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RESUMO

MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA EM CROMATOGRAFIA GASOSA PARA
DETECGAO DE ACIDOS ORGANICOS EM AGUA RESIDUARIA DE FECULARIA

A manipueira é gerada no processo de fabricacdo de farinha pela prensagem da massa
ralada da mandioca, resultando em um residuo liquido que apresenta uma composicao rica
em nutrientes e um elevado teor poluente e, por isso, existem propostas, baseadas em
pesquisas de diversos autores, com 0 objetivo de agregar valor a manipueira como
subproduto para diminuir a poluicdo ambiental. A crescente demanda pela seguranca
ambiental eleva a importancia dessa analise a fim de proporcionar o aproveitamento desses
residuos. Com isso, amplia a necessidade dos analistas em desenvolver métodos rapidos,
confiaveis e precisos. A Microextracao em fase solida (MEFS) € uma evolucéo técnica que
reduz o preparo da amostra e, assim, reduz o tempo de andlise e também da extracdo com
solvente. Existem poucos trabalhos na literatura com a utilizacdo dessa técnica na andlise
de acidos organicos volateis e na detec¢cdo e na quantificagdo de acidos organicos em
manipueira, podendo ser uma técnica promissora e de baixa geracao de residuos organicos
na analise, uma vez que nado ha utilizacdo de solvente na extracdo e no método
cromatogréfico. O processo de digestdo anaerdbia ocorre ha manipueira formando os acidos
volateis, como: acético, propiénico e butirico, entre outros. O objetivo deste trabalho é
propor a implantacdo de método de andlise em cromatdgrafo a gas utilizando o MEFS para
detectar e quantificar acidos organicos em manipueira. Para a otimizacdo das condi¢des do
método foi utilizado o planejamento experimental DCCR 23 com os fatores tempo de
exposicao da fibra, concentracdo de NaCl e aquecimento que contribuiram para determinar
as melhores condicdes do método. Os fatores que mais influenciaram na recuperacdo dos
acidos: acético — foram o tempo de exposicdo da fibra e a concentracdo de NaCl; para
propidnico — foram concentracdo de NaCl e aquecimento; e, para o acido butirico —
aquecimento e concentracdo de NaCl. A técnica de desejabilidade permitiu a avaliacdo
simultanea das respostas e as condi¢cdes 6timas para o método. O processo apresentou
desejabilidade global de 91,86%, sendo os niveis dos fatores definidos na seguinte
condicdo: tempo de exposicao da fibra de 23:24 minutos, concentracdo de NaCl a 40% e
aquecimento da solucao igual a 65 °C.

Palavras Chave: cromatografo, manipueira, planejamento experimental.



ABSTRACT

MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA EM CROMATOGRAFIA GASOSA PARA
DETECCAO DE ACIDOS ORGANICOS EM AGUA RESIDUARIA DE FECULARIA

Manipueira is generated in the process of making flour by pressing the grated cassava,
resulting in a liquid residue which has a composition rich in nutrients and a high level of
pollutant substances, so there are proposals based on research by several authors, with the
goal to add value to manipueira as a byproduct in order to reduce environmental pollution.
The growing demand for environmental safety elevates the importance of this analysis in
order to provide the use of such waste. As a result, there is an increase in the need for
analysts to develop fast, reliable and accurate methods. The solid phase microextraction
(SPME) is a technical evolution, which reduces the sample preparation and therefore
reduces the time of analysis and solvent extraction. There are few reports in the literature
using this technique in the analysis of volatile organic acids and detection and quantification
of organic acids in cassava, and it may be a promising technique for low generation of
organic waste in the analysis, since there is no use of solvents in the extraction and in the
chromatographic method. The anaerobic digestion process occurs in manipueira, in which
there is the formation of volatile acids such as acetic, propionic, butyric. The objective of this
study is to implement a method of analysis in a gas chromatograph using SPME — Solid
Phase Microextraction to detect and quantify organic acids in manipueira. To optimize the
conditions of the method, the DCCR 2* experimental design was used, with the factors of
exposure time of the fiber, NaCl concentration and heating, which contributed to determine
the best conditions of the method. The factors that most influenced the determining recovery
of the acids: acetic acid— the time of exposure of the fiber and the concentration of NaCl;
propionic acid — concentration of NaCl and heating; and butyric acid — heating and NaCl
concentration. The desirability technique allowed the simultaneous evaluation of responses
and the optimal conditions for the method. The process presented overall desirability of
91.86% and levels of the factors defined in the following condition: exposure time of the fiber
of 23.24 minutes, NaCl concentration to 40% and heating of the solution equal to 65 °C.

Keywords: Chromatograph, manipueira, validation.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ..ottt e ettt ee e e e e e sa e ee e e s e s essbbeeeaeeesesssnsteaneneennanes v
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e e et n e e e e e e esntstneeee e e annnnneeeens Vi
N 2 (0] 516107\ LT 1
P22 © 1= 1 I YL 1 SRS 3
2.1 ODJELIVOS GEIAIS. ... 3
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. ...eiiiiiiiiiiitte et 3
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooiiiiieieiii ettt 4
T R O U1 (¥ ] = o = 11 = T [ o= U 4
3.2 Mandioca como matéria prima e na producao de reSiduosS...........cccuvvveeeeeeeniiiiiiiieenenn. 5
3.3 ACIHOS OFQANICOS VOIALEIS ........eveeeeveeieeeete ettt ettt ettt eneane e 6
3.4 CrOMALOGIATIA. - 8
3.5 Microextracao em Fase SOlida (MEFS) ..........uueiiiiiiiiiiiiiiiieee e 9
3.5 Planejamento eXPerimMeEntal .............uuuuuueiiiii e 12
4 MATERIAL E METODOS ..ottt ettt ettt ettt eae et eae e 14
4.1 Extracao e quantificac8o doS ACIOS ..........cuvviiiiiii i 14
4.2 Condicdes CromatOgrafiCaS ........uvuvuiiii e 15
4.3 Planejamento eXperimeEntal ............uoiiiii i 16
R N =Tl [ o [T = Uox= To o [0 T Vi To [ 1< 17
4.5 ANAIISE ESTALISTICA ..ooeeeeeeeeee e 17
5 RESULTADOS E DISCUSSOES........cociiiiiteeteceeeeeeeee ettt ea ettt eaennane e, 18
5.1 Resultados relativos ao planejamento DCCR 23.........cccooovooeioeeeeeeeeeeeeeee e, 19

5.2 Efeito da condic¢do de recuperacgdo do &cido acético utilizando tempo de exposi¢éo da

fibra, concentracdo de NaCl € aqUECIMENTO ........cooeiiiiiiiiiiiii e, 20

5.3 Efeito da condi¢do de recuperagdo do &cido propidnico utilizando tempo de exposi¢éo

da fibra, concentracdo de NaCl € aqUECIMENTO ...........uuuuummmmmmmiiiiiiieees 22

5.4 Efeito da condic¢do de recuperagéo do acido butirico utilizando tempo de exposicéo da

fibra, concentragdo de NaCl e aqUEeCIMENTO ........ccoeeiiiiiiiiiiiii e, 24
B CONCLUSOES .....ooiuiietieiieietee ettt b ettt 29
7 CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt ettt anne e, 30
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ootiiteeeeeeee ettt ana s 31

O APENDICE ... .cuiicteet ettt ettt ettt ettt e et ee et ea ettt ettt et et te et e n et te e 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Matriz do planejamento e niveis dos fatores estabelecidos para extracao de acidos
organicos volateis acético, butirico € propidniCo...........ceeeveeeeriiiiiiiiiiiiieeeenenns 16
Tabela 2 Valores codificados e reais entre parénteses dos fatores utilizados para
determinacgéo da recuperacao dos 4CidOS OrgaANICOS..........uvvververrrrrrrrrrrrennnnns 16
Tabela 3 Tempo de retengéo e de qualificacdo dos ions para os compostos identificados

Tabela 4 Valores de concentracéo e porcentagem de recuperacao (entre parénteses) dos
acidos organicos para o0s ensaios realizados apds o planejamento DCCR 23
..................................................................................................................... .19

Tabela5 Resumo da analise de variancia para o ajuste do modelo para a concentracdo do
Fo Yoo (o J-Tod =) 1ot o J T UOOURRPRPRN 21

Tabela 6 Resumo da analise de variancia para o ajuste do modelo para a concentracdo do
= Yol (o [ o] o] o T ] o To'e U PURTR R ROPPPPPPPRP 23

Tabela 7 Resumo da andlise de variancia para o ajuste do modelo para a concentracéo do
Fo Yoo (ol o101 1 Tolo TR OO 26

Tabela 8 Valores codificados e reais para os fatores de recuperagcdo dos 4cidos acético,

propidnico e butirico resultantes da otimizacdo global do processo .............. 28



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Agulha de aco inox com a fibra de silica fundida revestida com a fase extratora

Figura 2 DiSpOoSItivVo de MEFS ... 10
Figura 3 Cromatogramas dos padrbes de acidos organicos volateis, (1) acético, (2)
PropioNiCO € (3) DULIMCO. ....evvviiiiiiiiieieiiieiie ettt ee e e eeeeeees 18
Figura 4 Estimativa dos efeitos lineares com erro padrdo dos fatores avaliados sobre a
concentracao de acido acético. *: significativo ao nivel de 10% de significancia, ns:
NAO SIGNITFICALIVO. ...ttt seeesnenenennnes 20
Figura 5 Superficie de resposta para o parametro de concentracdo do acido acético (mg.L-1)
em funcéo dos fatores tempo de exposicéo da fibra (min) e concentragdo de NaCl

Figura 6 Estimativa dos efeitos lineares com erro padrdo dos fatores avaliados sobre a
concentracdo de acido propionico. *: significativo ao nivel de 10% de significancia,
NS: NAO SIGNITICALIVO. ....evieeieiiieiiiiiii ettt e et e e eeeeeeees 23
Figura 7 Superficie de resposta para o parametro concentracao do acido propiénico (mg.L-1)
em funcéo dos fatores aquecimento (°C) e concentracdo de NaCl (%) ............... 24
Figura 8 Estimativa dos efeitos lineares com erro padrdo dos fatores avaliados sobre a
concentracao de acido butirico. *: significativo ao nivel de 10% de significancia,
NS: N0 SIGNIFICALIVO. ....uvuiiii e e e e e e e aaaeaas 25
Figura 9 Superficie de resposta para o parametro concentracdo do acido butirico (mg.L-1)
em func¢éo dos fatores aquecimento (°C) e concentracdo de NaCl (%) ............... 26
Figura 10 Analise de desejabilidade para a recuperacdo dos acidos acético, propidnico e
butirico em funcdo dos fatores tempo de exposicdo da fibra, concentracdo de

NACI € AQUECIMENTO ...evviiiii e e e e e et e e e e e e eeenaene 28



1 INTRODUCAO

A manipueira, gerada no processo de fabricacdo de farinha pela prensagem da
massa ralada da mandioca, é um residuo liquido e apresenta uma composi¢ao rica em
nutrientes tais como carboidratos, acUcares sollveis, matérias graxas e acido cianidrico.
Esse residuo tem um elevado teor poluente e por isso existem propostas, baseadas em
pesquisas de diversos autores, com o objetivo de agregar valor a manipueira como
subproduto para diminuir a poluicdo ambiental. Porém, a manipueira continua sem uso
comercial (CASSONI, 2008).

O estado do Parana possui o maior e mais moderno parque industrial feculeiro do
pais. Em 2009 foram produzidas 420,7 mil toneladas de fécula de mandioca que equivale a
71,1% da producéo nacional (PINTO, 2008; ALVES et al., 2010).

A crescente demanda pela seguranca ambiental eleva a importancia da analise para
aproveitamento dos residuos de manipueira. Isso aumenta a necessidade dos analistas em
desenvolver uma forma rapida, confiavel e mais precisa de realizar procedimentos
analiticos.

A manipueira contém uma grande concentracdo de matéria organica com altas
concentracdes de acucares sollveis. Os aclcares sdo de facil fermentacdo e degradam-se
rapidamente a acidos organicos que sao indicativos do tipo e estagio de fermentacdo. A
guantificacdo rapida e exata de acidos organicos € util na avaliagdo do processo
fermentativo para melhor aproveitamento desse residuo.

No entanto, essa € uma tarefa dificil, pois os residuos ambientais contém uma ampla
gama de componentes e, por isso, novos métodos analiticos de injecdo da amostra,
separacao e deteccdo estdo sendo cada vez mais utilizados.

A Microextracdo em Fase Sdlida (MEFS) é uma evolucdo técnica que reduz o
preparo da amostra, o tempo de analise e também a extragdo com solvente. Esta técnica foi
proposta pela primeira vez por Arthur e Pawilszyn (1990). O manuseio do dispositivo de
MEFS é simples, semelhante ao manuseio de uma seringa. Porém, apesar de bem
adaptado, com o método de MEFS deve-se considerar a matriz e 0s compostos-alvos para
identificar a complexidade da amostra.

Esse método pode ser usado de duas maneiras, a extracao direta, na qual a fibra de
silica revestida de material sorvente (polimero ou adsorvente sélido) é inserida na amostra e
0s analitos séo extraidos, e no método headspace, em que o analito contidos na amostras,
extraidos por meio de aquecimento, fica armazenado no espacgo existente do frasco de vial,

acima da amostra.
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Nas técnicas convencionais de cromatografia gasosa / espectrometria de massa (GC
/' MS), a preparacao da amostra, embora eficiente, € ainda demorada e, muitas vezes, utiliza
um volume significativo de reagentes, o que ndo acontece com a técnica de MEFS.

Existem poucos trabalhos na literatura utilizando essa técnica na analise de acidos
organicos volateis e na deteccédo e na quantificacdo de acidos organicos em manipueira. A
técnica de MEFS pode ser promissora, pois tem baixa geracdo de residuos organicos na
andlise.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Detectar e quantificar acidos organicos em manipueira utilizando método de MEFS —
Microextracdo em Fase Soélida em Cromatégrafo a Gas acoplado a Espectrometria de
Massa CG/MS.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a metodologia para andlise de &acidos organicos volateis em
cromatografia gasosa/MS.
Determinar as melhores condicdes de extracdo de padrbes de acidos organicos

volateis por extracdo em MEFS utilizando técnicas de planejamento experimental.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultura da mandioca

Com a necessidade de aumentar a producédo de alimentos para atender a demanda
mundial esta se estimulando o crescimento das culturas agricolas, principalmente dos
produtos da cesta basica. Isso tem sido observado na cultura da mandioca ao longo das
Ultimas décadas. Segundo dados da organizacdo das Nac¢bes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo — FAO — a produgdo mundial de mandioca continua com crescimento
expressivo, passando de 99,1 milhdes de toneladas em 1970 para 233,8 milhdes de
toneladas em 2009. No periodo entre 1980 e 2009, registrou-se um aumento médio anual de
2,1%; porém nos ultimos 5 anos esta taxa cresceu em torno de 4% (GROXK, 2011).

Na América do Sul, o Brasil € o maior produtor corresponde em média de 70 a 75%
da producdo mundial, ocupando a 22 colocacdo no ranking mundial, com 26 milhdes de
toneladas. Mesmo tendo a lideranca de producado, o Brasil teve sua producéo estabilizada
entre 26 milhdes e 27 milhdes de toneladas, contra 30 milhdes ja alcancados em 1970,
periodo em que houve um consideravel avanco tecnoldgico na pesquisa de mandioca
(GROXK, 2011).

A regido Sul do Brasil, com a maior concentracdo de industrias de fécula no pais,
representa 24% da producdo brasileira de mandioca na safra de 2010/11. O estado do
Parand é o principal produtor, responsavel em média por 70% da producdo agricola na
regido Sul e com 65 a 70% do volume brasileiro de fécula. Santa Catarina € o estado
pioneiro na producéo de fécula; contudo, atualmente, sua participacdo € bastante reduzida,
ja que a maioria das industrias foi transferida para o estado do Parana, na década de 80
(GROXK, 2011).

A mandioca (Manihot esculenta CRANTZ) é uma planta originaria da América do Sul,
provavelmente da Amazoénia, cultivada desde o descobrimento do Brasil pelos indigenas,
gue ja a processavam. Ela apresenta elevada variabilidade genética e é cultivada em todas
as regibes brasileiras. A raiz da mandioca é considerada uma importante cultura de
subsisténcia para muitas comunidades, principalmente para a de baixa renda, podendo ser
utilizada diretamente para o consumo ou destinada para a industria na fabricagédo de farinha
ou fécula (PASTORE, 2010; ASSIS et al., 2012).

As raizes de mandioca sdo compostas, basicamente, por agua e carboidratos. Em
termos nutricionais, € importante fonte de energia. Um dos fatores que determina a forma de
aproveitamento das raizes de mandioca é seu teor de compostos cianogénicos,
potencialmente toxicos, presentes em todas as partes da planta, sendo variavel para

diferentes cultivares de mandioca. Assim, as raizes de cultivares que apresentam baixo teor
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de compostos cianogénicos, popularmente denominadas de mandiocas mansas, aipim ou
macaxeira, podem ser consumidas cozidas ou fritas. As raizes de cultivares com alto teor de
compostos cianogénicos, mandiocas “bravas”, sdo destinadas ao processamento industrial,
principalmente na forma de farinha e fécula. As raizes de mandioca também possuem
compostos que, em presenca de oxigénio, levam a formacao de estrias escuras nas raizes,
provando deterioracao fisiolégica. Portanto, o processamento das raizes deve ocorrer no
méaximo em 2 ou 3 dias apés a colheita, conforme o produto a ser elaborado, a variedade e
0 manuseio pos-colheita (ocorréncia de danos mecénicos, exposicdo a luz solar ou a
temperaturas elevadas) (FOLEGATTI; MATSUURA, 2006; ASSIS et al., 2012). Assim,
deve-se planejar um fluxo continuo entre a colheita e a industrializacéo, de forma que as

raizes permaneg¢am o minimo de tempo na area de estocagem.

3.2 Mandioca como matéria-prima e producéo de residuos

A mandioca tem diversos usos correntes e potenciais, classificados conforme o tipo
de raiz, em duas grandes categorias: mandioca de mesa e mandioca para a industria. Além
dos processos que tém as raizes como matéria-prima principal, ha produtos gerados a partir
da parte aérea, folhas e hastes, que sao usadas na alimentacdo animal ou humana
(BARROS et al., 2003).

Para a industria, a mandioca, tem uma grande variedade de usos, dos quais as
farinhas, farofas e a fécula sdo os mais importantes. A farinha tem, essencialmente, uso
alimentar, com elevada especificidade regional que, em muitos casos, torna o produto cativo
a mercados locais. A fécula e seus derivados tém sido utilizados em produtos amilaceos
para a alimentacdo humana ou como insumos em diversos ramos industriais, sendo:
alimentos embutidos, embalagens, colas, mineracao, téxtil e farmacéutica (BARROS et al.,
2003).

No Brasil, a farinha, a fécula e a farofa, obtida das raizes sdo as formas mais comuns
de aproveitamento da mandioca para alimentagdo humana. Sua fabricacdo ocorre em todo o
pais, sendo um alimento rico em carboidratos e fibras; também é a principal fonte de energia
para a populacdo das Regifes Norte e Nordeste. As exigéncias dos consumidores variam
conforme os costumes da regido (MATSUURA; FOLEGATTI; SARMENTO, 2003).

O processamento das raizes para a produgcdo de farinha de mandioca ocorre
basicamente em empresas artesanais, pequenas e médias empresas € € 0 mesmo guanto
as operagOes unitarias, diferindo apenas nos equipamentos e nas fontes de energia
utilizadas.

No processamento da raiz de mandioca sdo gerados diversos residuos, que podem

ser solidos, casca e farelo, ou liquidos, como a manipueira.
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Os residuos liquidos séo gerados durante a prensagem da mandioca para fabricar a
farinha e durante a extragcdo do amido e podem ser divididos em duas categorias basicas: as
aguas de lavagem das raizes e a 4gua proveniente da prensagem da massa de mandioca,
denominada agua da prensa ou manipueira. As aguas de lavagem, embora em maior
guantidade, possuem menor poder poluente do que a manipueira, que € bem mais
agressiva ao ambiente, tanto pelo alto teor de cianeto total quanto pela carga organica
(CASSONI, 2008).

Segundo Cereda e Takahashi (1996), as fecularias geram em torno de 600 litros de
manipueira diluida por tonelada de mandioca, causando uma poluicdo urbana equivalente a
produzida por 150 a 250 habitantes por dia.

A manipueira gerada, na maioria das industrias, tem como destino as lagoas de
estabilizacdo. O residuo permanece depositado sob acdo de agentes naturais, tais como
fotodecomposicao, precipitacdo e atividade microbiana local, sem haver qualquer tratamento
adicional no sentido da otimizacdo do processo para o aproveitamento deste efluente como
subproduto para a producdo de outros produtos de maior valor agregado. Esses residuos
tendem a percolacdo, alcancando lencois freaticos, contaminando aquiferos e ainda

produzindo odor desagradavel e problemas com insetos e vetores (PASTORE, 2010).

3.3 Acidos organicos volateis

Os &cidos organicos possuem varias utilizacdes nas industrias de alimentos e
guimica. Na industria de alimentos atuam como flavorizantes e conservantes, retardando a
degradacdo enzimética, como inibidores do crescimento microbiano, podendo ter uso na
preservacao de alimentos, graos e racdes e como aditivo promotor de crescimento na racao
em substituicdo aos antibioticos. Podem ser (teis também como agentes quelantes, se
ligando a metais que formam os quelatos metalicos, prevenindo ou reduzindo a oxida¢éo de
metais (REGINATTO et al., 2009).

O processo de digestdo anaerdbia que ocorre na manipueira tem inicio com a agao
de bactérias fermentativas, que podem ser hidroliticas e acidogénicas, hidrolisando as
moléculas complexas por meio da producéo de enzimas extracelulares, que podem, assim,
ser assimilados pela célula bacteriana. No interior da célula, por oxi-reducéo, tem-se a
formacdo de dioxido de carbono, hidrogénio e &cidos volateis, como: acético, formico,
propidnico, butirico e latico, além do etanol (CORDEIRO, 2006).

Segundo Kunzler (2010), a digestdo anaerébia que ocorre nos reatores é um
processo fermentativo em que algumas bactérias atuam na auséncia de oxigénio livre,
hidrolizando compostos organicos complexos, tais como proteinas, carboidratos e lipideos,

produzindo compostos mais simples, como gas metano, dioxido de carbono e &acidos
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organicos. O processo de digestdo anaerébia envolve, basicamente, quatro etapas:
hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.

Na hidrélise, o material organico particulado é hidrolisado a compostos dissolvidos de
menor peso molecular e essa etapa pode ser afetada pelo tamanho das particulas que
compdem o substrato, 0 pH e a composi¢cado desse material organico, onde pode atuar como
fator limitante do processo de digestao anaerobio.

Na acidogénese, compostos dissolvidos sdo formados na hidrélise e, entdo,
absorvidos pela parede celular das bactérias fermentativas, sendo, entdo, convertidos a
substancias mais simples, como os acidos organicos volateis. As bactérias acidogénicas,
apos a hidrélise da glicose, geram acidos acéticos, propiénicos e butiricos, conforme as

reacoes:
CsH1206 + 2H,O —» 2CH;COOH (aCétiCO) + 2CO, + 4H,
CsH12,0s —» 2CH3;CH,CH,COOH (bUtil’iCO) + 2CO, + 2H,
CsH1206 + 2H, — CH3;CH,COOH (propi()nico) + 2H,0
Os produtos excretados pelas bactérias fermentativas na producéo de acido butirico
e propidnico sdo metabolizados pelas bactérias acetogénicas e convertidos em acido
acético, conforme as equacoes.
CH3CH,COOH (propidnico) + 2H,O0 —» CH3COOH (acético) + CO, + 3H,

CH3CH,CH,COOH (butirico) + 2H,O — 2CH3;COOH (acético) + 2H,

Esses produtos, na etapa final, sdo transformados por meio das bactérias

metanogénicas em CO; e CH,. As reagfes que ocorrem nessa fase séo:

CH;COOH — CH4+ CO,

4H2 + C02 —> CH4 + 2H20

Muitos tratamentos de residuos e aplicagbes ambientais necessitam da
determinacgéo de 4cidos orgéanicos volateis, na faixa de concentragdo de 1 a 5000 mg Lt e
envolvem uma variedade de matrizes.

Considerando a importancia dos niveis dos acidos organicos volateis (acético,

propibnico e butirico) no processo de producéo de hidrogénio, utilizaram para desenvolver e
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validar um método analitico (cromatografia gasosa e cromatografia liquida), para monitorar
as concentracfes dos AOVs em efluentes de reatores anaerdbios, as solu¢des analiticas
nas concentracdes entre 7,5 e 300,0 mg L™.

Barros (2009) utilizou a cromatografia gasosa para a determinacdo de &cidos
organicos volateis (acido acético, butirico, propionico e latico) nas concentracdes de 0,0 a
1200,0 mg L*, produzido por reator anaerébio de leito fluidizado contendo diferentes
materiais de suporte (poliestireno, pneu triturado e PET). Foi observado que os acidos
organicos volateis foram os metabolitos solGveis dominantes nos trés reatores, de 0,2 a 800
mg L™ o que indica que as bactérias foram eficientes na producéo de H,.

Grande parte da matéria organica da manipueira é devida a presenca de acgucares
soluveis. Segundo Barana (2008), os teores dos acUcares glicose e frutose em manipueira
podem chegar a 14,7 g/L de glicose e 22 g/L de frutose. Por serem acucares solluveis de
facil fermentacdo, degradam-se rapidamente a &cidos organicos, o que inviabiliza o

tratamento deste residuo por processos fisicos (SANTOS, 2009).

3.4 Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacéo e esta fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacbes entre duas fases imisciveis, a fase moével e a fase estacionaria. A grande
variedade de combinacdes entre fases moéveis e estacionarias a torna uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicacdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O termo cromatografia foi inicialmente empregado em 1906 e sua utilizacdo é
atribuida a um botanico russo ao descrever suas experiéncias na separacdo dos
componentes de extratos de folhas. Nesse estudo, a passagem de éter de petréleo (fase
movel) por meio de uma coluna de vidro preenchida com carbonato de calcio (fase
estacionaria), a qual se adicionou o extrato, levou a separacdo dos componentes em faixas
coloridas. Este é provavelmente o motivo pelo qual a técnica € conhecida como
cromatografia (chrom = cor e graphie = escrita), podendo levar a errbnea ideia de que o
processo seja dependente da cor (BECKER, 2012).

A cromatografia pode ser utilizada para a identificacdo de compostos, por
comparagdo com padrbes previamente existentes, para a purificagdo de compostos,
separando-se as substancias indesejaveis e para a separacdo dos componentes de uma
mistura. Os processos cromatograficos sdo nomeados de acordo com o estado fisico da
fase mével. Dessa forma, por exemplo, quando se utiliza um gas como fase mével (gas de
arraste), chama-se o processo de cromatografia a gas (CG) e quando a fase movel é

liquida, designa-se como cromatografia liquida (CL). Na escolha do CG ou CL como método
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de separacdo, devem-se levar em consideracdo algumas propriedades como volatilidade e
estabilidade térmica dos analitos a serem analisados (BECKER, 2012).

Na cromatografia gasosa, a inje¢cdo da amostra é realizada em colunas capilares,
sendo os injetores utilizados do tipo split/splitless. No modo split ocorre a diluicdo da
amostra pelo gas de arraste, sendo esse modo de injecao utilizado quando os compostos de
interesse estao em altas concentracdes e 0 modo splitless ndo ocorre essa diluicao, o que é
desejado para analise em nivel de tragcos, pois, nesse caso, maiores quantidades de
amostras necessitam entrar na coluna cromatogréafica (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

3.5 Microextracdo em Fase Solida (MEFS)

A qualidade de um método analitico é determinada pela qualidade de suas etapas.
Essa qualidade depende da técnica de amostragem, com a qual se seleciona uma fracdo
presumivelmente representativa da amostra primaria que deve identificar e quantificar os
analitos, componentes quimicos que a definem (VALENTE; AUGUSTO, 2000).

N&o se analisa, comumente, matrizes na forma bruta, por conterem interferentes e
incompatibilidade com equipamentos analiticos. Para evitar esses problemas sao
empregados procedimentos de preparo de amostra, na qual isola-se e concentra-se 0s
analitos em niveis adequados de limpeza, para ndo comprometer a analise quimica. Esse
preparo de amostra inclui, também, a sua compatibilizagdo com a técnica que fornecera os
dados quimicos. A microextracdo em fase sdlida — MEFS é uma opcao relativamente
recente, que tem sido empregada para essas operacdes que criam o elo entre a matriz
guimica e o instrumental analitico, sendo particularmente interessante para Cromatografia
Gasosa (VALENTE; AUGUSTO, 2000).

A Microextragdo em fase soélida (MEFS) foi introduzida em 1990 por Artur e
Pawliszyn, que utilizaram, nos primeiros experimentos, fibra 6tica com e sem revestimento
com fases poliméricas liquidas e soélidas. O desenvolvimento dessa técnica resulta na
incorporacdo de fibras revestidas com fases poliméricas dentro de uma microseringa,
determinando o primeiro dispositivo de MEFS (NICOLLI, 2009).

A técnica de extracdo por MEFS foi desenvolvida para facilitar o preparo rapido das
amostras. Permite concentragdo simples e rapida, que dispensa o uso de solventes
extratores e a manipulacdo excessiva de amostra, diminuindo custo e tempo de analise. A
extracdo e a concentracdo de solutos ocorrem por meio de processos de adsor¢cdo ou
absorcdo em uma fina camada de fase extratora, que varia de 7 a 100 um de espessura,
podendo ser polimérica ou adsorvente, que reveste a superficie externa de fibra de silica
fundida, 10 mm de comprimento e 110 a 160 um de didmetro. A fibra de silica fundida fica

dentro de uma agulha de aco inox que € rosqueada junto ao dispositivo de MEFS (Figura 1).
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Figura 1 Agulha de acgo inox com a fibra de silica fundida revestida com a fase extratora

MEFS.
Fonte: (VALENTE; AUGUSTO, 2000).

O seu principio basico é simples: a adsorcéo é realizada expondo a fibra de silica
recoberta com um filme de material sorvente (polimeros ou adsorventes solidos),
diretamente na amostra ou ao seu espaco confinante (headspace), e a desorcéo ocorre em
um instrumento analitico adequado para a sua separacdo, identificacdo e quantificacéo
(Figura 2) (ARTHUR, 1990; SARTORATTO, 2006; NICOLLI, 2009;).

Figura 2 Dispositivo de MEFS. Fonte: VALENTE; AUGUSTO, 2000.

Heleno et al. (2010) usaram MEFS-CG para otimizacdo e validacdo de método para
avaliacdo de compostos de BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xilenos) em &gua. Foi

utilizada a fibra MEFS Carboxen/Polydimethysiloxane, agulha 24 ga, 75 mm (Supelco™). Na
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otimizacao das condi¢des analiticas foram escolhidos trés métodos analiticos mais comuns
utilizados para esse fim: extragdo dos analitos por headspace com determinagdo por CG-
DIC (Detector de lonizacdo de Chama) e por CG-EM (Espectrometria de Massa) e extracao
dos analitos por headspace e MEFS com determinacdo por CG-EM. Varios parametros
analiticos foram otimizados, tais como tempo e temperatura de extracdo, quantidade de sal
na solucéo, relacdo entre as fases liquida e vapor, além do controle de temperatura e tempo
para a extracao por MEFS.

Poppi, Gebara e Prates (2011) analisaram pesticidas organoclorados em agua
usando MEFS em CG/MS. Foram avaliadas cinco fibras comerciais com diferentes
recobrimentos: polidimetilsiloxano 100 ym (PDMS), polidimetilsiloxano/divinilbenzeno 65 um
(PDMS/DVB), divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano 50/30 um (DVB/CAR/PDMS) e
poliacrilato 85 um (PA), todas da marca Supelco (Bellefonte, PA, USA), e a fibra NiTi-ZrO2,
produzida na Universidade Federal de Santa Catarina. As extracdes dos pesticidas foram
realizadas usando uma aliquota da amostra de 5 mL em vial de 15 mL com tampa fendlica,
septo de Politetrafluoretileno/silicone de 11 mm e holder manual. Os recobrimentos de fibra
foram avaliados em extracbes headspace em banho-maria sem agitacdo com tempos de
extracdo e dessorcado de 60min e 2 min, respectivamente, temperatura de extracdo de 70 °C
e solucdo de pH 6. A fibra DVB/CAR/PDMS 50/30 um mostrou melhor resposta e menores
coeficientes de variacdo para as triplicatas, sendo selecionada para outros experimentos.
Foram analisados quantitativamente 18 pesticidas organoclorados em 31 amostras de agua,
das quais 16 apresentaram pesticidas.

Sartoratto (2006) desenvolveu metodologias em Microextracdo em Fase Sdélida
(MEFS) para utilizacdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia. Utilizou uma interface de
dessorcao por MEFS e uma fibra sol-gel Carbowax 20M ormosil para analise de pesticidas
organofosforados, onde foram avaliados o0s principais parametros de validacao:
sensibilidade, linearidade, exatidao, precisao, limites de deteccdo e quantificacdo. O autor
relacionou também a composicao quimica de compostos volateis de plantas analisados por
MEFS-GC-MS com a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais. Essa avaliacdo dos
volateis foi feita utilizando-se dois tipos de fibras comerciais: PDMS (polidimetilasiloxano) e
PDMS/DVB (Polidivinilbenzeno) e também pela andlise do 6leo essencial obtido por
métodos tradicionais. A andlise de volateis de plantas por meio da técnica MEFS-GC
mostrou-se eficiente quando comparada com a analise dos 6leos essenciais obtidos por
técnicas tradicionais (hidrodestilagdo em sistema Clevenger), com a vantagem do uso de
pequena quantidade de amostra e eliminacdo do uso de solventes orgénicos. A fibra
PDMS/DVB (65 um) mostrou-se mais eficiente para extracdo dos volateis em comparacéo
com a fibra PDMS (100 um).

Abalos, Bayona e Pawliszyn (2000) desenvolveram um procedimento analitico

baseado em MEFS por headspace acoplada a GC/MS para a determinagdo de &cidos
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organicos volateis livres em amostras de agua residuaria avaliando cinco diferentes
revestimento de fibra de MEFS. A polidimetilsilioxano-Carboxen foi mais eficiente na
extracdo de acidos organicos de cadeia mais curta (acético e propiénico) e os parametros
tempo de extracdo, temperatura, tempo de dessorcéo, agitacdo e volume de amostra, pH e
adicdo de NaCl (Cloreto de Sadio). A extracao foi realizada em 20 min a 25 °C com agitagéo
vigorosa, solucdo com pH de 1,5 e saturada de NaCl, e a dessor¢do no injetor ocorreu em 5
min a 300 °C. O procedimento mostrou-se confiavel para o monitoramento de aguas
residuarias de efluentes urbanos.

Em sua pesquisa, Spinhirne et al. (2002) testou a viabilidade da recuperacdo de
acido acético, butirico e propiénico na fermentacdo do liquido ruminal pelo método de
headspace por MEFS. Inicialmente, seis tipos de revestimentos de fibra de MEFS foram
avaliados quanto a sua capacidade de extrair os compostos a partir de padrdes de acidos
organicos volateis em tempos de amostragem de 1 minuto. A partir desse experimento foi
selecionada para o estudo a fibra com revestimento DVB / Carboxen / PDMS 50/30pm. A
amostragem foi realizada a cada hora com a exposi¢cado da fibra em dois erlenmeyers com
septo, que estavam em banho-maria a 39 °C, sendo agitados por 2 min apés cada
amostragem. O espaco superior de cada erlenmenyer (headspace) foi amostrado
sequencialmente, cada hora, utilizando a fibora de MEFS. Amostras coletadas por MEFS
foram analisadas utilizando um cromatdgrafo Varian 3800 CG acoplada a um MS Saturn
2000 e os analitos encontrados foram inicialmente identificado com o NIST — National

Institute of Standards and Tecnhnology (Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia).

3.6 Planejamento experimental

A necessidade crescente da otimizacdo de experimentos, minimizacdo de custo e de
tempo para conseguir resultados e obter o maximo de rendimento, produtividade e
gualidade de produtos leva profissionais multidisciplinares a buscarem novas técnicas
sistematicas de planejamento experimental.

O método de planejamento fatorial, juntamente com a analise de superficie de
resposta, ferramenta fundamentada na teoria estatistica, fornece informacgdes seguras do
processo, diminuindo o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro (RODRIGUES;
IEMMA, 2009).

Nos diversos tipos de planejamento experimental, os sistemas de planejamento
fatorial destacam-se, permitindo avaliar simultaneamente o efeito de varidveis que podem
influenciar na resposta, partindo de um ndmero reduzido de ensaios experimentais quando
comparado a processos univariados (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

O planejamento fatorial tem diversas vantagens, tais como redugédo de namero de

ensaios sem prejuizo da qualidade da informacéo; estudo simultaneo de diversas variaveis e
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determinacéo da confiabilidade dos resultados. Esse planejamento € uma técnica estatistica
utilizada para determinar variaveis que exercem maior influéncia no desempenho de
determinado processo e, com isso, obter melhorias, tais como: aumento de rendimento,
reducdes de tempo, diminuindo o custo operacional, reducdo da variagdo do processo e
melhor concordancia entre valores encontrados experimentalmente e 0s previstos
(CALADO; MONTGOMERY, 2003; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

A escolha da melhor estratégia do planejamento experimental depende
principalmente do nimero de variaveis independentes, controladas no processo, também
chamadas de fatores ou regressores da faixa de variacdo dessas e a da variavel resposta.
Quando necessita desenvolver ou melhorar um processo, o pesquisador precisa planejar um
experimento para avaliar os efeitos que suas variaveis independentes tém sobre as
respostas. Entre as técnicas, com o objetivo de reduzir o nimero de pontos experimentais,
existe uma, o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), que utiliza os
delineamentos compostos para estudo em que o erro experimental, em geral, é bem
pequeno, e as condicbes do experimento sdo mais facilmente controlaveis. Um dos
caminhos para a resolu¢do de um problema experimental pode ser apresentado de forma
esclarecedora na conducdo de duas ou trés variaveis independentes, utilizando o DCCR,
tratamento, no caso, relativo ao ponto central (MATEUS, 2001; CALADO; MONTGOMERY,
2003; CHAVES, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento do método de Microextracdo em Fase Sélida — MEFS foi
realizado no Laborat6rio de Andlises Agro Ambientais (LAAA) da Universidade do Oeste do
Parana (UNIOESTE), localizado no Campus de Cascavel.

4.1 Extracédo e quantificacao dos acidos

Para otimizar as condicdes do método cromatografico, selecionou-se a fibra que
seria adequada para extrair os acidos organicos volateis (AOV), considerando a polaridade
dos compostos a serem analisados e a sua volatilidade. Inicialmente, trés tipos de
revestimentos de fibora de MEFS foram avaliados (polidimetilsiloxano, poliacrilato e
carbowax) quanto a sua capacidade de extrair os compostos a partir das solucdes de
padrdo de AQV. As fibras foram previamente condicionadas no injetor do cromatografo
CG/MS a 250 °C por 6 horas.

As duas colunas avaliadas foram Rtx®-5MS (5% fenil, 95% dimetilpolissiloxano), da
Restek® de 30 m x 0,25 mm ID revestida com 0,25 um, e a Nukol de 30 m x 0,25 mm ID
revestida com 0,25 mm (Supelco™).

Para o preparo da solucdo mae de 15.000 mg L™* para cada composto (acético,
butirico e propibnico), utilizou-se os padrées de &cido butirico (pureza = 99%) e propidnico
(pureza > 99,5%) da marca Vetec (Brasil). O acido acético (pureza 99,7%) foi adquirido da
Sigma-Aldrich. A &gua utilizada foi obtida por destilador, o0 NaCl da Vetec (Brasil) e o HCI
(0,1 M) preparado a partir do reagente da Vetec (Brasil). As solu¢Bes foram preparadas em
balBes volumétricos de 100 mL utilizando 4gua destilada.

Para identificar os ions dos compostos de interesse foram utilizados os padrées de
acido acético, propiénico e butirico na concentragdo de 500 mg.L™, respectivamente. As
solucdes foram preparadas em vial de 40 mL lacrados com septos de silicone (Pierce,
Rockford, IL — EUA) contendo barras para agitagdo magnética, saturadas com 6 g de NacCl,
pH 2,0 e aquecidas em banho-maria a 60 °C, sob agitagdo, por 20 min, e o tempo de
exposicao da fibra no headspace foi de 10 min. Essa concentracdo foi utilizada para obter o
sinal suficiente na detec¢do de massa.

Baseando-se nos resultados da primeira fase, a fibra de
Polidimetilsiloxano/Carboxem, agulha 24 ga, 85 mm (Supelco™) e a coluna cromatografica
Nukol de 30 m x 0,25 mm ID revestida com 0,25 mm (Supelco™) foram selecionada para

esse estudo.
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Apbs o preparo da solucédo de trabalho, a andlise desses compostos consistiu na
injecdo da fibra no injetor do cromatografo, realizando a dessor¢do, separacdo e
determinacdo dos tempos de retencéo dos picos referentes a cada composto.

Para a determinacdo das melhores condicbes de identificacdo dos picos dos
compostos, o equipamento foi operado no modo SCAN. Os analitos foram inicialmente
identificados com Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Foi utilizada a
biblioteca do usuério do CG/MS para determinacdo dos tempos de retencdo e de
gualificacdo dos ions para todos os compostos, acido acético, propidnico e butirico.

A analise cromatogréfica foi efetuada utilizando um Cromatdgrafo gasoso acoplado

a Espectrometria de massa GCMS-QP2010 SE (Shimadzu Corporation, Kioto, Jap&o).

4.2 Condi¢cdes cromatogréficas

Apo6s serem obtidas as condicdes necessarias para separacdo cromatografica e
posterior deteccéio, foram injetadas concentracdes de 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 mg.L™ de
padrdes de acido acético, butirico e propiénico individuais, realizando para cada um deles
uma curva de calibragéo.

As solucdes foram preparadas em vial de 40 mL lacrados com septos de silicone
(Pierce, Rockford, IL — EUA) contendo barras para agitagdo magnética, saturadas com 6 g
de NaCl, pH 2,0. O vial foi mergulhado em banho de 6leo mineral e aquecido a 65 °C, sob
agitacao, por 20 min.

Em seguida, o vial foi retirado do banho, para o processo de adsorcdo dos
compostos, a fibra foi colocada em suporte apropriado (Supelco PN 57330 U) e introduzida
no espaco confinante (headspace) do vial por 10 min.

A andlise cromatogréfica foi efetuada no Cromatografo gasoso — Espectrometria de
massa GCMS-QP2010 SE (Shimadzu Corporation, Kioto, Japao), utilizando-se uma coluna
Nukol de 30 m x 0,25 mm ID revestida com 0,25 mm (Supelco™), fibra com revestimento
de Polidimetilsiloxano/Carboxem, agulha 24 ga, 85 mm (Supelco™). Como gas de arraste
foi utilizado Hélio 99,9% pureza (White Martins) com fluxo constante de 1,52 mL/min. A
temperatura do forno foi programada a partir de 60 °C por 3 min, em uma taxa de 4 °C por
min, estabilizando a 180 °C por um min, com tempo de corrida total de 34 min. O injetor foi
mantido a 200 °C, sem divisdo de fluxo (modo splitless), e o detector foi mantido a 260 °C,
temperatura indicada para a fibra.

Na sequéncia, procedeu-se inje¢cdes cromatograficas dos padrées de acidos acético,
propidnico e butirico com concentracdo de 50 mg.L™, para quantificar a recuperagéo dos
acidos, com solugbes preparadas nas mesmas condigbes que os padrbes da curva de

calibracéo.
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4.3 Planejamento experimental

Para otimizar a quantificacdo do AQV, as variaveis estudadas apds determinar as
condi¢cdes do método foram tempo de exposicao da fibra (min), concentracdo de NaCl (%) e
temperatura de aquecimento (°C) para extracdo dos compostos.

Para realizar o experimento foi utilizado o delineamento composto central rotacional

2%, Os fatores selecionados e seus respectivos niveis estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Matriz do planejamento e niveis dos fatores estabelecidos para extracao dos
acidos organicos volateis acético, butirico e propiénico

Niveis
FATORES o 1 0 1 T a
Tempo de exposicdo da fibra (min) 6:36 10 15 20 23:24
Concentracéo de NacCl (%) 0 8,10 20 31,9 40
Aquecimento (°C) 35 41 50 59 65

a=1+1,68

A Tabela 2 apresenta a matriz do planejamento composto central rotacional com
seus valores reais entre parénteses e codificados. Foram realizados de forma aleatéria oito

ensaios principais, seis ensaios nos pontos axiais e trés repeticbes no ponto central.

Tabela 2 Valores codificados e reais entre parénteses dos fatores utilizados para
determinacdo da recuperacdo dos 4cidos organicos

Fatores
Ensaio Tempo de exposicdo dafibra Concentragdo de NaCl  Aquecimento
(minutos) (%) (°C)
01 -1 (10) -1 (8,10) -1 (41)
02 +1 (20) -1 (8,10) -1 (41)
03 -1 (10) +1 (31,9) -1 (41)
04 +1 (20) +1 (31,9) -1 (41)
05 -1 (10) -1 (8,10) +1 (59)
06 +1 (20) -1 (8,10) +1 (59)
07 -1 (10) +1(31,9) +1 (59)
08 +1 (20) +1(31,9) +1 (59)
09 0 (15) 0 (20) 0 (50)
10 0 (15) 0 (20) 0 (50)
11 0 (15) 0 (20) 0 (50)
12 -1,68 (6:36) 0 (20) 0 (50)
13 +1,68 (23:24) 0 (20) 0 (50)
14 0 (15) -1,68 (0) 0 (50)
15 0 (15) +1,68 (40) 0 (50)
16 0 (15) 0 (20) -1,68 (35)
17 0 (15) 0 (20) +1,68 (65)

* O nimero do ensaio ndo indica a ordem que ele foi realizado
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4.4 Recuperacao dos acidos

A recuperacao dos acidos foi calculada tendo como base a concentracao tedrica dos
padrdes, 50 mg.L™.

% de recuperacao = concentracdo em cada ensaio x 100
Concentracao tedrica

4.5 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa Estatistic versdo 8.0 (STATSOFT
INC, 2007). Foi possivel avaliar o erro puro e a reprodutibilidade do processo por meio dos
resultados obtidos nos ensaios na condi¢cdo de ponto central. Estabeleceu-se o nivel de
10% de significancia, pois em delineamentos de selecdo de fatores ou quando se trabalha
com processos complexos é mais prudente se trabalhar com esse nivel. Com tal estratégia,
minimiza-se o risco de excluir da etapa seguinte algum fator importante para o processo
(RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Os dados obtidos apds realizar o planejamento DCCR 2° foram analisados de
maneira a calcular os efeitos principais e de interacbes das variaveis sobre as respostas,
determinando-se quais os fatores significativos (p<0,1) e ajustando-se um modelo de
segunda ordem para correlacionar as variaveis e suas respostas. Os coeficientes
significativos do modelo foram avaliados por meio do teste “t” (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
na qual foi possivel verificar a validade estatistica e a capacidade de predicdo dos modelos
matematicos obtidos para as respostas, por meio do valor da relacdo entre F
calculado/F tabelado. Quanto maior € o F calculado em relagédo ao F tabelado, melhor é o
ajuste do modelo matematico aos dados experimentais. O valor F da falta de ajuste (média
guadréatica da falta de ajuste / média quadratica do erro puro) também foi comparado ao F
tabelado (Fra / Fwp) €, Nesse caso, quanto menor o valor, menor é a falta de ajuste do
modelo matematico aos dados experimentais (CHRIST, 2006).

Por fim, utilizou-se a metodologia de otimiza¢do simultanea por meio do método
de Derringer e Suich (1980). Esse, por sua vez, esta baseado na definicho de uma
funcdo de desejabilidade para cada resposta, com valores restritos ao intervalo [0,1],
sendo zero um valor inaceitavel e um o valor mais desejavel (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). No mesmo software citado anteriormente, foi possivel

estabelecer valores para otimizar simultaneamente as trés respostas principais
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avaliadas no processo: tempo de exposicdo da fibra, concentracdo de NaCl e

aquecimento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os cromatogramas tipicos de amostras de AOV coletadas no headspace sé&o
apresentados na Figura 3. Os compostos apresentaram um perfil cromatografico distinto
para os acidos acético, propibnico e butirico.

287,660 ' B
a
|
r'\_
= o
- -
+ n
1 |
: . - A | : :'..-'-I-.
14.0 150 16.0 17.0 18.0 19.0 200
1) (2) 3)

Figura 3 Cromatogramas dos padrbes de acidos organicos volateis, (1) acético, (2)
propionico e (3) butirico.

Os tempos de retencado e de qualificacdo ions para todos os compostos identificados
positivamente estdo resumidos na Tabela 3. Detectando os AOV de baixo peso molecular,
considera-se consistente a suposicdo de volatilizacdo eficiente dos compostos da fase

liquida para o espaco livre (headspace).

Tabela 3 Tempo de retencao e de qualificacdo dos ions para os compostos identificados

Picos Compostos Tempo de retengdo (min) Cas n° fons qualificados
1 Acético 14,52 64-19-7 43 e 60
2 Butirico 19,7 107-92-6 54 e 83
3 Propiénico 17,1 79-09-4 45e 74

Os resultados encontrados utilizando o método de headspace por MEFS com a fibra
PDMS/Carboxen de 85 foram acido acético, tempo de retengéo (14,52 min) e ions (43 e
60), &cido butirico, tempo de retencéo (19,7) e ions (54 e 83) e &cido propidnico, tempo de
retencdo (17,1) e ions (45 e 74).

Em sua pesquisa, Spinhirne, Koziel e Chirase (2002) também verificaram a
viabilidade da recuperacdo de acido acético, butirico e propiénico, pelo método de
headspace por MEFS selecionando para o estudo a fibra com revestimento DVB / Carboxen

/ PDMS 50/30um, e identificaram o acido acético, tempo de retencdo (6,57min) e ions (43,
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45 e 60), propionico, tempo de retencéo (7,53) e ions (73,74 e 45) e butirico com tempo de
retencdo 8,55 e ions de 73,60 e 42. Os analitos foram inicialmente identificados com Uniao
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Foi utilizada a biblioteca do usuério do
CG/MS para determinacgéo dos tempos de retencao e de qualificagdo dos ions para todos os
compostos, acido acético, propidnico e butirico

5.1 Resultados relativos ao planejamento DCCR 2°

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados e as porcentagens de recuperacao
para as concentracées de acido acético, propionico e butirico definidas pelo planejamento
delineamento composto central rotacional que avaliou os fatores: tempo de exposicdo da
fibra (min), concentracdo de NaCl (%) e aquecimento (°C).

A concentracdo de éacido acético apresentou média geral de 37 mg.L™ com
variacdes de 15,8 a 71 mg.L™ para os ensaios 01 e 08, respectivamente. A condi¢do do
ensaio 01, que utilizou o tempo de exposi¢do da fibra em 10 min, a concentracdo de NacCl
em 8,10% e aquecimento a 41 °C, quando comparada ao ensaio 08, em que a exposi¢do da
fibra foi de 20 min, concentracdo de NaCl 31,9% e aquecimento 59 °C, observa-se que, no
ensaio 08, o efeito de tempo de exposicdo da fibra, concentracdo de NaCl e aguecimento

com condi¢Bes superiores ao ensaio 01, aumentaram a concentracdo de 4cido acético.

Tabela 4 Valores de concentracdo e porcentagem de recuperacao (entre parénteses) dos
acidos organicos para os ensaios realizados ap6s o planejamento DCCR 23

Ensaio Acético (mg.L™) Propiénico (mg.L")  Butirico (mg.L™)
01 36,0 (72,0%) 28,4 (56,8%) 25,9 (51,8%)
02 35,3 (70,6%) 28,6 (57,2%) 26,3 (52,6%)
03 61,2 (122,4%) 54,4 (108,8%) 54,9 (109,8%)
04 15,8 (31,6%) 11,0 (22,0%) 8,7 (17,4%)
05 50,0 (100,0%) 21,7 (43,4%) 16,5 (33,0%)
06 35,0 (70,0%) 28,6 (57,2%) 26,3 (52,6%)
07 21,6 (43,2%) 17,1 (34,2%) 15,0 (30,0%)
08 49,8 (99,6%) 42,6 (85,2%) 42,0 (84,0%)
09 19,3 (38,6%) 15,1 (30,2%) 12,8 (25,6%)
10 21,0 (42,0%) 16,2 (32,4%) 13,9 (27,8%)
11 19,7 (39,4%) 12,9 (25,8%) 9,6 (19,2%)
12 28,6 (57,2%) 21,1 (42,2%) 17,5 (35,0%)
13 19,8 (39,6%) 13,6 (27,2%) 10,5 (21,0%)
14 71,4 (142,8%) 63,3 (126,6%) 63,6 (127,2%)
15 42,6 (85,2%) 30,6 (61,2%) 26,0 (52,0%)
16 55,8 (111,6%) 40,0 (80,0%) 35,3 (70,6%)
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17 43,4 (86,8%) 36,4 (72,8%) 34,0 (68,0%)

Os valores para a concentracéo de &cido propiénico apresentaram média 28 mg.L™* com
variacdo de 11,0 a 63,3 mg.L ", para as condicdes do ensaio 01 e 08, respectivamente.
Para a concentracdo do Acido butirico observou-se a média de 29 mg.L™*, com
variacdo de 8,7 (ensaio 01) a 63,6 mg.L™ (ensaio 08).
Os valores para a recuperacdo dos acidos apresentaram uma média de 73,68%
com variacdo de 31,6 a 142,8% (acético), 56,66% com variagdo de 22,0 a 126,6%
(propidnico) e 51,62% com variacdo de 17,4 a 127,2% (butirico) nos ensaios 01 e 08,

respectivamente.

5.2 Efeito da condicdo de concentracdo do acido acético utilizando tempo de
exposicéao da fibra, concentragdo de NaCl e aquecimento

Os resultados das analises dos efeitos das condicdes de tempo de exposicdo da
fibra, concentracdo de NaCl e aquecimento sobre a concentracdo do acido acético estéao
apresentados em anexo na Tabela 1. Observam-se significativos os termos lineares de
tempo de exposicdo da fibra, que, mesmo apresentando um valor de p>0,10 (0,12),
mostrou-se importante para a recuperac¢do do acido, e o termo linear de concentracédo de
NaCl (p<0,10).

Na Figura 4 apresenta-se a estimativa dos efeitos lineares e quadraticos sobre a
concentracdo do acido acético. Observa-se que todos os fatores contribuiram para a
recuperacao, porém, somente o tempo de exposicao da fibra (13,1) e a concentracdo de
NaCl (28,8) foram significativos, demonstrando que contribuem para o0 aumento da
recuperacao do acido, com destaque para o fator de concentracado de NaCl, que apresentou

maior efeito positivo quando comparado ao tempo de exposicao da fibra.

35

H (1)Tempo exposi¢do da fibra (min)(L)
M Tempo exposi¢do da fibra (min) (Q)
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Figura 4 Estimativa dos efeitos lineares com erro padrdo dos fatores avaliados sobre a
concentracao de acido acético. *: significativo no nivel de 10% de significancia, ns:
nao significativo.

A Equacdo 1 descreve a concentracéo do acido acético (CAC) em mg.L™ previsto
pelo modelo em funcdo do tempo de exposi¢céo da fibra (EF), da concentracdo de NaCl (C) e
do aquecimento (AQ). Os parametros nado significativos foram adicionados a falta de ajuste
para analise de variancia.

CAC = 36,84+ 6,55 EF + 14,4 C Eq. (1)

O modelo foi avaliado por meio da analise de variancia apresentada na Tabela 5.
Observa-se que o valor da medida de adequacao de ajuste, o coeficiente de determinacao
(R? foi igual a 0,7658, havendo, portanto, uma boa explicacdo da variacdo total dos
resultados (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Tabela 5 Resumo da andlise de variancia para o ajuste do modelo em funcdo da
concentracao do acido acético

Fonte de Soma Graus de Quadrado F = =

variacéo Quadrética liberdade Médio c tab clttab
Regressao 3.416,56 2 1708,28 22,88 2,73 8,38
Residuo 1.045,12 14 74,65 - -
Falta de
ajuste 866,57 12 72,21 0,81 9,41 0,09
Erro Puro 178,55 2 89,28 - - -
Total 4.461,68 16 - - - -

Coeficiente de correlacdo R = 76,58%; F.: valor calculado; Fiap: 10% significancia.

Para a regresséo, o valor da relacdo entre F/Fy, foi igual a 8,38, sendo, deste
modo, maior que 1, e, dessa forma, o modelo para a concentracdo do acido acético foi
significativo. Para a falta de ajuste, o valor de F./F, foi igual a 0,09, sendo, portanto, menor
gue 1, o que resulta em um modelo ajustado para esse parametro (RODRIGUES; IEMMA,
2009).

Considerando que o modelo linear foi validado e ajustado aos dados experimentais,
foi possivel gerar a representagdo grafica da superficie de resposta, que esta apresentada
na Figura 5.
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Figura 5 Superficie de resposta para o parametro de concentracdo do 4cido acético (mg.L™)
em funcéo dos fatores tempo de exposicdo da fibra (min) e concentracdo de NaCl (%).

Na Figura 5 observam-se os efeitos lineares da concentracdo de NaCl (%) e do
tempo de exposicado da fibra (min). Com o aumento da concentracdo de NaCl de 0% a 40%
e do tempo de exposicao da fibra de 6,36 a 23,24 min, houve aumento da concentracédo do
acido acético, demonstrando o efeito positivo desse fator.

A andlise permite inferir que em um maximo de tempo de exposi¢cado da fibra, nas
condicbes estabelecidas, em maxima concentracdo de NaCl, que aumenta a transferéncia

dos &cidos da fase aquosa para a fase do gas, ha um aumento na concentracdo de acido
acetico.

5.3 Efeito da condicdo de concentracdo do acido propidnico utilizando tempo de
exposicao da fibra, concentracdo de NaCl e aguecimento

Os resultados das analises dos efeitos das condi¢cdes de tempo de exposi¢cdo da
fibra, concentragdo de NaCl e aquecimento sobre a concentragdo do acido propiénico estéo
apresentados em anexo na Tabela 2. Para essa resposta foi significativo (p<0,10) o termo
linear de concentracdo de cloreto de sodio. O termo linear aquecimento, mesmo
apresentando um valor de p>0,10 (0,12), foi considerado significativo para o processo de
recuperacao do acido propidnico.

Apresenta-se, na Figura 6, a estimativa dos efeitos lineares e quadraticos sobre a
concentracdo do &cido propidnico. Observa-se que todos os fatores contribuiram para a
recuperacao, porém, a concentracao de NacCl (26,7) e o aquecimento (10,9) foram os fatores
gue mostraram-se significativos, demonstrando que contribuem para o0 aumento da

recuperacdo do &cido. O fator de concentracdo de NaCl apresentou maior efeito positivo
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guando comparado ao aguecimento.

30 U (1)Tempo exposicdo da fibra (min)(L)
26,7% H Tempo exposi¢ido da fibra (min) (Q)
H (2) Concentracdo de NaCl (%)(L)
25 H Concentracdo de NaCl (%)(Q)

H (3) Aquecimento (2C) (L)
H Aguecimento (2C)(Q)
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Figura 6 Estimativa dos efeitos lineares com erro padrdo dos fatores avaliados sobre a
concentracdo de acido propionico. *: significativo ao nivel de 10% de significaAncia,
ns: ndo significativo.

A Equacéo 2 descreve a concentracdo do acido propionico (CAP) em mg.L™ previsto
pelo modelo em funcdo da concentracdo de NaCl (C) e do aquecimento (AQ). Os

parametros nao significativos foram adicionados a falta de ajuste para analise de variancia.
CAP =28,34 + 13,35 C + 5,47 AQ Eqg. (2)

Avaliou-se, por meio da andlise de variancia, o modelo para o resultado da
concentracao do acido propidnico (Tabela 6). Observou-se que a medida de adequacao do
ajuste do modelo, o coeficiente de determinacdo (R?) é igual a 0,7874, sendo considerado

de boa qualidade, explicando a variacao total dos resultados.

Tabela 6 Resumo da analise de variancia para o ajuste do modelo para a concentracdo do
acido propidnico

Fon_te de Soma_ Graus de Quadr_ado = = EE

variacao Quadratica  liberdade Médio c tab o' tab
Regressao 2.843,71 2 1421,86 25,93 2,73 9,50
Residuo 767,65 14 54,83 - -
Falta de
ajuste 649,45 12 54,12 0,92 9,41 0,10
Erro Puro 118,20 2 59,10 - - -
Total 3.611,36 16 - - - -

Coeficiente de correlacdo R” = 78,74%; F: valor calculado; Fiap: 10% significancia.

Para a regresséo, o valor da relacdo entre F./F, foi igual a 9,50, sendo, portanto,

maior que 1 e, dessa forma, o modelo para a concentracdo do &cido propidnico foi
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significativo. Para a falta de ajuste, o valor de F./Fy;, foi igual a 0,10, sendo, portanto, menor
gue 1, o que resulta em um modelo ajustado para esse parametro (RODRIGUES; IEMMA,
2009).

Considerando que o modelo quadratico foi validado e ajustado aos dados

experimentais, foi possivel gerar a representacdo gréafica, superficie de resposta que é
apresentada na Figura 7.

o oanodoid

Figura 7 Superficie de resposta para o parametro concentracéo do acido propidnico (mg.L™)
em funcéo dos fatores aquecimento (°C) e concentracdo de NaCl (%).

Observando a Figura 7, verificam-se os efeitos lineares da concentracdo de NacCl
(%) e do aquecimento (°C). Com o aumento da concentracdo de NaCl de 0% a 40% e do
aquecimento de 35 a 65 °C, houve aumento da concentragcdo do acido propibnico,
demonstrando o efeito positivo desses fatores.

A concentragdo maxima de NaCl, nas condi¢des estabelecidas, com um maximo de
aguecimento observa-se a elevada concentragédo de acido propibnico.

5.4 Efeito da condicdo de concentracdo do &cido butirico utilizando tempo de
exposicao da fibra, concentragdo de NaCl e aquecimento

Em anexo, na Tabela 3, estdo apresentados os resultados das analises dos efeitos
das condicdes de tempo de exposicao da fibra, concentragdo de NaCl (28,2) e aquecimento
(12,5) sobre a concentragdo do &cido butirico. Foram significativos ao nivel de 10% os
seguintes termos: linear do fator de concentracdo de NaCl e linear do fator de aguecimento.

Observa-se, na Figura 8, a estimativa dos efeitos lineares e quadraticos sobre a
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concentracdo do acido butirico. Todos os fatores contribuiram para a recuperagdo, porém,
observa-se que a concentragdo de NaCl e o aquecimento foram os fatores que mostraram-
se significativos, demonstrando que contribuem para o aumento da concentracdo do acido.
O fator de concentracdo de NaCl apresentou maior efeito positivo quando comparado ao

aquecimento.

30 28,2*  (1)Tempo exposi¢do da fibra (min)(L)
& Tempo exposi¢do da fibra (min) (Q)
25 | 1 (2) Concentragdo de NacCl (%)(L)

# Concentragdo de NaCl (%)(Q)
 (3) Aquecimento (2C) (L)

20 | # Aquecimento (2C)(Q)

M interacdo 1x2

Minteragdo 1 x3

Estimativa dos efeitos ( valores absolutos)
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; - =] |
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Figura 8 Estimativa dos efeitos lineares com erro padrdo dos fatores avaliados sobre a
concentracao de acido butirico. *: significativo ao nivel de 10% de significAncia,
ns: nao significativo.

Na Equacdo 3 descreve-se a concentracdo do &cido butirico (CAB) em mg.L™* em
funcdo da concentracdo de NaCl (C) e do aquecimento (AQ). Os parametros néao

significativos foram adicionados a falta de ajuste para analise de variancia.
CAB =25,81 + 14,12 C + 6,27 AQ Eq. (3)

O modelo para a concentragcdo do acido propionico foi avaliado na analise de
variancia apresentada na Tabela 7. Observa-se que o valor da medida de adequacéo do
ajuste do modelo foi igual a 0,8010, o modelo explica bem a variagéo total dos resultados
(RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Tabela 7 Resumo da analise de variancia para o ajuste do modelo para a concentragédo do
acido butirico

Fonte de Soma Graus de Quadrado

variacao Quadratica liberdade Médio Fe Fieo FelFian
Regressao 3.257,93 2 1628,97 28,17 2,73 10,32
Residuo 809,62 14 57,83 - -
Falta de ajuste 691,14 12 57,60 0,97 9,41 0,10
Erro Puro 118,48 2 59,24 - - -

Total 4.067,55 16 - - - -
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Coeficiente de correlagdo R? = 80,10%; F.: valor calculado; Fp: 10% significancia

A regresséo foi considerada significativa, devido ao fato da relacéo entre o valor de
F./Fiwp ter sido maior que um. Na andlise da falta de ajuste, com relacdo ao F./F, foi menor
gue um, o modelo foi considerado ajustado.

Com a validagdo e o ajuste do modelo aos dados experimentais, foi possivel gerar
a representacao gréafica e a superficie de resposta que sdo apresentadas na Figura 9.
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Figura 9 Superficie de resposta para o parametro concentracéo do acido butirico (mg.L™) em
funcao dos fatores aguecimento (°C) e concentracdo de NaCl (%).

Na Figura 9 verificam-se os efeitos lineares do aquecimento (°C) e da concentracao
de NaCl (%). Observa-se que o aumento do aguecimento de 35 a 65 °C e a concentracdo
de NaCl de 0% a 40% inferem no aumento da concentracdo do &acido butirico,
demonstrando o efeito positivo desses fatores.

O maximo de aquecimento, nas condi¢cdes estabelecidas, com a maxima
concentracdo de NaCl, observa-se o aumento da concentracdo do &cido butirico.

Heleno et al. (2010) usaram MEFS-CG para otimizag&o e validagdo de método para
avaliacdo de compostos de BTEX em agua. Foi utilizada a fibora MEFS Carboxen/Polydi-
methysiloxane, 24 ga, 75 mm (Supelco™). Na otimizagdo das condi¢cdes analiticas do
método foi escolhido o CG-EM (Espectrometria de massa) e extragdo por headspace e
MEFS. Varios parametros analiticos foram otimizados, tais como tempo e temperatura de
extracdo, quantidade de NaCl na solugéo, relacdo entre as fases liquida e vapor, além do
controle de temperatura e tempo para a extragdo por MEFS. A condi¢do que proporcionou a
resposta mais satisfatéria para o método definido foi: temperatura de 80 °C, tempo de
exposicao da fibra (extracdo) de 30 min, 2,50 g (25%) de cloreto de sddio e fragdo de fase

de 50%, ou seja, 10,0 mL de solugéo e 10,0 mL de headspace.
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No estudo de Komatsu e Vaz (2004), foi verificado que para a determinagdo de
pesticidas em agua o melhor tempo de exposicao da fibra para extracdo do analito foi de 30
min, a sensibilidade do método de extracdo aumenta na presenca de NaCl na solucdo, pois
com o aumento da concentragdo ibnica da fase aquosa, os analitos sdo conduzidos do
meio da solucdo para a fibra, devido ao efeito “salting out’. Observou-se que para 0s
compostos com grupamentos acidos ou basicos, o método de extracdo para amostras
aquosas no modo direto pode ser dificultado, devido a alta afinidade do analito com a matriz;
por esse motivo o pH baixo facilitou a extragao.

Abalos, Bayona e Pawliszyn (2000) desenvolveram um procedimento analitico
baseado em MEFS por headspace acoplada a GC/Espectrometria de Massa para a
determinacdo de acidos orgéanicos volateis livres em amostras de agua residuaria. A fibra
de MEFS com revestimento de polidimetilsiloxano-Carboxen foi mais eficiente na extragédo
de acidos organicos de cadeia mais curta (acético e propibnico). Para favorecer a
volatilizacdo dos compostos da fase aquosa para o headspace reduziram o pH da amostra e
os acidos demonstraram maior afinidade com a fibra. Observaram também que a saturacao
da fase aquosa com NaCl aumenta a transferéncia dos acidos da fase aquosa para a fase
do gas, as condicdes 6timas relatas foram pH 1,5 e solucdo saturada de NaCl. A extracédo
foi realizada em 20 min a 25 °C com agitacdo vigorosa e a dessor¢cao no injetor ocorreu em
5 min a 300 °C; o procedimento mostrou-se confiavel para o monitoramento de aguas
residudrias.

Na Figura 10 estdo apresentadas as condicBes otimizadas para cada um dos
fatores do processo e os valores previstos para as respostas. A desejabilidade global foi

igual a 91,9% das respostas desejadas.
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Figura 10 Analise de desejabilidade para a recuperacdo dos acidos acético, propidnico e
butirico em funcéo dos fatores tempo de exposicdo da fibra, concentracao de

NaCl e aquecimento.
Na Tabela 8 apresentam-se o0s valores otimizados para as condicbes de
recuperacao dos acidos acético, propidnico e butirico. O tempo de exposicao da fibra devera
ser de 23:24 minutos, a concentracdo de cloreto de sédio devera ser de 40% e a

temperatura de aquecimento igual a 65 °C.

Tabela 8 Valores codificados e reais para os fatores de recuperacdo dos 4cidos acético,
propibnico e butirico resultantes da otimizacdo global do processo

Fator Valor codificado Valor real
Tempo de exposicao da fibra 1,68 23:24 min
Concentracdo de NacCl 1,68 40%
Aquecimento 1,68 65 °C

As respostas para essas condi¢cdes estdo também apresentadas na Figura 10 e
tem-se: para o acido acético, 65,15%; para o 4cido butirico, 59,98%; e para o &acido butirico,
60,08% de recuperagdo. Porém, esses valores podem apresentar, nas condi¢cbes de
recuperacdo estabelecidas pela Tabela 11, uma variagdo de 8% devido a desejabilidade

global ter sido 91,9%, sendo inferior a 1, o0 que representaria 100%.
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6 CONCLUSOES

O aumento do tempo de exposicdo da fibra, a concentracdo de NaCl e o
aquecimento da solugdo contribuiram significativamente para a recuperacdo dos acidos
acético, propidnico e butirico.

A avaliagcdo simultanea das respostas e as condi¢des Otimas para o processo foram
definidas como: tempo de exposicao da fibra a 23:24 minutos, concentracdo de NacCl igual a

40% e aquecimento a 65 °C.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Nao foi possivel, durante a conducdo desse trabalho, realizar a etapa de correlacao
dos resultados obtidos dos acidos acético, propidnico e butirico por MEFS com resultados
da andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — HPLC. Sugere-se, entdo, que
sejam efetuadas andlises nas condi¢cdes experimentais 6timas encontradas e os dados

comparados com o método HPLC.
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9 APENDICES

Tabela 1 Efeitos lineares, quadraticos e das interacdes do planejamento DCCR 2° para a
resposta de concentracdo de acido acético

Desvio Limitede Limite de
Fator Efeito Padréo t(2) P confianga confianga
(erro puro) - 90% +90%
Média 30,43210 5,443666 5,590369 0,030540 14,5367 46,32753
(1)Tempo exposicéo
13,09458* 5,115774 2,659648 0,124711 -1,8434 28,03257

da fibra (min)(L)
Tempo exposicao da
fibra (min) (Q)

(2) Concentracéo de
NaCl (%)(L)
Concentragéo de
NaCl (%)(Q)

(3) Aguecimento (°C)
L

-0,11112  5,635933 -0,019716 0,986060 -16,5680 16,34573

28,81152* 5,115774 5,631897 0,030111 13,8735 43,74950

5,83418 5,635933 1,035175 0,409347 -10,6227 22,29102

4,89047 5,115774 0,955958 0,439978 -10,0475 19,82845

Aguecimento (°C)(Q) 10,25772  5,635933 1,820057 0,210356 -6,1991 26,71456
Interacéo 1 x 2 7,73900 6,681130 1,158337 0,366352 -11,7698 27,24780
Interagdo 1 x 3 1,12100 6,681130 0,167786 0,882184 -18,3878 20,62980
Interagéo 2 x 3 4,12400 6,681130 0,617261 0,599974  -15,3848 23,63280

Em que: *Coeficiente estatisticamente significativo (p<010)
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Tabela 2 Efeitos lineares, quadréaticos e das interacdes do planejamento DCCR 2° para a

resposta de concentracdo de acido propibnico

E;jg; Limite de  Limite de
Fator Efeito (erro t(2) p confianga confianga
- 90% +90%
puro)
Média 23,99902 4,429204 5,418359 0,032415 11,0658 36,93223
(1)Tempo
exposicdo da 9,13495 4,162417 2,194626 0,159411 -3,0192 21,28915
fibra (min)(L)
Tempo
exposicdo da 0,08556 4,585641 0,018659 0,986807 -13,3044 13,47557
fibra (min)(Q)
(2)Concentragao
26,71860* 4,162417 6,419012 0,023420 14,5644 38,87280
de NaCl (%)(L)
Concentracéo
6,99599 4,585641 1,525630 0,266621 -6,3940 20,38600
de NacCl (%)(Q)
(3)Aquecimento
10,94326* 4,162417 2,629065 0,119328 -1,2109 23,09746
oL
Aquecimento
3,73600 4,585641 0,814717 0,500818 -9,6540 17,12601
CC)Q)
Interacdo 1 x 2 6,17725 5,436059 1,136347 0,373634 -9,6960 22,05046
Interacdo 1 x 3 2,90325 5,436059 0,534073 0,646707 -12,9700 18,77646
Interacdo 2 x 3 6,18925 5,436059 1,138555 0,372895 -9,6840 22,06246

Em que: *Coeficiente estatisticamente significativo (p<010)
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Tabela 3 Efeitos lineares, quadraticos e das interagbes do planejamento DCCR 2° para a
resposta de concentracao de acido butirico

Ejjgg Limite de  Limite de
Fator Efeito (erro t(2) p confianga confianca
- 90% +90%
puro)
Média 21,61652  4,434460 4,874667 0,039600 8,6680 34,56508
(1)Tempo
exposicao da 7,97442 4,167356 1,913544 0,195795 -4,1942 20,14304
fibra (min)(L)
Tempo
exposicao da -0,38923 4,591083 0,940159  -13,7951 13,01666
: . 0,084780
fibra (min)(Q)
(2)Concentragao
28,24687* 4,167356 6,778128 0,021080 16,0783 40,41550
de NaCl (%)(L)
Concentracéo de
7,92993 4,591083 1,727246 0,226265 -5,4760 21,33582
NaCl (%)(Q)
(3)Aquecimento
12,53711* 4,167356 3,008408 0,095007 0,3685 24,70573
oL
Aquecimento
2,93028 4,591083 0,638255 0,588639  -10,4756 16,33618
CC)Q)
Interagéo 1 x 2 6,31325 5,442510 1,159989 0,365811 -9,5788 22,20530
Interagéo 1 x 3 3,58825 5,442510 0,659301 0,577465  -12,3038 19,48030
Interagéo 2 x 3 7,97975 5,442510 1,466189 0,280251 -7,9123 23,87180

Em que: *Coeficiente estatisticamente significativo (p<010)



