.25. Sabemos que y, =250, y, =900 e, para os valores de
concentragdo [A], e [P], precisamos considerar os fatores de dilui-
¢d0. Assim, temos que [A] e [P], sdo calculados do seguinte modo:

40

) = 1), (emsretncn) ), — ) (5

Vpadrio adici 10
[P]f — [P]i padrao adicionado N [P]f _ 0’50 ) BN [P]f = 0,10 mg L_l
Vtotal 50

De posse de todos os dados, calculamos a concentragao de
morfina na amostra de urina ([A]) a partir da Equagdo 7.25. Logo,

250(0,8[A]; + 0,1)
= -

o -1
900 [A]; =0,03mg L

[A];

Na pratica, pode ser usado o método de adicao de padrao
com ponto unico ou multiplo. A vantagem do uso da adic¢ao de pa-
drao com ponto unico € a rapidez e a praticidade. Todavia, tem a
desvantagem de ndo corrigir erros sistematicos e erros indetermi-
nados. Além disso, a presenca de um interferente que se comporte
de forma similar ao analito ndo é detectada e eliminada, com isso,
a concentragao do analito na amostra pode ser subestimada ou su-
perestimada. Por outro lado, o uso do método de padrao multiplo
compensa as desvantagens citadas em relagdo a adi¢do de padrao
com uma Unica solucao do padrao.

No método das adi¢des multiplas, sdo realizadas as adi¢cdes
de quantidades conhecidas da solugdo padrao do analito a varias
por¢des da amostra, € uma curva de calibragdo com as multiplas
adicoes € concebida. O método das adi¢cdes multiplas permite ve-
rificar se existe uma relagdo linear entre a resposta e a concen-
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tragdo do analito. De posse dos dados, pode-se utilizar o0 método
gréafico ou matematico para determinar a concentragao do analito
em uma dada amostra (SKOOG et al., 2013).

No exemplo a seguir, tem-se a pretensdo de quantifi-
car um determinado analito em uma dada amostra complexa
pelo método da adi¢ao de padrao multiplo. Inicialmente, tem-
-se o preparo das solugdes analiticas padrdao que compdem a
curva de calibragao, considerando que se almeja preparar uma
curva de calibracdo com cinco niveis de concentragao. Pri-
meiramente, sao tomados 5 baldes volumétricos de 50ml, nos
quais sao adicionados Sml da amostra contendo o analito cuja
concentracdo ¢ desconhecida. Em seguida, sd3o adicionadas
quantidades crescentes do padrdo analitico do analito (0, 5,
10, 15 ¢ 20ml), ImgL"!, que se pretende determinar. Posterior-
mente, os baldes sdo aferidos, conforme ilustrado na Figura
7.20 (HARRIS, 2010).

Tendo em vista que em cada baldo volumétrico ha a mesma
quantidade de amostra, temos, entdo, a mesma concentragcao
desconhecida do analito e concentragdes diferentes do padrao
do analito que foi adicionado, uma vez que foram adicionadas
quantidades crescentes. Em seguida, as solugdes analiticas sao
injetadas no cromatdgrafo, de modo que o sinal analitico gerado
em cada nivel de concentragao ¢ oriundo da quantidade do padrao
adicionado mais a quantidade do analito que se faz presente na
amostra. Entretanto, no primeiro nivel de calibra¢io (branco), ndo
¢ adicionado padrao do analito, consequentemente, o sinal anali-
tico ¢ referente apenas ao analito presente na amostra.

O calculo da concentracdo de padrdo analitico em cada baldo
apos as diluigdes ([P],) € baseado nos volumes de padrio adicio-
nados (Vpa 4)» Na concentragdo inicial do padrdo ([P]) e no volume
final de diluigdo (V, . ). Sendo assim, as concentragdes podem
ser calculadas pela Equagao 7.27. Os resultados sdo apresenta-
dos na Tabela 7.5.
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[P1y = [P]; (2%) (Eq. 7.27)

Vbalio

Sabendo disso, aliquotas das solu¢des padrdo sdo injeta-
das no sistema cromatografico. Em seguida, com a aquisi¢do das
areas dos picos, plota-se um grafico que relaciona o sinal analitico
com as concentragdes do padrao analitico que foram adicionadas.
Na Tabela 7.6, sdo apresentados os resultados referentes a aqui-
sicdo dos dados.

Tabela 7.6 - Dados e resultados necessarios para a quantificacao de um dado analito pelo
método de quantificacao de adicao de padrao (método grafico)

Volume de padrio do

Solucio . . . Concentragdo do padrio Area dos
adrao analito adicionado adicionado no balao (|[P]) icos
P (V100> ML : P
P, 0 0 247
P, 5 0,1 540
P, 10 0,2 900
P, 15 0,3 1313
P 20 0,4 1750

5

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 7.20 - llustracao do procedimento de preparo das solucdes padrao com adigao de
padrao, visando a construir uma curva de calibracao

Tl [ ] ]

R

£\ £\ £\ 4D 4\ 4\

Solucdo Branco P, P, P P,

amostra
0 mL l Sle IOle ISle 20le

R

£ £\ 4\ £\ £\ /A
-y Y ey Y ey e

padrio do
analito

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Fundamentando-se nos dados apresentados na Tabela 7.6, po-
demos construir um grafico relacionando a concentragdo do padrao
adicionado no baldo e a area dos picos, como ilustrado na Figura 7.21.
Tendo em vista que a concentragdo do analito na amostra ¢ numerica-
mente igual ao coeficiente angular da reta, podemos determina-la gra-
ficamente extrapolando a linha de tendéncia. Desse modo, tem-se que a
concentragdo do analito ¢ igual a 0,051mgL"". Entretanto, temos que con-
siderar a diluigdo sofrida pela amostra, em que Sml foram diluidos para
50ml. Logo, o célculo da concentra¢ao do analito na amostra (C

)é
amostra’

50
Camostra = 0,051 ? =0,51mg Lt

Figura 7.21 - Grafico empregado no calculo da concentracao do analito pelo método
grafico da extrapolagao da reta

2000
y=3779x + 194,2
R =0,9970
1600
« 1200
2
s
800
400
e . . . . . .
-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5
Concentracio do padrio adicionado no balio ([P]y), mg L-!
Concentracio
do analito na
amostra
(0,051 mg L)

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Outra maneira de calcular a concentracdo do analito
na amostra ¢ pelo método matematico, usando a equacdo do
tipo da Equacdo 7.28 e construindo um grafico que relaciona
Ay (Ay =vy,, -, versus C_(concentragdo do padrdo), sendo a con-
centracdo do analito calculada pela tangente da reta (Equagdo 7.29).
A Tabela 7.7 exibe os dados necessarios para a confec¢do do gra-
fico (Figura 7.22).

Ay = (y‘”"—”> c, (Eq. 7.28)
Ca‘mostra
__ Yamostra
tg = Lamostra (Eq. 7.29)
Camostra

Tabela 7.7 - Dados e resultados necessarios para a quantificacao de um dado analito pelo
método de quantificacao de adicao de padrao (método matematico)

Concentrac¢ao do Padrﬁo adicionado Areza dos Ay=y -y
no balao ([P]) picos ap ~ Fa
0 247 0
0,1 540 293
0,2 900 653
0,3 1313 1066
0,4 1750 1503

Fonte: Elaborada pelos autores.
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A partir da Figura 7.22, podemos obter os dados necessarios
para calcular a tangente. Sabendo que a tangente ¢ igual a razao
de Ay/Ax, tem-se:

1066
tg = W = 3553,33

Assim, a partir da Equacao 7.28, podemos calcular a concen-
tracdo do analito na amostra, tal como:

247

Camostra = m = 0,069 mg L

Contudo, considerando a diluicao sofrida pela amostra, onde
5Sml foram diluidos para 50ml, logo, o célculo da concentragdao do
analito na amostra (C

alnostra)
50
Camostra = 0,069 ? =0,69mg L1

Quando calculamos a concentra¢do do analito na amostra pe-
los métodos grafico e matematico, observamos diferengas entre os
valores de quantificagdo do analito. Esse fato pode estar associado
as aproximacoes realizadas na concepg¢ao dos calculos.
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Figura 7.22 - Grafico utilizado para o calculo da concentracao do analito pelo método
matematico

1600
y=3779x-52,8
R =0,9970
1200 |
= 800 |
i
1]
g 400 }
0 1 L L L 1 1 o 1 1 ]
ﬁ( 005 0,1 015 02 025 cjs 035 04 045

[P];
0,3

Fonte: Elaborada pelos autores.

Analise comparativa dos diferentes métodos de quantificacao

A fim de ilustrar a aplicagdo dos métodos de quantificacao,
tem-se, a seguir, um exemplo comparativo entre os métodos de
quantificacdo padrao externo, padrao interno e normalizagao.

Considerando a Tabela 7.8, onde sdo apresentados os dados
referentes a quantificacdo de metanol, etanol, propanol e butanol. Em
uma andlise quantitativa, ¢ muito comum os analistas interpretarem
os resultados fornecidos pelo método da normalizagdo como um
parametro quantitativo valido e ainda aceitarem os resultados obtidos
por calibragdo externa. A comparagdo dos resultados quantitativos,
empregando os diferentes métodos apresentados na Tabela 7.8, indica
distor¢des muito sérias no perfil quantitativo dos alcoois. Observando
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os resultados do método da normalizagao, por exemplo, vé-se que o teor
percentual de butanol € maior que o do metanol, entretanto, comparando
com os valores obtidos pelo método do padrao interno, verifica-se o in-
verso (Tabela 7.8). O erro maior esta em relagdo ao método da normali-
zagdo, em que se adota que todos os compostos apresentam respostas
similares em relagao ao detector de chama (FID) (FURTADO, 2003).

Analisando os valores de desvio padrao relativo (Tabela 7.7) dos
diferentes métodos de quantificagdo, ¢ perceptivel uma diferenca sig-
nificativa quando comparamos os dados apresentados para os métodos
de padrdo externo e padrao interno. Além disso, ao fazer uma com-
paracdo dos valores de desvio padrao relativo dos métodos do padrdo in-
terno e normalizagdo, também vemos valores muito diferentes. Tal fato
indica que, em uma analise quantitativa por cromatografia gasosa, o uso
do método de quantificacdo do padrao interno apresenta resultados bem
mais reprodutiveis, tendo em vista que os valores de DPR sdo inferiores
a 10%, enquanto os métodos de quantificagdo por padronizagdo externa
e por normalizacao apresentam DPRs superiores a 20%.

Tabela 7.8 - Resultados da quantificacao das amostras utilizando diferentes métodos de
quantificacao: padrao externo, padrao interno e normalizagao

Padriao externo Padrao interno Normalizacio

Compostos (mgL")+DPR  (mgL"')+DPR yrmaizas

o o % + DPR

) %

Metanol 29,48 +£20,90 45,5+6,70 10,44 £ 22,16
Etanol 67,14 £21,95 111 +5,77 38,00 + 23,63
Propanol 31,37 £21,78 48,6 + 3,45 22,81 +£26,15
Butanol 29,11 £23,58 43,8 £5,01 28,75+ 31,18

Fonte: Adaptada de Furtado (2003).
Média de 6 determinacdes (n=6)
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