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RESUMO

No presente trabalho, fibras de vidros foram utilizadas como suporte para
deposicdo de uma camada de Oxido de Zinco (ZnO) e uma camada de Zeolitic-
Imidazolato Frameworks-8 (ZIF-8), ambas para aplicacdo da técnica de
microextracdo em fase sélida (SPME). O recobrimento das fibras com ZnO foi
realizado por meio da técnica “dip coating”, utilizando como reagente precursor do
ZnO, nitrato de zinco e hexametilenotetramina. Para a sintese do ZIF-8 foi utilizado
0 precursor 2-metilimidazol. As fibras foram caracterizadas pela técnica de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) para avaliar a morfologia das mesmas
sem recobrimento, com recobrimento do 6xido de zinco e com o recobrimento do
ZIF-8. A técnica de Difracdo de Raio X (DRX) permitiu obter o padréo de difragéo
dos cristais de ZnO e do ZIF-8. Para avaliar a estabilidade térmica ZnO e do ZIF-8
utilizou-se a técnica de analise termogravimétrica (TGA), obtendo-se estabilidade
térmica do material em torno de 400 °C. Os resultados obtidos por MEV mostram
que o metodo de sintese em meio metandlico apresentou um recobrimento da
camada de ZnO homogéneo e regular em formas de nanobastdes e, para a sintese

do ZIF-8, a formacédo da rede Framework-8. Sendo assim, utilizou-se as fibras
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recobertas com ZnO em meio metanodlico para aplicacdo da técnica de SPME
utilizando um amostrador headspace (HS) acoplado a um cromatégrafo gasoso
com deteccdo por ionizagdo de chama (CG-FID) nas determinacdes
cromatograficas dos solventes residuais acetona, diclorometano, metanol, butanol
e acetato de etila. Na etapa cromatogréfica foi realizada a otimizacdo do método,
na qual testaram-se os parametros de temperatura de incubacéo, tempo de
incubacédo, tempo de extracao/sorcdo e tempo de dessorcdo, obtendo-se como
resultado 70 °C, 10 minutos, 1 minuto e 4 minutos, respectivamente. Apos a
otimizagdo dos parametros do método, foi realizado a validagdo da metodologia
analitica para determinacdo dos solventes. O método mostrou-se especifico,
auséncia de coeluicdo entre os analitos estudados. Para a linearidade na faixa de
concentragdo de 5,99 a 299,93 pug mL* obteve-se coeficiente de correlagdo (R) de
0,9938, 0,9983, 0,9988 e 0,9982 para o metanol, butanol, diclorometano e acetato
de etila, respectivamente. O método mostrou-se exato na faixa de recuperacao de
80 a 120% e preciso, obtendo desvio padréo relativo menor que 15% em todas
determinacdes nos niveis 1 (20%), 4 (80%) e 6 (120%). O método apresentou-se
robusto, e possui grande potencial para ser utilizado em determinacdes de

solventes residuais.

Palavras-chave: Microextragdo em fase sélida, recobrimento, 6xido de zinco

(Zn0O), Zeolitic-imidazolato Frameworks-8 (ZIF-8), cromatografia gasosa.
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ABSTRACT

In this work, glass fibers have been used as support for the decomposition of a Zinc
Oxide (ZnO) layer and a Zeolitic-Imidazolate Framewoks-8 (ZIF-8) layer, both for
the application of Solid Phase Micro-Extraction (SPME) technique. The coating ZnO
fiber was obtained by dip coating technique in and by using zinc nitrate and
hexamethylenetetramine as precursor reagents of the ZnO. The synthesis of ZIF-8
was used the 2-methylimidazole as precursor. The fibers were characterized by
Electron Microscopy Scanning (SEM) to evaluate their morphology of fibers without
coating, fibers with zinc oxide coating and fibers with ZIF-8 coating. The X-ray
Diffraction (XRD) technique has allowed attaining the diffraction standard of the ZnO
and ZIF-8 crystals. Thermogravimetric analysis (TGA) was performed to evaluate
the thermal stability of ZnO and ZIF-8, indicating thermal stability around 400 °C.
The SEM results indicated that the synthesis method in methanolic medium has
presented a homogenous and regular coating of the ZnO layer in nanorods shape
and, for the ZIF-8 synthesis, the Framework-8 net formation. As such, the ZnO
coated fibers were used in the methanolic medium to the application of the SPME
technique by using a Headspace sampler (HS) coupled to a gas chromatograph
with flame ionization detection (GC-FID) in the chromatographic determination of

XVi



the following residual solvents: Acetone, dichloromethane, methanol, butanol and
ethyl acetate. The method optimization was performed in the chromatographic step,
in which four parameters were tested: the incubation temperature, incubation time,
extraction/ sorption time and desorption time. The obtained values were 70 °C, 10
minutes, 1 minute and 4 minutes, respectively. After methods optimization, the
analytical methodology validation was performed to determine the solvents (quantify
the solvents). The method was shown to be specific, absence of coelution between
the analytes studied. For the linearity in the concentration interval from 5,99 to
299,93 pug mL* the correlation coefficient (R) was 0,9938, 0,9983, 0,9988 and
0,9982 for methanol, butanol, dichloromethane and ethyl acetate, respectively. The
method has shown precision and accuracy in the recovery interval, from 80 to 120%,
presenting Relative Standard Deviation (RSD) not more than 15% in all
determination levels 1 (20%), 4 (80%) and 6 (120%). The method has also
presented Robustness and a large potential for residual solvents determination.

Key words: Solid phase microextraction, coated fibers, Zinc oxide (ZnO), Zeolitic-

Imidazolate Frameworks-8 (ZIF-8), gas chromatography.
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1. INTRODUCAO

No desenvolvimento e fabricacdo de formulagdes farmacéuticas e insumos
farmacéuticos ativos (IFA’s), sdo necessarios em suas rotas de sinteses um
elevado numero de solventes organicos volateis, que nem sempre sao totalmente
removidos durante o processo de fabricacao (YU et al., 2010). Esses solventes ndo
apresentam valor terapéutico e, por conta disso, podem representar risco a saude
do consumidor, tendo em vista que esses residuos podem vir a apresentar
toxicidade e efeitos adversos em sua administracao. A quantificacdo dos mesmos
€ fundamental para garantir a eficacia, a seguranca e a estabilidade em produtos
farmacéuticos (Resolucédo RDC n° 57, 2009; United States Pharmacopeia, 2009;
International Conference on Harmonization, 1997).

E importante que a concentracdo desses residuos esteja dentro dos limites
especificados pela legislacdo. Essa verificacdo é realizada nos testes de solventes
residuais, geralmente tais procedimentos ndo sdo mencionados em monografias
ou compéndios nas farmacopeias, uma vez que os solventes utilizados na sintese
variam entre fabricantes. No Brasil o teste de solventes residuais entrou em vigor
através da RDC n° 57 de 18 de novembro de 2009, visando melhorar a qualidade

do IFA garantindo um controle de qualidade efetivo no processo do produto final.

Internacionalmente o 6rgdo que rege os limites permitidos de solventes
residuais em produtos farmacéuticos é o Intenational Conference on Harmonization
of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use
(ICH) pelo guia Q3C(R5). O guia traz trés classifica¢cdes para solventes residuais
relacionadas a sua toxicidade e riscos potenciais. A primeira classe inclui os
solventes mais toxicos, tais como benzeno, tetracloreto de carbono, dicloroetano,
dicloroeteno e tricloroeteno, a segunda inclui solventes com toxicidade inerente, na
qual o agente toxico pode provocar efeitos nocivos em organismos vivos e devem
ser limitados em produtos farmacéuticos e a terceira os solventes potencialmente
de menor risco (ICH, 1997).

Uma das técnicas mais comumente utilizada para a determinacéo dos limites

de solventes residuais € a cromatografia gasosa de alta resolugdo com deteccéo



por ionizacdo de chama agregado a um amostrador automatico do tipo headspace.
Essa técnica é altamente sensivel na deteccédo desses solventes (JACQ et al.,
2008). No entanto, em muitas metodologias ja desenvolvidas sdo necessarias
varias etapas de extracdo, altas quantidades de solventes e as vezes pré-

concentracéo da amostra.

A microextracdo em fase sélida (do inglés Solid Phase Microextraction -
SPME) é uma técnica de preparacao, extracdo e pré-concentracdo de amostra, que
surgiu no inicio dos anos noventa desenvolvida pelo Professor Janusz Pawliszyn
da Universidade de Waterloo, em Ontério, Canada. Essa técnica permite que a
extragdo ocorra sem o uso de solventes, por meio de uma fibra de silica fundida ou
fibra de aco inoxidavel revestido com uma pelicula fina de polimero, que atua como
o0 solvente durante a extracdo de compostos. Essa técnica tem como vantagem sua
seletividade, auséncia de varias etapas de extracdo, purificacdo e concentracédo da
amostra, uma vez que todas essas etapas séo eliminadas quando se utiliza a SPME
(PAWLISZYN, 2012).

Na SPME os analitos serdo extraidos e concentrados na superficie
adsorvente desse dispositivo, regido pela afinidade entre as espécies. O
mecanismo de extracdo ocorre imergindo-se a fibra recoberta com material
adsorvente na amostra de forma direta, ou no seu “headspace”. Transcorrido o
tempo de extracdo essa fibra é recolhida do contato com a amostra e dessorvida
termicamente para separacdo e deteccdo em cromatografia gasosa ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (MULLER et al., 2015).

No entanto, muitos desses recobrimentos apresentam limitacdes, tais como
instabilidade térmica, o que acaba gerando um tempo de vida util menor para a
fibra, ndo atendendo demandas de analise devido a degradagéo do revestimento.
Devido a esses fatores, o desenvolvimento de novas fases estacionarias vem
ganhando cada vez mais prestigio, buscando o melhoramento das propriedades
quimicas e estabilidade térmica (BAGHERI et al., 2012 & XU et al., 2013). Dentro
desse contexto, um material que vem chamando atencdo dos pesquisadores da

area para o recobrimento em SPME séo os ZIF’s, uma subclasse dos MOF'’s.

Os MOF’s surgiram na década de 80, e também sdo conhecidos como

polimeros de coordenacgdo porosos. Sua estrutura € constituida por um ion metalico



e ligantes organicos. Muitos MOFs tém atraido grande interesse na area da
cromatografia, em especial o ZIF-8, uma subclasse dos MOFs obtida a partir de
ligantes imidazois, na quais conferem propriedades como porosidade em nano
escala, elevada area superficial e termicamente estaveis. Essas caracteristicas
atuam em fases estacionarias para separagcdo tanto em cromatografia liquida
guanto para cromatografia gasosa, conferindo aplicabilidade na técnica de SPME
(FU et al., 2013).

A proposta é obter um dispositivo com uma camada de ZnO ou com ZIF-8
na superficie de uma fibra de vidro, e avaliar a aplicabilidade dessa(s) fibra(s)
recoberta(s) pela técnica de SPME na determinacdo de solventes residuais
utilizando a cromatografia gasosa. Além de realizar a validacdo da metodologia
analitica avaliando os parametros de linearidade, especificidade, limite de deteccao
e quantificacdo, precisdo, exatiddao e robustez, conforme preconizado pela
resolucdo 899 de 2003 da ANVISA.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Construir um dispositivo para aplicacdes em SPME a partir da cobertura da
superficie de uma fibra de vidro comercial com um material inorganico com
estabilidade térmica suficiente para aplicagdo em cromatografia a gas e utiliza-lo

na andlise de alguns solventes residuais.

2.2. Objetivos Especificos

— Realizar a retirada da camada polimérica existente na superficie da fibra de

vidro e a limpeza e tratamento prévio com solucéo de limpeza.

- Revestir as fibras de vidros com uma camada de 6éxido de zinco (ZnO), e

utilizé-las para realizar a sintese do ZIF-8 sobre a superficie modificada.

— Caracterizar as fibras obtidas, por meio das técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), Espectroscopia de Raio X por Dispersao de

Energia, Difracdo de raio X (DRX) e Analise Termogravimétrica (TGA).

— Projetar uma seringa/holder para fixacdo da fibra de vidro de modo que a
mesma possa ser movida através do tubo hipodérmico da seringa, na qual

possibilite a exposicao e retirada da fibora no momento da extracdo e injecao.

— Determinar as condi¢cfes 6timas de tempo de extracdo/sorcao, dessorcao,
temperatura de incubacédo e tempo de incubacao das fibras nas etapas

cromatograficas.

— Realizar a validacdo da metodologia analitica para determinacdo de
solventes residuais, utilizando o dispositivo de SPME, aplicavel a
cromatografia gasosa a partir das fibras de vidros recobertas com ZnO e ZIF-
8 e avaliar os parametros de linearidade, especificidade, limite de deteccao

e quantificacdo, preciséo, exatidao e robustez.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Microextracdo em Fase Solida - SPME

A técnica de microextracdo em fase solida é considerada uma técnica
relativamente nova, surgiu em 1990 desenvolvida pelo Professor Janusz Pawliszyn
(ARTHUR et al., 1990). Em relacdo as técnicas convencionais que se necessita de
varias etapas na separacédo e purificacdo da amostra, a SPME consiste em reunir
as etapas de amostragem, extracdo, concentracao e introducdo da amostra em
uma unica etapa, que se dividi em dois fenémenos fisico-quimicos, a adsorcéo e

dessorcao térmica do analito (ZHANG et al., 2014).

As principais vantagens da técnica estéo relacionadas a sua facilidade na
operacdo e automacéo, agilidade, utilizacdo de menos solventes, diminuicdo no
risco de contaminacao do extrato, perdas do analito, baixo custo, boa sensibilidade,
podendo ser acoplada a sistemas de deteccdo e quantificacdo modernos (XIE,
2015). Devido essas caracteristicas a SPME é uma técnica que vem ganhando
espaco nas andlises de alimentos, ambientais, clinicas e farmacéuticas, reduzindo
consideravelmente a quantidade de solventes organicos utilizados nos mais
diversos processos da industria (VUCKOVIC et al., 2011; ARTHUR et al., 1990).

3.2. Teoria e uso da SPME

A teoria da SPME foi amplamente difundida por Pawliszyn e seus colegas
de trabalho. A técnica esta baseada no equilibrio que se estabelece entre o analito
e a fase estacionaria recoberta na superficie da fibra (SPIETELUN, 2010). Os
analitos sdo extraidos da amostra e se adsorvem sobre a fase estacionaria contida
na superficie da fibra que é regida pela afinidade da matriz-fase estacionaria, a
concentracdo de analitos adsorvidos € proporcional a quantidade de sitios de
adsorcao da fase estacionaria. Apoés atingir o equilibrio, os analitos séo dessorvidos
termicamente podendo ser separados e quantificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia gasosa (PAWLISZYN, 2012; TOGUNDE et
al., 2012).



O equilibrio simultaneo entre os analitos e superficie da fibra baseia-se em
sistemas multifasicos, um sistema trifasico ideal simples é o de uma fibra imergida
numa matriz aquosa ou gasosa com um amostrador headspace. Sistemas reais
sao mais complexos, pois nem o headspace nem a matriz sdo solugdes ideais e 0s
analitos podem interagir entre si, com as paredes do frasco (vial) e possivelmente
com o suporte da fase estacionéaria. Portanto, a teoria baseia-se na cinética de
transferéncia de massa entre fases e na termodinamica que descreve o equilibrio
de particdo do analito entre a matriz da amostra e a fase estacionaria (VALENTE &
AUGUSTO, 2000).

Durante a extragdo em um sistema trifasico ideal, as moléculas do analito
migram entre as trés fases (matriz — headspace — fibra) até atingir o equilibrio de
particdo. Desta forma, a massa extraida do analito pela fase estacionaria esta
relacionada ao equilibrio de massas nas fases do sistema. A conservagdo de
massa no processo devera permanecer constante, sendo expressa pela Equagéo
1

Co-Vin = CVin + CE. Vi + CE.V; (1)

onde (, indica a concentragdo inicial do analito na amostra, Cy, C; e Cf as

concentracbes no estado de equilibrio nas fases matriz, headspace e na fibra
respectivamente. V,,, V,, V; os volumes das fases matriz, headspace e fibra

respectivamente (PAWLISZYN, 2000). A Equacéo 1 pode ser resumida em funcao

do namero de mols, expressa pela Equacgéo 2:

ng = ny, +np +ng (2)

onde n, mols do analito presentes na condicéo inicial, e ny,, ny e ng moles na

matriz aquosa, no headspace e fibra, respectivamente.

As constantes de particdo do analito entre as fases temos:
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e

e Fibra-headspace: Ky, = E—’% 4)

e Fibra-matriz: K¢, =

e Headspace-matriz: K, = CC—T’% (5)

Correlacionando as constantes obtemos a Equacdo 6 substituindo os
volumes e concentracdes das fases em equilibrio, respectivamente, para a matriz,
o headspace e afibra, V7 e C,, Vi e C, V7 e Cf:

Kem = Ken. Knm (6)

Apos substituicdo das constantes de particdo e da Equacéo 6 na Equacao 2

e rearranjos algébricos, obtém-se a Equacéo 7:

Ke, Ve Cy V,
n}): fm-Vf-“0-¥m (7)
Kem- Vs + Kpn- Vi, + Vi

Esta equacdo fornece a quantidade de analito extraido no sistema em
equilibrio com os parametros fundamentais dos equilibrios simultaneos e descreve
0 aspecto termodindmico da SPME (VALENTE & AUGUSTO, 2000).

A SPME é relativamente de facil aplicacdo, instrumentalmente faz-se uso de
uma amostrador (seringa/holder), pois o dispositivo com a fibra € muito fragil e ndo
deve ser manipulado diretamente. A fibra de silica € presa a um émbolo, e na
extremidade oposta do dispositivo existe um tubo hipodérmico que fica exposto
(Figura 1), o qual além de proteger a fibra, funciona como agulha na perfuracao dos
septos dos recipientes das amostras (CANUTO et al., 2011).
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Fonte: Adaptado de KATAOKA et al., 2000.

Figura 1 — Representacéo esquematica de uma seringa de SPME comercializado pela Supelco

A técnica de SPME pode ser utilizada em dois modos de extracdo, uma delas
€ a extracdo direta na qual, a fibra revestida é inserida diretamente na amostra, e
os analitos sdo extraidos diretamente da matriz da amostra na fase de extragdo. O
outro modo € o headspace, onde a fibra é colocada logo acima do volume da matriz
(que pode ser liquida ou solida) (LANCAS, 2005). A Figura 2 representa o modo de
extracdo headspace, o mecanismo de extracdo se da pela exposi¢cao da superficie

ativa da fibra no headspace.

Agulha da seringa

Fibra revestida
Vial
Amostra

Forno do Vial

Fonte: Adaptado de PERKIN ELMER, 2014.

Figura 2 - Modo de extragcdo de analitos por headspace



A sequéncia das etapas realizadas na extracdo e seguida dessor¢cdo no
injetor do cromatégrafo € mostrada nas Figuras 3 e 4, respectivamente. Na figura
3 temos a fibra retraida na agulha do amostrador (3a), o septo do frasco entéo é
perfurado e a fibra é exposta a amostra, apés (3b) o término do tempo de extracao
a fibra € novamente recolhida para dentro do tubo hipodérmico, e a agulha é

retirada do septo (3c) e levada para injecao no CG.

Porfurar Extracio Reatirar
o sopto dos o fibra
do frasco wolatais
(a) (b) (]

Fonte: Adaptado de CANUTO et al., 2011.

Figura 3— Mecanismo de extracdo/sor¢ao por headspace

Com a fibra recolhida no amostrador, (4a) perfura-se o septo do injetor, em
seguida a fibra é exposta para dessorcdo térmica e (4b), terminada a dessorcao a
fibra € novamente recolhida e a agulha retirada da cabeca do injetor, conforme
figura (4c) (CANUTO et al., 2011).

i
-

FPorfurar o septo Dossore o Raecolher =
do injetor do Ttdrmico Tilbra & ratirar
cromatdgrafo o amostrador |

Injeatar do cramatSgralo

(a} (b} (c)

Fonte: Adaptado de CANUTO et al., 2011.

Figura 4 — Procedimento de dessorcao térmica headspace-SPME-CG



3.3. Tipos de fibras e recobrimentos com ZnO

O desenvolvimento de fases estacionarias para SPME tem um fator
categorico em suas propriedades de extracdo. Desde sua criagdo, varios tipos de
recobrimentos e materiais para SPME vém sendo desenvolvidos com notaveis
vantagens quimicas e térmicas. No entanto, muitos desses recobrimentos
apresentam instabilidade térmica, saturacdo de solventes inorganicos e a
degradacdo do revestimento, o que se torna uma desvantagem para a técnica
(BAGHERI et al., 2012; XU et al., 2013).

Atualmente, o nimero e a variedade de fibras disponiveis comercialmente
para SPME ainda sao limitados, dentre as mais conhecidas temos as fibras com
polidimetilsiioxano (PDMS), polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB),
poliacrilato (PA) e Carbowax/divinilbenzeno (CW/DVB). No entanto, nem sempre
0s recobrimentos disponiveis se apresentam satisfatorio perante algumas matrizes,
visto que a gama de analitos existentes para extracdes é muito vasta. Devido a
esses problemas, novos recobrimentos vém sendo sintetizados e explorados para
melhorar a especificidade das fiboras SPME, sensibilidade, seletividade e
instabilidade térmica (ZHANG et al., 2013).

Na busca pelo desenvolvimento de novas fases estacionarias em superficies
de vidro, recobrimentos com Oxidos metélicos tornaram-se uma alternativa
analitica, atribuindo ao material propriedades de elevada porosidade, resisténcia
mecanica e quimica. A maioria dos recobrimentos metalicos sobre a silica,
SiO2/MxOy, € obtido por meio de reacgfes cataliticas, onde grupos siloxanos e
silandis livres permitem que varias técnicas sejam utilizadas para este propdésito, os

quais séo classificadas de acordo com a natureza do precursor e 0 meio reacional.

As técnicas de deposicdo em fase liquida geralmente envolvem a dissolucéo
de um precursor em um solvente apropriado, seguida de sua deposi¢do na
superficie do substrato e subsequente evaporacdo controlada do solvente e/ou
tratamento térmico. As técnicas de deposicao em fase liquida estdo fundamentadas
no processo sol-gel, que é um método bastante utilizado para preparacao de filmes
finos, uma vez que possibilita seu processamento a baixas temperaturas e baixo
custo (OLIVEIRA et al., 2005).
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Historicamente, o uso da tecnologia sol-gel tem sido mencionado desde
1800, e foi empregada em 1939 pela primeira vez em escala industrial para
aplicacdo de oxidos em superficies de vidros pela empresa Schott Glass Company
(Jena, Alemanha). Na mesma época, o trabalho pioneiro desenvolvido por Kistler,
mostrou que a estrutura do gel ndo era destruida quando a secagem era efetuada
em condigdes extremas. H. Dislich no final dos anos 60 mostrou a viabilidade de
preparar vidros multicomponentes controlando-se a taxa das reacfes de hidrélise
e condensacdo de alcoxidos, durante a transicdo sol-gel (KUMAR et al., 2008;
HIRATSUKA et al., 1994).

A quimica do processo sol-gel é baseada em rea¢Bes de polimerizacao
inorganica onde os precursores usualmente empregados sdo solucdes aquosas de
sais inorganicos ou alcoxidos dissolvidos em solventes organicos. Apés as reacdes
de hidrélise e subsequente condensacéo das espécies hidratadas, pode-se ter a
formacdo de particulas coloidais ou cadeias poliméricas lineares (HIRATSUKA et
al., 1994). O processo sol-gel pode ocorrer sob condi¢cées extremamente suaves,
de modo que pode ser usada para se obter produtos de diferentes tamanhos,

formas e formatos (por exemplo, fibras, filmes e mondlitos) (KUMAR et al., 2008).

As técnicas mais utilizadas para obtencéo de filmes pelo processo sol-gel
em substratos especificos sdo por meio de spin coating e dip coating. O método
spin coating consiste no movimento rotacional do substrato em torno de um eixo
que deve ser perpendicular a area de revestimento, onde gotas da solucao
precursora sao depositadas durante o processo. No momento da disposi¢cao 0s
solventes mais volateis aceleram o processo de hidrélise e condensacédo que séo

iniciados, devido o contato com a umidade do ar ambiente (FELTRIN et al., 2013).

O meétodo dip coating consiste em imergir, perpendicularmente, o substrato
a ser revestido dentro da solucdo precursora e retirada com velocidade definida,
sob temperatura controlada e condi¢bes atmosféricas. A velocidade de retirada do
substrato da solugdo € fator predominante na obtencdo da espessura do
revestimento. A técnica consiste basicamente de 5 etapas, imersdo, emersao,

deposicao e drenagem seguido de evaporacéo, conforme Figura 5.
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Fonte: NASSAR, 2003.
Figura 5— Representa¢do da técnica dip-coating para obtencéo de filmes

A camada de filme no substrato € obtida por hidrélise devido a exposicéo do
filme em contato com a umidade, constituindo um gel umido (NASSAR et al., 2003).
A técnica permite realizar o procedimento de deposicdo mais de uma vez para
aumentar a camada do filme. A insercdo e retirada do substrato na solucéo
precursora deve ser constante e controlada sem nenhum tipo de interferéncia ou
vibracdo, sendo o tempo de permanéncia também e um fator importante, que
garante assim filmes com maior qualidade € deposi¢cdo homogénea. Com a repetida
acdo desse procedimento €é possivel obter filmes com dimensdes de
aproximadamente 10 — 12 m? (MESSIAS, 1998).

A tecnologia sol-gel pelo método dip coating tem encontrado cada vez maior
aplicacdo em desenvolvimento de novos materiais para catélise, sensores
quimicos, membranas e fibras. Existem enumeras vantagens inerentes ao
processo de sol-gel, tais como: melhor homogeneidade de matérias-primas; melhor
pureza de matérias-primas; boa mistura para sistemas multicomponentes;
possibilidade de criagcdo de materiais hibridos orgénico-inorganico e, assim, um
ajuste fino na seletividade cromatogréfica; possibilidade de projetar a estrutura e
propriedades do material, através da selecdo adequada do precursor sol-gel e
outros blocos de construcéo e a possibilidade de alcancar estabilidade reforcada
para a fase estacionaria e melhores desempenhos em separac¢des cromatograficas
(KUMAR et al., 2008).
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3.4. Técnicas para obtencao do ZIF-8 e caracteristicas do material

A utilizacéo do processo sol-gel em fibras para SPME foi relatado por Chong
et al. (1997), com intuito de melhorar a estabilidade térmica das fibras de SPME
utilizadas em cromatografia gasosa. Yu et al. (2004) utilizando como precursor o
reagente aliloxi bisbenzo 16-coroa-5-trimetoxisilano desenvolveu um revestimento
para SPME bisbenzo coroa éter/hidroxila terminado com éleo de silicone (TSO-
OH). O processo foi catalisado por acido e se mostrou eficaz para a preparacao de
diferentes revestimentos quimicamente ligados a fibra de vidro (KUMAR et al.,
2008). A abordagem pelo processo sol-gel estimulou trabalhos na area de
desenvolvimento de fibras para SPME, proporcionando maior estabilidade e

eficiéncia no revestimento das fibras.

Esses trabalhos ampliaram consideravelmente a pesquisa nessa area, e
novas perspectivas foram adquiridas dentro deste contexto. Existem estudos
realizados a partir dessas técnicas introduzindo MOF’s, do inglés Metal Organic
Frameworks para dispositivos de SPME. Os primeiros MOF’s ou também
conhecidos como polimeros de coordenacdo porosos foram desenvolvidos por
Yaghi e seus colegas de trabalho, e trata-se de um material com uma estrutura
construida a partir de ions metalicos ou clusters e ligantes organicos que auto se
organizam entre si (YAGHI et al., 1995). Os MOF’s apresentam propriedades, tais
como uma porosidade em nano escala permanente, uma estrutura com topologia
diversificada, tamanhos de poros regulares, elevada area superficial e sdo estaveis
termicamente (ZHANG et al., 2013).

Essas qualidades conferem as MOF’s uma aplicabilidade bastante
interessante em dispositivos de SPME, tais como na preparacdo e pré-
concentracdo de amostras devidas suas propriedades de adsor¢cdo. O método de
revestimento das fibras de SPME com MOF’s geralmente se d& pelo crescimento
hidrotérmico, o que confere uma sintese relativamente simples (ZHANG et al.,
2014). Alguns MOF’s ja4 vém sendo sintetizados para utilizagdo em SPME para
diversos tipos de analitos, incluindo, n-alcanos e homodlogos do benzeno,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, compostos organicos volateis nao polares,
e desreguladores enddcrinos fendlicos. Alguns exemplos desses MOF’s sao o0s
MOF-199, ZIF-8, MIL-53 (Al), MAF-X8, ZIF-90, e MIL-88B (WU et al., 2014).
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Como uma subclasse dos MOF’s, as Zeolitic-imidazolato Frameworks,
conhecidas como ZIF’s € uma estrutura organica de metal feito por ions de zinco
coordenados por quatro anéis imidazolato, ligados covalentemente da mesma
forma que atomos de Si e Al sdo covalentemente ligados por pontes de oxigénios
em zeodlitas (HE et al., 2013). A Figura 6 representa a sintese para obtencao do
ZIF-8 (a) e um fragmento da estrutura cristalina (b) formando em forma de poro,
estrutura na qual pode ser utilizado para o armazenamento de gases. Na Ultima
década mais de 90 estruturas de ZIF’s foram sintetizadas, dentre essas estruturas
uma que apresentou grande potencial foi a ZIF-8, com topologia sodalita formada
por ligantes de 2-metilimidazol com ions centrais de zinco, tem apresentado
cavidades com diametros de 11,6 A e pequenas aberturas com 3,4 A
(BARANKOVA et al., 2013).

O ZIF-8 tem atraido cada vez mais atencdo, sua topologia sodalita
proporciona alta estabilidade térmica em torno de 400 °C e também a umidade. A
presenca de ligantes organicos na estrutura de ZIF’s também conferem importantes
aplicacbes na quimica, uma delas conhecida como tunability, muito Util para
aplicacOes, tais como armazenagem de gas, separacdes, catalise e sensores
quimicos (HE et al., 2013).
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Fonte: KATSENIS, 2015.

Figura 6 — (a) Representagdo da sintese para obtencéo da estrutura de ZIF-8 e (b) fragmento da
estrutura cristalina de ZIF-8

A sintese do ZIF-8 foi primeiramente relatada por Yaghi et al., utilizando um
método solvotérmico a 140° C por 24 horas, usando dimetilformamida (DMF) como
reagente precursor. No entanto, a molécula héspede organica foi maior do que a
cavidade da estrutura da sodalita o que aprisionou o solvente DMF em seu interior.
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Ao longo do tempo o solvente organico utilizado teve que ser mudado, Cravillon et
al., utilizaram o solvente metanol que apresenta um menor diametro, empregando
Nitrato de Zinco hexahidratado (Zn(NOs3)2.6H20 e 2-metilimidazol (HMelm), com
isso 0 metanol tornou-se o solvente organico mais utilizado para sintese do ZIF-8

devido sua facilidade em ser removido da rede de poros (HE et al., 2013).

Recentemente, pesquisas com MOF’s e ZIF’'s e SPME vém sendo bastante
exploradas pelos cientistas da area. Novos dispositivos para SPME contendo
MOF’s estdo sendo utilizados como materiais adsorventes para amostragem e pré-
concentracdo de formaldeido, para homologos de benzeno e compostos
aromaticos substituidos (ZHANG et al., 2013). Mais recentemente Zhao e
colaboradores, realizaram pesquisas baseados em SPME e MOF’s, desenvolvendo
um método para a preparacdo de um adesivo de MIL-53 com fibras (Al, Cr, Fe) para
SPME de hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (PAHs) em amostras de agua
(CHEN et al.,, 2012). Esses materiais tém apresentado grande potencial em
diversas areas da quimica analitica, promovendo abordagens de preparacdo de

amostras utilizando cada vez menos solventes organicos.

3.5. Solventes Residuais

Os solventes residuais em formulagdes farmacéuticas estao atrelados a rota
sintética na qual tais excipientes e insumos farmacéuticos ativos (IFA) foram
submetidos, onde se faz necesséario um elevado nimero de solventes organicos no
processo. Esses residuos nem sempre sdo completamente removidos por técnicas
utilizadas durante a fabricacéo, ficando retidos na matriz quantidades na ordem de
ppm, quantidades essas que nao apresentam atividade terapéutica ao
medicamente. Portanto estes residuos devem ser controlados devido ao risco
toxico representativo ao consumidor, podendo carregar consigo efeitos adversos,
tornando essencial a realizacdo de analises no controle desses residuos (United

States Pharmacopeia, 2009; International Conference on Harmonization, 1997).

No Brasil, testes de solventes residuais estao previstos desde de 2009 pela
resolucdo da diretoria colegiada da ANVISA n° 57, e da resolugdo da diretoria
colegiada da ANVISA n° 48 de 2009, na qual a presenca destes solventes organicos

residuais deve ser determinada por ensaios de pureza e nao deve ultrapassar os
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valores previstos. Foi por meio dessa resolucdo que os ensaios desse tipo se
tornaram obrigatorios e fazem parte da documentacdo que regulamenta o registro
de insumos farmacéuticos, permitindo um maior controle de qualidade. A resolucéo
determina também que o0s solventes utilizados na rota de sintese sejam
determinados ao fim do processo, garantindo a pureza do principio ativo e evitando
riscos a saude do paciente (Resolucdo RDC n°57, 2009; United States

Pharmacopeia, 2009; International Conference on Harmonization, 1997).

Internacionalmente o nivel maximo de solventes presentes no produto
acabado segue normativas baseadas no guia de solventes residuais e impurezas
da International Conference on Harmonization — ICH — of Technical Requirements
for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use: Q3C. Esse guia classifica
0s solventes residuais em 3 classes de acordo com o risco a saude humana e ao
ambiente, sendo Classe 1: solventes que devem ser evitados inclui os solventes
mais toxicos como 0 benzeno, tetracloreto de carbono, 1,2-dicloroetano,
tricloroeteno, e seu uso deve ser evitado na producdo de medicamentos a nao ser
gue seja justificado por uma avaliacdo de risco-beneficio; Classe 2: solventes que
devem ser limitados inclui os solventes de toxicidade moderada ou limitada. Nesse
grupo podemos observar solventes como: Acetonitrila, Diclorometanol, Cloro-
benzeno, ciclohexano, metanol, formamida, entre outros e Classe 3: solventes com
baixo potencial toéxico, solventes nessa classe sdo bem mais tolerados e
apresentam menor risco a saude. Nesse grupo podemos observar solventes como:

acetona, butanol, acetato de etila, etanol, entre outros (ICH-Q3C, 1997).

Os procedimentos analiticos que sdo comumente utilizados para
determinacdo de solventes residuais sdo as técnicas cromatogréficas, tal como
cromatografia gasosa de alta resolugéo acoplada a detectores como ionizagéao de
chamas ou espectrometria de massa empregando-se um amostrador automatico
conhecido como Headspace. A validagcdo de métodos de solventes residuais deve
estar em conformidade com as normativas da RDC 899 e orientagdes dos guias
ICH-Q3C e também ao capitulo geral da USP-467 (JACQ et al., 2008).
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3.6. Desenvolvimento e Validacdo da Metodologia Analitica

Para a utilizacdo da técnica SPME em cromatografia gasosa, existem alguns
parametros que influenciam o desempenho da fibra e devem ser avaliados durante
o desenvolvimento do método. Esses parametros sdo a escolha da fase
estacionaria, condicbes de extracdo, como o tempo e a temperatura de extracéo,
pH da amostra, velocidade de agitacdo, tempo de incubacéo, posi¢do da agulha no
injetor, ou seja, o tamanho da area exposta da fibra, tanto na adsorcdo quanto na
dessorcéo, e o tempo de dessorcao (LORD & PAWLISZYN, 2000; PROSEN & KRALJ,
1999).

Em vista dessa quantidade de fatores que podem influenciar a técnica, a
validacdo analitica é determinante para demonstrar que o método é apropriado para
a finalidade pretendida. A metodologia e os objetivos dos procedimentos analiticos
devem ser claramente estabelecidos antes de iniciar os estudos de validagdo. A
validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atende
as exigéncias das aplicagcdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
preconiza 0s seguintes parametros na validacdo analitica: especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo e deteccao,
robustez adequados a analise (ICH, 2005; BRASIL, 2003).

A especificidade do método analitico indica sua capacidade de diferenciar e
quantificar o analito, na presenca de outros constituintes da amostra que inclusive
poderiam interferir na sua determinagdo, tais como, impurezas, excipientes,
produtos de degradacdo ou mesmo outra substancia ativa. Deve-se evitar
interferentes com o0 mesmo tempo de retencdo dos analitos que serao
qguantificados. Essa pratica pode ser realizada utilizando testes de pureza de pico

espectral, garantido assim a confiabilidade do método.

A linearidade corresponde a capacidade do método analitico para
demonstrar que o0s resultados obtidos sao diretamente proporcionais a
concentracéo da substancia sob andlise. A faixa linear do método é obtida por meio
de uma curva de calibragcdo determinada experimentalmente pela relacdo
matematica da concentracdo do analito e o seu sinal gerado. Os pontos

experimentais sdo tratados pelo método de regresséao linear, obtendo a equacgéo
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da regresséao, estimando-se os coeficientes angular (a) e linear (b) e o coeficiente

de correlacao (r), sendo o critério minimo de aceitacao de 0,99.

A preciséo representa o grau de concordancia entre os resultados de
andlises individuais de uma mesma amostra homogénea, em idénticas condi¢cdes
de ensaio. E determinada pela repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. A repetibilidade avalia a concordancia entre os resultados obtidos
em curto intervalo de tempo com um mesmo analista e a mesma instrumentacao.
E verificada por, no minimo nove determinacées, contemplando o intervalo linear
do método, sendo 3 concentracdes, baixa, média e alta com trés réplicas cada ou
no minimo 6 determinacdes de 100 % da concentracdo. A precisédo intermediaria
expressa o efeito das variacées devido a eventos como diferentes dias, analistas
ou equipamentos. A reprodutibilidade se refere ao uso do procedimento analitico
em diferentes laboratérios, como parte de estudo colaborativo. A precisao
normalmente é expressa através de Desvio Padrdo Relativo percentual (DPR %)

ou coeficiente de variacéo (CV %).

A exatiddo descreve a proximidade dos resultados médios fornecidos pelo
método em relagdo ao valor tedrico, ou seja, em termos de recuperacao. Pode ser
determinada através do ensaio de quantidade conhecida da substancia sob analise
adicionada em meio preparado com excipientes da formulacdo ou em solucéo da
amostra de produto farmacéutico. Os critérios de aceitacdo desse parametro estdo
relacionados com a faixa linear de concentracéo, recomenda-se que 0s parametros

de precisdo e exatidao sejam realizados depois do parametro de linearidade.

O limite de deteccéo (LD) corresponde a menor concentracdo da substancia
em analise que pode ser detectada com certo limite de confiabilidade, conhecido
pela relacéo de sinal/ruido. A relacdo sinal/ruido pode ser obtida baseada na menor

concentracéo da curva de calibracéo, o critério de aceitacdo é normalmente de 3:1.

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragdo de um
analito que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis. Para
avaliagcdo deste parametro também se utiliza a relagéao sinal/ruido, na qual admite-
se um valor maior de 1:10. Outros métodos baseados na curva de calibragédo ou
até mesmo visuais também sao utilizados, no entanto, o mais utilizado é pelo

método de sinal/ruido.
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A robustez avalia a reprodutibilidade do método analitico, frente a pequenas
variacdes dos parametros analiticos, como por exemplo: propor¢édo e pH da fase
movel, temperatura, comprimento de onda, estabilidade da solucéo analitica, entre
outros. Em cromatografia gasosa a robustez normalmente € avaliada por diferentes
lotes ou fabricantes de colunas, temperatura e velocidade do gas de arraste
(BRASIL, 2003).

Todos esses parametros devem ser avaliados perante a um system
suitability, um procedimento de adequabilidade do sistema que consiste na
verificacdo de parametros como simetria, fator de capacidade, pratos tedricos,
resolucédo, area e tempo de retencao (USP, 2009).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Reagentes em geral

Reagentes utilizados para o desenvolvimento do trabalho e suas respectivas

aplicacdes encontram-se descriminados na Tabela 1.

Tabela 1 — Reagentes utilizados e suas respectivas finalidades

Reagente Finalidade Fabricante Lote
Solugéo Piranha (Limpeza das
Acido Cloridrico fibras) VETEC DCBD2143V
Solugéo Piranha (Limpeza das
Peréxido de Hidrogénio fibras) VETEC DCBC4670
Processo de retirada da camada
Tolueno de polimero da fibra SCHARLAU 13871611
Limpeza das fibras e preparo de Mille-Q
Agua ultrapura solucdes e das amostras Ultrapore N/A
(Diluente)
Acetona Limpeza da fibra SYNTH A10170BJ
Processo de formacéo do
Sulfato de Zinco precursor do ZnO método 1 VETEC DCBC9399V
Processo de formacéo do
Sulfato de Aménio precursor do ZnO método 1 VETEC DCBB8841
Processo de formacéo do
precursor do ZnO método 2 e
Nitrato de Zinco processo de sintese do ZIF-8 pelo BIOTEC 33049
método A (aquoso) e B
(metandlico)
Processo de formacéo do SIGMA-
Hexametilenotetramina precursor do ZnO método 2 ALDRICH STBD9288V
Ajuste de pH da solu¢éo
Hidroxido de Sédio precursora de recobrimento VETEC DCBD7005V
Processo da sintese do ZIF-8
Hidréxido de Aménio pelo método A SYNTH H20010105
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Precursor utilizado para sintese SIGMA-

2-Metilimidazol do ZIF-8 pelo método A e B ALDRICH SHBB3579V
Diluente utilizado no preparo das SIGMA-
Metanol solucdes pelo método B ALDRICH SHBG9607V
4.2. METODOS

4.2.1. Selecao e retirada da camada polimérica da superficie da fibra de vidro

As fibras de vidros foram doadas pelo Departamento de Quimica da Unesp,
Campus de Araraquara. Foram cortadas 12 fibras de 7 cm com diametro de 125
um (F125) e 28 fibras de 4 cm com diametro de 325 um (F325) totalizando 40 fibras.
As fibras (F325) foram destinadas para caracterizagdo do material obtido a cada
etapa do processo descritas abaixo como método de recobrimento 1 e 2 e depois
método A e B e C para sintese do ZIF-8.

As fibras foram levadas a um tratamento prévio com tolueno em banho de
ultrassom para o amolecimento da camada polimérica das fibras, em seguida as
fibras foram tratadas com solucéo de acetona em banho de ultrassom para garantir
total remocdo da camada polimera existente na superficie das fibras. Apés
tratamento com o0s solventes organicos as fibras foram lavadas com uma solucdo
de &gua ultrapura/acetona na proporcao 80:20 (v/v), e depois lavadas com 200 mL
de &gua ultrapura. Em seguida foram levadas para secagem em uma estuda a 70°
C por 1 hora.

ApOs a secagem, as fibras de vidro ficaram por 30 minutos em uma solugao
de e limpeza de HCI 2 mol LY/H202 5%, conhecida como solucédo de limpeza para
remocao de qualquer residuo existente, seguido de lavagem com agua ultrapura e

secagem em estufa a 80 °C por 2 horas.

4.2.2. Recobrimento da superficie das fibras com ZnO pelos métodos 1 e 2

Os recobrimentos das fibras de vidros foram realizados por dois métodos

diferentes: no método 1 o reagente precursor utilizado foi sulfato de zinco, e para o
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método 2 foi utilizado o Nitrato de Zinco. Todas as fibras passaram pelos mesmos
processos de retirada da camada polimérica com tolueno, acetona e 4gua ultrapura
e por fim pelo tratamento prévio com solucao limpeza para retiradas de possiveis

sujidades.

Apos limpeza e secagem, as fibras foram separadas, sendo 12 fibras F325
e 6 fibras F125 destinada para o método 1 de recobrimento com ZnO, e 12 fibras

F325 e 6 fibras F125 para o método 2 de recobrimento com ZnO.

4.2.2.1. Método de recobrimento 1 (ZnSOa4/(NH4)2SO04)

Preparou-se 125 mL de uma solucéo de Sulfato de Zinco (ZnS0O4) a 7,5 mmol
e 125 mL Sulfato de Amobnia (NH4)2SO4 a 112,5 mmol. As solugdes foram
misturadas e o pH foi ajustado em 11,7 pela adi¢cao de hidroxido de sédio (NaOH)
5 mol L't em seguida foram transferidas para um reator de teflon com capacidade
de 250 mL, as fibras foram colocadas em um suporte de teflon perfurado
superficialmente em torno de 0,5 cm, de modo que as fibras ficaram dispostas a um
angulo de 90° em relacdo a base do suporte. Foram colocadas 6 fibras F125 e 12
fibras F325 no reator, que foi lacrado e levado a uma estufa a 70° C. As fibras foram
coletadas nos tempos de 12, 24 e 48 horas, sendo retiradas 4 fibras F325 e 2 F125
fibras a cada tempo de coleta. As fibras foram lavadas 3 vezes com 100 mL de

agua ultrapura e levadas para secagem a 75° C por 3 horas (XU et al., 2007).

4.2.2.2. Método de recobrimento 2 (Zn(NO3)2/HMTA)

Preparou-se uma solucdo de Zn(NOs)2 0,5 mol L dissolvendo-se 18,5918 ¢
de Zn(NO3)2.6H20 em 125 mL de agua ultrapura.

Preparou-se uma solucdo de hexametilenotetramina (HMTA) 0,5 mol L*
dissolvendo-se 8,7617 g de hexametilenotetramina em 125 mL de agua ultrapura.

Misturou-se as duas solugdes e homogeneizou-se. Transferiu-se a solugao
para o reator de teflon em contato com 6 fibras F125 e 12 fibras F325. Foi realizado
o procedimento de dip-coating retirando o suporte com as fibras do reator e

submetendo-as em aquecimento por 10 minutos a 180° C em uma estufa. Repetiu-
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se 0 procedimento por 5 vezes. Posteriormente, diluiu-se 50 mL da solugéao
precursora de ZnO para 250 mL de agua ultrapura e entao transferiu-se novamente
para o reator de teflon, inserindo as fibras previamente tratadas e levando a

aguecimento por 3 horas a 95° C.

Apés realizado o procedimento de deposicdo do ZnO, as fibras foram
retiradas do reator e lavadas 3 vezes com 100 mL de &gua ultrapura e levadas para
secagem em estufa por 3 horas a 75° C (WANG et al., 2011).

ApoOs recobrimento das fibras pelos dois métodos, 2 fibras de cada método
e de cada tempo de coleta foram destinadas a caracterizagao, e 2 fibras F125 de
cada método para utilizagdo na etapa cromatografica. As 12 fibras F325, 6 do
método 1 e 6 do método 2, foram armazenadas para sintese do ZIF-08. Em todas
as etapas de recobrimento com ZnO foram recolhidos os sélidos formados para

caracterizagao.

4.2.3. Obtencéo do ZIF-8

A sintese do ZIF-08 foi realizada em duas etapas, a primeira etapa foi a de
pré-ativacdo da camada de ZnO, na qual as fibras ficaram em contanto com uma
solugcédo de 2-metilimidazol e depois foram para a segunda etapa onde ocorreu a
sintese do ZIF-8.

4.2.3.1. Pré-ativacao

Em um baldo volumétrico de 250 mL foi preparada uma solucéo de 0,5 mol
Lt de 2-metilimidazol em meio metandlico para realizar a etapa de pré-ativacéao.
Essa solugéo foi transferida para o reator de teflon em contato com as fibras
recobertas com ZnO, em seguida foi levado a estufa a 50° C onde ficou por 3 horas.
No final das 3 horas 1 fibra foi retirada e lavada com agua ultrapura e seca por 6
horas a 80 °C para realizar a caracterizagao por MEV.

Em seguida a solucéo de 2-metilimidazol utilizada na etapa de pré-ativagdo
foi retirada do reator e iniciou-se a etapa para a sintese do ZIF-8 (ZHANG et al.,
2014).
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4.2.3.2. Sintese do ZIF-8

Nessa etapa, em um baldo volumétrico de 200 mL adicionou-se 150 mL de
metanol e dissolveu-se 1,8972 g de Zn(NO3)2.6H20 (2,5 mmol), em seguida
completou-se o volume com metanol. Em um outro baldo volumétrico de 200 mL
adicionou-se 150 mL de metanol e dissolveu-se 6,5080 g de 2-metilimidazol (20

mmol) em seguida completou-se o volume com metanol.

Apés preparo das solugdes, ambas foram divididas em outras duas solu¢des
de 100 mL cada. Sendo 2 solu¢des de 100 mL de Zn(NOs3)2.6H20 (2,5 mmol) e 2

solucbes de 100 mL de 2-metilimidazol (20 mmol).

Em um primeiro momento, foram misturadas no reator de teflon uma solugéo
de Zn(NOs3)2.6H20 (2,5 mmol) e 1 solucao de 2-metilimidazol (20 mmol) de 100 mL
cada e homogeneizadas. Em seguida as fibras que permaneceram da etapa de
pré-ativacao foram colocadas em contato com essa solucdo e permaneceram por
12 horas em temperatura ambiente. Apos as 12 horas o0 mesmo procedimento foi
repetido com solucdes novas, totalizando 24 horas (ZHANG et al., 2014; YAO et
al., 2010).

4.2.4. CARACTERIZACAO
4.2.4.1. Andlise de Microscopia Otica

Imagens por meio de um microscopio 6tico da Opticam® foram feitas para
avaliar macroscopicamente a superficie das fibras recobertas com ZnO. Foi
realizada uma imagem da fibra de vidro sem a camada polimérica e imagens das
fibras na sequéncia dos tempos de contatos de 12, 24 e 48 horas, referente ao
método de recobrimento 1 e 2.

4.2.4.2. Andlise Térmica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada com o uso de um analisador
termogravimétrico STM 6000 Simultaneous Thermal Analyzer. Foram utilizadas

uma fibra de silica fundida sem recobrimento com ZnO, uma fibra de cada com
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recobrimento de ZnO pelos métodos de recobrimentos 1 e 2 e uma fibra da sintese
do ZIF-8. As amostras foram acondicionadas em panelas de aluminio com tampa
perfurada. As condi¢cdes operacionais utilizadas foram: taxa de aquecimento de 10°
C min? sob atmosfera de nitrogénio e com vazdo de 20 mL min? intervalo de
temperatura de 100 a 900° C.

4.2.4.3. Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectroscopia de Raio X por
Disperséo de Energia

Uma fibra de silica fundida F325 sem recobrimento e fibras F325 recobertas
com ZnO pelos métodos de recobrimento 1 e 2 e posterior sintese do ZIF-8 foram
separadas a cada etapa do processo. Cada fibra foi colocada em um porta amostra
metélico e fixadas com fita adesiva de carbono em seguida recobriu-se a fibra com
um filme fino de ouro utilizando uma corrente de 4 mA por um periodo de 3 minutos.
A morfologia foi analisada por meio de um Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) utilizando um equipamento MEV Zeiss, modelo EVO 50 Digital Processing
equipado com acessorio de mapeamento EDX IXRF system

4.2.4.4. Difracéo de Raio X

Foi realizada uma andlise de difracdo de raio X nos sdlidos formados nas
etapas de recobrimento da camada de ZnO e da sintese de ZIF-8 por meio de um
Difratdmetro de raios X (DRX) RIGAKU CORPORATION modelo MiniFlex 600,
software Miniflex Guidance e PDXL2 licenciado por RIGAKU, operando com a
tensdo de 40 kV e 15 mA. Os padrdes de difracao foram identificados entre 5 e 80°
com angulo de 26 a uma taxa de varredura de 5°/min, passo (°) 0,020, 40 s; fenda
DS 1/16°; mascara de 15 mm, Tubo de Cu Ka1 e detector DTEX Ultra. Os picos
foram identificados através de comparacao com microfichas do arquivo JCPDS.
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4.3. METODOLOGIA ANALITICA

4.3.1. Preparo das amostras

A vidraria utilizada para realizar o preparo das amostras deve estar
completamente limpa e isenta de etanol.

Os padrdes primarios de referéncia utilizados no preparo dos analitos sdo o
de alto grau de pureza, classificados como grau CG. Possuem procedéncia e

rastreabilidade, certificados de analise, garantindo assim resultados confiaveis.

Tabela 2 — Padrfes utilizados no preparo das amostras

Padréo Finalidade Fabricante Lote Pureza Validade
Metanol (MeOH) Analito 1 MERCK 1771811 99,8% 24/02/2028
(A1)
Butanol (BuOH) Analito 2 SIGMA- SZBE3290V 99,5% 27/04/2020
(A2) ALDRICH
Diclorometano Analito 3 SIGMA- STBFS831V 99,9% 30/10/2018
(DCM) (A3) ALDRICH
Acetato de Etila Analito 4 SIGMA- STBF4589V 99,5% 01/08/2018
(AcEt) (A4) ALDRICH
Acetona Padréo SIGMA- MKBX5029V 99,9% 30/05/2019
(Act) Interno (P.1) ALDRICH

Analito 1 (Metanol) — Transferiu-se 237 uL do padrdo metanol (d = 0,791 g
mL-1) para baldo volumétrico de 25 mL contendo cerca de 15 mL de agua purificada.
Em seguida completou-se o volume com o mesmo solvente e homogeneizou-se

por inversao. [Metanol] = 7498,68 ug mL1.

Analito 2 (Butanol) — Transferiu-se 385 pL do padréo butanol (d = 0,810 g
mL-1) para baldo volumétrico de 25 mL contendo cerca de 15 mL de agua purificada.
Em seguida completou-se o volume com o mesmo solvente e homogeneizou-se

por inversdo. [Butanol] = 12474,00 pug mL.

Analito 3 (Diclorometano) — Transferiu-se 113 pL do padrao diclorometano

(d = 1,325 g mL?) para baldo volumétrico de 100 mL contendo cerca de 50 mL de

agua purificada. Em seguida completou-se o volume com o mesmo solvente e
homogeneizou-se por inversao. [Diclorometano] = 1497,25 ug mL1.
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Analito 4 (Acetato de Etila) — Transferiu-se 347 pL do padrdo acetato de
etila (d = 0,897 g mL™*) para baldo volumétrico de 25 mL contendo cerca de 15 mL
de agua purificada. Em seguida completou-se o volume com 0 mesmo solvente e

homogeneizou-se por inversado. [Acetato de Etila] = 12450,4 pg mL-1.

Padrao Interno (Acetona) — Transferiu-se 158 pL do padrédo acetona (d =
0,7899 g mL1) para baldo volumétrico de 50 mL contendo cerca de 40 mL de agua
purificada. Em seguida completou-se o volume com 0 mesmo solvente e
homogeneizou-se por inversdo. Transferiu-se 10,0 mL para baldo volumétrico de
50 mL contendo cerca de 25 mL de &gua purificada. Completou-se o volume com

0 mesmo solvente e homogeneizou-se por inversao. [Acetona] = 499,22 ug mL.

Solucdo Amostra Intermediaria - A amostra analisada consiste de uma
solucdo composta dos 4 analitos mais o padréo interno. Preparou-se uma solucéo
contentando os 4 analitos transferindo 1,0 mL das solugdes Analito 1, 2, 3 e 4 para
um baldo volumétrico de 50 mL contendo cerca de 35 mL de agua purificada.
Completou-se o volume com o0 mesmo solvente e homogeneizou-se por inversao.
[Acetato de Etila] = 249,01 ug mL1; [Butanol] = 249,94 ug mL-1; [Metanol] = 149,97
ug mL1; [Diclorometano] = 29,95 pug mL-1

Solugdo Amostra - Em seguida foi preparada a solugdo amostra na qual
sera utilizada para realizar a extracdo por SPME e posterior injecdo no sistema
cromatografico gasoso. Essa solucéo foi preparada transferindo 0,5 mL do padréo
interno (Acetona), 1,0 mL da solu¢cdo amostra composta pelos 4 analitos para um
vial de 20 mL contendo 4,5 mL de agua purificada. Em seguida vedou-se o vial com

crimp de aluminio e septo de silicone e homogeneizou a solugao.

Uma solugéo Branco foi preparada transferindo 6 mL de agua purificada para

um vial de 20 mL. Vedou-se o vial com crimp de aluminio e septo de silicone.

4.3.2. Sistema Cromatografico Gasoso

A técnica utilizada foi a cromatografia gasosa com deteccdo por FID com
extracdo e injecdo por Headspace/SPME (HS-SPME). Os parametros utilizados

para realizacdo da metodologia analitica pelo método de microextragdo em fase
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sélida acoplada ao amostrador headspace em cromatografia gasosa sao descritos

abaixo.

Gas de arraste:

Vazdo do gas de
arraste:

Modo de injecéo:

Coluna;:

Liner:
Detector:
Temperatura do
detector:

Temperatura do injetor:
Nitrogénio:
Hidrogénio:
Ar sintético:
de

aproximado:

Tempo retencao

Hélio;

4,9 mL mint;

SPME - Exposicdo de 1 cm da fibra na etapa de
extracdo e dessorcao;

G43 — Agilent: 30 m x 0,53 mm x 3,0 um

6 % Cianopropilfenil

94 % Dimetilpolisiloxano

Split — Part Number: 5181-8818

FID (Flame lonization Detector);

250 °C;

240 °C,;

22 mL.minL;

30 mL min;

300 mL min‘;

5,12 3,21

Diclorometano 6,16 min; Acetato de Etila 8,20 min

Acetona min;  Metanol min;

e Butanol 9,12 min.

As condi¢des de aquecimento da coluna foram: temperatura inicial de 40 °C

permanecendo por 7 minutos, apds esse tempo a taxa de aquecimento foi de 20

°C/min até 240 °C, com esse gradiente de fluxo permanecendo por 11 minutos

conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Rampa de aguecimento utilizada na metodologia analitica proposta

Rampa Temperatura Tempo de permanéncia Tempo total
(°C.mint) (°C) (min) (min)
- 40 7 7
20 240 11 18
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4.3.3. Otimizacdo do método analitico

Com a metodologia analitica definida, foi realizado a otimizacdo de 4
parametros diretamente ligado a técnica de SPME, utilizando a fibra recoberta com
ZnO pelo método em meio metandlico. Avaliou-se os parametros de otimizacao de
temperatura de incubacdo no headspace, tempo de incubacdo, tempo de

extracdo/sorcao e tempo de dessorcéo.

A otimizacdo do método analitico foi realizada preparando-se 12 vials da
solucéo amostra. Os testes foram conduzidos em 4 grupos, deste modo 3 vials da
solucédo amostra foi destinada para cada parametro avaliado. Os testes objetivaram
avaliar a area do pico obtida em cada condicdo, visando ganho de sensibilidade,
especificidade, co-eluicdo de picos e os tempos de retencao de cada analito. Os
testes foram realizados trabalhando-se com a solu¢cdo amostra e com a solucéo de

cada analito individualmente.

Para avaliar o tempo de retencdo dos analitos, realizou-se a injecao
individual de cada analito utilizando como modo de injecdo headspace, na qual é
realizada uma injecdo a gas dos analitos no equipamento. Esse procedimento foi
realizado a fim de otimizar tempo uma vez que a injecao é feita no modo automatico
e 0s tempos de retencdo ndo se alteram uma vez que a coluna cromatografica e o

método utilizado sdo o mesmo.

4.3.4. Temperatura de incubacéao

Avaliou-se a quantidade de analito extraido em funcdo da temperatura de
incubacédo no forno do headspace. As condi¢cdes experimentais utilizadas para este
estudo foram de 50, 60 e 70 °C, o tempo de incubacéao foi de 10 minutos, tempo de
extracao/sorgédo foi de 1,0 minuto e o tempo de dessorc¢do foi de 2,5 minutos,
velocidade de agitacdo de 500 rpm com 15 segundos de agitagcéo e 99 segundos
de repouso. Foram utilizados 3 vials da solugdo amostra para cada injecado das

condicOes testadas.
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4.3.5. Tempo de incubacgéo

Avaliou-se a quantidade de analito extraido em funcdo do tempo de
incubacdo da amostra no headspace e a area do pico. A etapa de extra¢éo/sor¢ao
também foi realizada na mesma temperatura na qual realizou-se a incubacéo, uma

vez que a injecao foi realizada com o vial dentro do forno do headspace.

As condicbes experimentais utilizadas foram de 5, 10 e 15 minutos, com
temperatura de incubacdo de 70 °C, tempo de extracdo/sor¢cao de 1,0 minuto e
tempo de dessorcao de 2,5 minutos, velocidade de agitacdo de 500 rpm com 15
segundos de agitacdo e 99 segundos de repouso. Foram utilizados 3 vials da

solucdo amostra para cada injecdo das condicfes testadas.

4.3.6. Tempo de extracdo/sorcao

Avaliou-se a quantidade de analito extraido em funcéo da area obtida dos
picos de cada analito e pelo tempo de exposicado da fibra. Esse parametro nos
fornece um possivel ganho de sensibilidade, mas deve-se cuidar com possiveis

alongamento de picos, resolucdes e fator de caudas elevados.

As condicbes experimentais utilizadas para esse parametro foram os tempos
de extracdo de 0,50, 1,0 e 2,0 minutos, com temperatura de incubacao de 70 °C,
tempo de incubacédo de 10 minutos, tempo de dessorcéo de 2,5 minutos, velocidade
de agitacdo de 500 rpm com 15 segundos de agitacdo e 99 segundos de repouso.
Foram utilizados 3 vials da solucdo amostra para cada injecdo das condicdes

testadas.

4.3.7. Tempo de dessorcao

Avaliou-se a quantidade de analito extraido pelo tempo que a fibra ficou
exposta no injetor do cromatografo, sob a temperatura de 240 °C, temperatura que
foi definida em relacdo aos critérios estabelecidos pela coluna cromatografica

utilizada, na qual o fabricante recomenda nédo utilizar a coluna acima de
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temperaturas de 250 °C, em vista disso optou-se por escolher a temperatura de
dessorgéo de 240 °C, para manter uma margem de segurancga.

As condicdes experimentais para o teste foram tempo de dessorc¢éo de 0,60,
2,5 e 4,0 minutos, com temperatura de incubacao de 70 °C, tempo de incubacédo
de 10 minutos, tempo de extragdo/sorcéo de 1,0 minuto, velocidade de agitacéo de
500 rpm com 15 segundos de agitacao e 99 segundos de repouso. Foram utilizados

3 vials da solugcéo amostra para cada injecao das condicdes testadas.

Apos realizado os testes de otimizacdo do método, as melhores condicdes

para a realizac@o da técnica foram estabelecidas conforme Tabela 4 abaixo:

Tabela 4 — Pardmetros otimizados para técnica de SPME-HS-CG

Parametros Otimizados

Temperatura de incubagéo/Extragéo (°C) 70

Velocidade de agitacdo (rpm) 500
Tempo de agitacdo (s) 15

Tempo sem agitacéo (s) 99

Tempo de incubacéo (min) 10
Tempo de Extracdo/Sorcao (s) 60
Tempo de dessor¢éo (min) 4
Tempo de corrida do CG (min) 18

4.4. Validacado da metodologia analitica

Os critérios de avaliacdo para os parametros de especificidade, linearidade,
exatidao, precisao, limite de quantificacéo, intervalo e robustez na validagdo esta
baseada na resolugcdo RE n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

4.4.1. Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da analise da solucéo
branco, solu¢cdo amostra, e uma solucao de cada analito individualmente na mesma
concentracédo de cada analito na solugdo amostra. Para que o método se mostre

especifico a resolucao entre os picos de metanol, butanol, diclorometano, acetato
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de atila e acetona, na solugdo amostra em relacdo a qualquer outro pico deve ser

maior ou igual 1,5.

4.4.2. Linearidade

A linearidade do método foi verificada através da analise de uma curva analitica
de 6 niveis com 3 réplicas em cada nivel compreendendo o intervalo de 6 a 300 pg

mL-! conforme Tabela 5:

Tabela 5 — Niveis de concentracdo da curva analitica
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6
(20%) (40%) (60%) (80%) (100%) (120%)
(hgmL?)  (ugmL?)  (ugmL?)  (ugmLY)  (ug mL*)  (pg mL™)

Metanol 30 60 90 120 150 180
Butanol 50 100 150 200 250 300
Acetato de etila 50 100 150 200 250 300
Diclorometano 6 12 18 24 30 36

A féormula matematica que relaciona as duas variaveis, concentracdo em pg

mL-! versus resposta de cada solvente de interesse € a equacao da reta (Eq. 8):

y=ax+B (8)
Em que:
y: resposta medida (area do pico)
X: concentracdo em mg mL™*?
a: inclinacéo da curva de calibracdo (ou coeficiente angular)

B: interseccé&o com o eixo y, quando x = 0 (ou coeficiente linear)

A linearidade foi realizada preparando solugdes linearidade, conforme Tabela

6, com seguinte extracdo e analise das mesmas.
Com os resultados obtidos realizou-se a regressao linear da curva analitica
através do método por minimos quadrados e avaliou-se coeficiente angular
(inclinacdo da reta), coeficiente linear (intercepto com o eixo y), coeficiente de

correlacdo (R), andlise de variancia (ANOVA) e teste F. Para a validacdo dos

32



resultados obtidos na regressao linear, o coeficiente de correlacdo (R) deve ser

igual ou maior que 0,99, o desvio padrao relativo (DPR) entre as trés determinagdes

em cada nivel deve ser menor ou igual a 15%.

Tabela 6 — Preparo das soluc6es amostra para realizar a linearidade do método

Volume da
Concentraco Volumglde agua Volumedo solucao
Padréao Solvente 2 purificada padrao amostra
(hg mL™) (mL) interno (mL) intermediaria
(mL)
Metanol 29,99
Nivel 1 Butanol 49,99 53 02
(20%) Acetato de etila 49,80 ' '
Diclorometano 5,99
Metanol 59,99
Nivel 2 Butanol 99,98 51 04
(40%) Acetato de etila 99,60 ' '
Diclorometano 11,98
Metanol 89,98
Nivel 3 Butanol 149,96 49 06
(60%) Acetato de etila 149,41 ' '
Diclorometano 17,97 05
Metanol 119,98 '
Nivel 4 Butanol 199,95 47 08
(80%) Acetato de etila 199,21 ' '
Diclorometano 23,96
Metanol 149,97
Nivel 5 Butanol 249,94 45 10
(100%) Acetato de etila 249,01 ' '
Diclorometano 29,95
Metanol 179,96
Nivel 6 Butanol 299,93 43 12
(120%) Acetato de etila 298,81 ' '
Diclorometano 35,94

4.4.3. Exatidao

O parametro de exatidao foi verificado através da recuperacao do solvente em

trés réplicas nas concentracdes niveis 1, 4 e 6 que contemplam o intervalo

estabelecido pela linearidade.

Equacéo (9):

T(umL )= Cx [

Ry, ]
R100%

Primeiro calculou-se a concentracdo obtida experimentalmente, através da

(9)
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Em que, T é o teor, em ug mL?, do analito; C é a concentracdo do analito,
em pg mL* na solugdo amostra; Ry € a razdo entre a area do analito com a area
do padréo interno na solucgéo linearidade correspondente ao nivel analisado, Rioo%
€ a razao entre a area do analito com a area do padrdo interno na solucéo

linearidade no nivel 6.

Posteriormente calculou-se a exatiddo pela relacdo entre a concentracao
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente a

Equacéo 10:
Exatidio = 2 x 100 (10)
t

Em que, Cp é a concentracdo do analito na solugdo amostra, em pg mL7,
obtida da equacéo 6 e C: é a concentragdo tedrica, em pug mL obtida na tabela 6.
O preparo das amostras de cada nivel da exatidao foi realizado transferindo
os volumes da solugcdo amostra intermedidria, solucdo padrdo interno e agua
purificada conforme descrito na Tabela 7, em vial de 20 mL. Vedou-se com septo
de silicone e crimp de aluminio e homogeneizou-se. Preparou-se 3 curvas da

exatidao, utilizando para cada uma das curvas uma solucdo amostra intermediaria.

Tabela 7 — Preparo das solu¢gBes amostras para realizagcdo da exatiddo do método

Volume de Volume do Vgl)lilrjrlgeglga
< Concentracéo agua Padréo
Padréo Solvente " 2. amostra
(g mL™) purificada Interno . .
(mL) (mL) intermediaria
(mL)
Metanol 29,99
Nivel 1 Butanol 49,99 53 02
(20%) Acetato de etila 49,80 ' '
Diclorometano 5,99
Metanol 119,98
Nivel 4 Butanol 199,95
(80%) Acetato de etila 199,21 4T 0,50 0.8
Diclorometano 23,96
Metanol 179,96
Nivel 6 Butanol 299,93 43 12
(120%)  Acetato de etila 298,81 ’ '
Diclorometano 35,94
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Para exatidao, a recuperagao de cada analito deve estar entre 80% e 120%

de cada concentragéao.

4.4.4. Precisao

A preciséo da metodologia analitica foi verificada com trés réplicas nos niveis

de concentracfes de 1, 4 e 6, que contemplam o intervalo linear.

A precisao do método analitico foi expressa como o desvio padrao ou desvio
padrdo relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas, conforme a

Equacéo 11:

DPR =

75 X100 (11)

Onde, DPR ¢é o desvio padréo relativo, DP é o desvio padrdo e CMD, a

concentracdo média determinada.

Para o preparo das amostras de cada nivel da precisdo, transferiu-se os
volumes da solucdo amostra intermediaria, padrdo interno e &agua purificada
conforme descrito na Tabela 8, em um vial de 20 mL. Vedou-se com septo de
silicone e crimp de aluminio e homogeneizou-se. Preparou-se trés curvas da

precisao, utilizando para cada uma, uma solugdo amostra intermediaria.

Tabela 8 — Preparo das solugBes amostra para realizagdo da precisdo do método

Volume de Volume do Vgg’;:‘%ga
N Concentracgao adgua Padréo &
Padréo Solvente i 2 amostra
(g mL™) purificada Interno . L
(mL) (mL) intermediaria
(mL)
Metanol 29,99
Nivel 1 Butanol 49,99 53 02
(20%) Acetato de etila 49,80 ’ '
Diclorometano 5,99
Metanol 119,98
Nivel 4 Butanol 199,95
(80%) Acetato de etila 199,21 4T 0,50 0.8
Diclorometano 23,96
Metanol 179,96
Nivel 6 Butanol 299,93 43 12
(120%)  Acetato de etila 298,81 ' '
Diclorometano 35,94
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Para a precisao primeiro dia (repetibilidade) o desvio padrao relativo (DPR) na
triplicata de cada nivel deve ser menor ou igual a 15%. Para precisédo segundo dia
(intermediaria), o desvio padrao relativo entre as observacdes da precisao primeiro
dia comparada com as observacfes da precisdo segundo dia deve ser menor ou

igual a 10%.

4.4.5. Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo é a menor concentracdo quantificavel no nivel 1
(20%) dos analitos metanol, butanol, diclorometano e acetato de etila garantindo-

se a precisao, exatidado e linearidade do método nesse ponto.

4.4.6. Intervalo

O intervalo da metodologia analitica foi estabelecido pela confirmacéo de
gue o método apresenta exatiddo, precisao e linearidade adequados dentro da faixa
dos niveis de concentracdo 1 a 6, conforme tabela da concentragcdo nominal dos

analitos nas solugdes descritas no preparo de solucoes.

4.4.7. Robustez

A robustez por SPME exige uma avaliacdo de fatores que afetam a eficiéncia
da extracdo e resposta cromatogréafica, deste modo optou-se por avaliar a robustez
durante as etapas de otimizacdo do meéetodo onde foram testadas condi¢des de
temperatura de incubacdo no headspace, tempo de incubacdo, tempo de
extragdo/sorgao e tempo de dessorgao. Assim a robustez foi definida nas condigbes
ideais obtidas na etapa de otimizacdo visando ganho de sensibilidade e

reprodutibilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fibras de vidro recobertas com ZnO

Para o recobrimento da fibra de vidro pelo método 1, utilizando o precursor
0 ZnSO4 a uma temperatura de 70 °C. O crescimento da camada de ZnO ocorre
por meio de uma via hidrotérmica, havendo a deposicéo do substrato em forma de
cristais hexagonais na superficie da fibra de vidro. O valor de pH no sistema é um
fator critico no crescimento dessa camada hexagonal de ZnO, pois em pH abaixo
de 11,70 o crescimento ocorre mais lentamente, e quando ajustado para
aproximadamente 11,70, a precipitacdo ocorre rapidamente e mais homogénea.

Em pH acima desses valores desfavorece a formacéao dos cristais (XU et al., 2007).

Para o recobrimento da fibra de vidro pelo método 2, utilizando como
precursor o Zn(NOs3)2, 0 crescimento das nanoparticulas de ZnO na superficie da
fibra ocorreu pelo método sol-gel. Com o processo de dip-coating foi possivel obter
a deposicdo uniforme das nanoparticulas de ZnO. O crescimento hidrotérmico se
deu em um segundo momento quando se diluiu 50 mL da solucao precursora para
250 mL no reator de teflon (WANG et al., 2011).

Apos realizado o recobrimento por ambos 0s métodos, imagens por meio de
um microscoépio 6tico foram feitas para avaliar a superficie das fibras recobertas
pelos métodos 1 e 2. A Figura 7 mostra a fibra de vidro sem a camada polimérica.

Figura 7 — Imagem obtida por microscopio 6tico da fibra de vidro sem a camada polimérica e
revestimento da camada

A Figura 8 mostra a superficie das fibras na sequéncia dos tempos de
contatos de 12, 24 e 48 horas, sendo as figuras 1a, 1b e 1c referente ao método de

recobrimento 1, e as figuras 2a, 2b e 2c referente ao método de recobrimento 2.
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Figura 8 — Imagens obtidas das fibras de vidros apds recobrimento com ZnO; 1a, 1b e 1c
representam a fibra em contato por 12, 24 e 48 horas pelo método 1 respectivamente; 2a, 2b e 2¢
representam a fibra em contato por 12, 24 e 48 horas pelo método 2 respectivamente

Observa-se que no tempo de 12 horas em ambos os métodos ha uma
camada recobrindo a superficie da fibra, sendo que na fibra recoberta pelo método
2 a superficie apresentou-se aparentemente mais uniforme, devido ao pré-
tratamento realizado a 180 °C e posterior procedimento de dip-coating. Essa
caracteristica geralmente € obtida quando utilizada a técnica sol-gel (NASSAR et
al.;2003). Para o tempo de contato de 24 e 48 horas, observou-se a perda da
camada formada no tempo de 12 horas, sendo mais caracteristica nas fibras pelo
meétodo 1. Esse comportamento pode ter acorrido devido a formacao excessiva da
camada de ZnO pelo crescimento hidrotérmico ao longo do tempo, proporcionando
cristais hexagonais em forma de bastonetes cada vez maiores, gerando a queda

dos cristais da superficie.

Essas imagens preliminares foram realizadas para avaliar qual foi a melhor

condicado de recobrimento da camada de ZnO. A partir das observacoes, decidiu-
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se utilizar o método de recobrimento 2 para obten¢cédo da camada de ZnO, utilizando
0 Zn(NOs)2 como precursor e reduzindo o tempo de contato na solugdo precursora
para 3 horas, uma vez que esse tempo de contato foi suficiente para a observacao
do recobrimento da camada de ZnO, evitando assim a queda dos cristais de ZnO
devido ao longo tempo de exposicdo das fibras em contato com a solugcao
precursora. Comportamento que foi confirmado pelas andlises de MEV e DRX

presentes nos resultados e discusséo deste trabalho.

5.2. Analise por MEV e DRX da fibra de vidro recoberta com ZnO

Para observar a camada de ZnO depositada sobre a superficie das fibras,

realizaram-se analises por MEV e DRX.

5.2.1. Andlise por MEV da fibra de vidro antes do recobrimento com ZnO

A Figura 9 apresenta a imagem obtida por MEV da fibra de vidro antes do
recobrimento da superficie com ZnO, na qual percebe-se que os tratamentos
prévios para retirada da camada polimérica com tolueno, acetona, agua e posterior
tratamento com solugdo limpeza nao causaram mudangas significativas na
superficie de contato. Sendo assim, obteve-se uma superficie uniforme, regular e
sem porosidade, comportamento tipico de amostras vitreas que favorece a
adsorcdo quimica obtendo um recobrimento uniforme e uma &rea superficial de
contato regular (SILVEIRA, 2005).

Figura 9 — Imagem da fibra de vidro antes do recobrimento com ZnO, com magnitude de 150
vezes.
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5.2.2. Anélise por MEV da fibra de vidro recoberta pelo ZnO pelo método de

recobrimento 2

A Figura 10 apresenta a imagem obtida por MEV da fibra apds recobrimento
com a camada de ZnO pelo método de recobrimento 2 para um tempo de contato
de 3 horas em solucdo precursora. Observa-se um recobrimento regular da
superficie na Figura 10a apos os 5 ciclos que foram realizados na etapa de dip-
coating. Na Figura 10b e 10c com maior ampliacdo € possivel notar que a fibra de
silica fundida é revestida com um matriz uniforme de nanobastbes de ZnO
hexagonais alinhados verticalmente (WANG et al., 2011). Os nanobastdes de ZnO
cresceram continuamente a partir do suporte da fibra de vidro, o que indica uma

forte adesao na superficie da fibra.

— > A
SEM HV: 30.0 kV SEM HV: 30.0 kV WD: 8.99 mm

SEM MAG: 1.81 kx SEM MAG: 30.0 kx Det: SE

~

SEM HV: 30.0 kV WD: 8.06 mm
SEM MAG: 30.2 kx Det: SE

Figura 10 — Imagens das fibras recobertas com ZnO pelo método 2, na magnitude de 1800 vezes
(10a), 30000 vezes (10b) e 32000 vezes (10c) respectivamente
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O tratamento térmico proporcionou um intercrescimento entre 0s
nanobastdes de ZnO gerando uma interligacdo planar e uma camada de maior
resisténcia (ZHANG et al., 2014). Os nanobastbes de ZnO apresentam uma
elevada area superficial, estabilidade térmica e uma matriz com inter espacos, 0
gue a torna um excelente material para adsorcdo de gases (WANG et al., 2011;
YAO et al., 2010).

5.2.3. Andlise da fibra de vidro recoberta com ZnO por DRX

A analise de DRX foi realizada utilizando o sélido formado no recobrimento
pelo método sol-gel, utilizando como precursor o Zn(NO3)2, observa-se pelo padréo
de difracdo que o material analisado apresenta cristalinidade, uma vez que nao ha
alteracdo na linha de base do difratograma. Na Figura 11 temos 0s picos
caracteristico da fase cristalina wurtzita hexagonal do ZnO (Grupo espacial P63mc;
arquivo JCPDS n° 36-1451) (XU et al.,, 2006). Seis picos de difracdo
correspondendo aos planos (100),(002),(101),(102),(110),(103)e(112)
do ZnO hexagonal podem ser claramente identificados na Figura 11. A intensidade
do pico (1 0 1) confirma que os nanobastdes de ZnO sao altamente cristalinos com
uma estrutura hexagonal (GUERGUERIAN et al., 2012). Os indices de Miller
correspondem as direcdes cristalograficas h k |, para o sistema hexagonal a 42
direcdo i no sistema h kil € igual a i = -(h+k).

3e+005+ Oxido de Zinco

(a)

2e+005—

Intensidade

1e+005+

0e+000 L k Jt

(b)

Oxido de Zinco, O Zn, 8

(1to1)

(100)

(110

— (102

— (103
— 112)

] 1
T T T
20 40 60 80
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Figura 11 — (a) Padrédo de Difragdo do ZnO (b) Padrao Cristalografico do ZnO hexagonal JCPDS
n° 36-1451.
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O padréo de difracdo do ZnO foi comparado com o padréo de difracdo do
ZnO comercial (Figura 12) e nota-se que o perfil de difracéo é praticamente idéntico

ao ZnO obtido pelo método de recobrimento 2.

Oxido de Zinco - Recobrimento pelo método 2

(a)

Oxido de Zinco Comercial _

6.0e+005+

4.0e+005+

Intensidade

2.0e+005

I J\ JL JUL —
(b)

0.0e+000 U l\_ JL ﬁ u

[ I I
20 40 G0 80

2-theta (deg)

Figura 12 — padréo de difracdo do ZnO comercial (a) e Padréo de Difracdo do ZnO pelo método
de recobrimento 2 (b)

5.3. Andlise da Fibra de vidro por MEV e DRX apdés a sintese do ZIF-8

Para observar a formacao do ZIF-8 depositada sobre a superficie das fibras,

realizaram-se analises por MEV e DRX.

5.3.1. Andlise da fibra de vidro por MEV ap0és sintese do ZIF-8

A sintese do ZIF-8 foi realizada em meio metandlico utilizando como
precursor o 2-metilimidazol nas etapas de pré-ativacdo e sintese. A etapa de pré-
ativacao é crucial para posterior deposi¢céo do ZIF-8. Observa-se pela Figura 132 e
13b que houve a formacdo de locais de nucleacdo sobre a superficie dos
nanobastdes de ZnO como destacado na Figura 13b. Tais sitios de nucleacdo
favorecem o crescimento da camada de ZIF-8 na proxima etapa. Esses sitios de

nucleacéo sao formados pela reagdo do 2HMelm com a superficie do ZnO.
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SEM HV: 30.0 kV WD: 5.01 mm w SEM HV: 30.0 kV WD: 5.01 mm

SEM MAG: 30.0 kx Det: SE 2 pm SEM MAG: 50.0 kx Det: SE

Figura 13 — Imagens das fibras apos a etapa de pré-ativacao; 13a fibra na magnitude de
30000 vezes; 13b fibra na magnitude de 50000 vezes

Na etapa de pré-ativagdo Zhang et al., 2014, relatam que a difragéo de raios
X mostra apenas linhas de difragdo da camada de ZnO, podendo ndo ser detectada
a presenca de ZIF-8. Como a molécula de 2-metilimidazol contém um grupamento
com nitrogénio e atomos de carbono, foi utilizado a técnica de EDS para determinar
a presenca desses elementos na amostra em porcentagem de massa (ZHANG et
al., 2014). As porcentagens de massa dos elementos presentes na etapa de pré-
ativacao obtidos por EDS séo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Percentual (% m/m) dos elementos C, N, O e Zn obtidos por EDS da fibra de vidro
apos recobrimento com ZnO e pré-ativagao

Espectro  Carbono (C) Nitrogénio (N) Oxigénio (O) Zinco (Zn) Total

(%) (%) (%) (%)
Espectro 1 10,93 - 18,87 70,20 100,00
Espectro 2 9,85 2,92 16,18 71,05 100,00
Espectro 3 9,85 2,90 15,41 71,82 100,00
Média (%) 10,21 2,91 16,82 71,02 100,00
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A Tabela 9 mostra que existe uma pequena quantidade de nitrogénio e
carbono na camada de nanobastdes de ZnO sugerindo a presenga de grupamentos

de nitrogénio e atomos de carbono.

Apés a etapa de pré-ativacao foi realizada a sintese do ZIF-8, na qual as
fibras ficaram em contanto com a solugéo precursora de 2-metilimidazol por 12
horas, havendo a renovacédo da solucéo e contanto por mais 12 horas, totalizando
24 horas. A Figura 14a mostra a imagem obtida da fibra de vidro apés a sintese do
ZIF-8 em contanto com a solugdo precursora por 12 horas, nota-se que ha
formacéo da rede framework sobre a camada de nanobastdes de ZnO, também é
possivel observar alguns nanobastdes que ndo foram recobertos totalmente. Na
Figura 14b temos a imagem da fibra apds sintese do ZIF-8 em contanto por 24
horas, observa-se que todos os nanobastdes de ZnO foram recobertos pela rede

framework.

Em ambas as imagens 14a e 14b é notavel a camada de ZIF-8 desenvolvida
sobre a superficies dos nanobastdes de ZnO pré-ativados, havendo um
crescimento continuo e penetragcdo dos nanobastdes de ZnO na rede framework
ZIF-8 com varios pontos de fixacao, fornecendo fortes ligac6es moleculares entre
os planos cristalinos do nanobastdes de ZnO e ZIF-8. Tais caracteristicas fornecem
propriedades de resisténcia adicional com o arranjo cristalino do ZIF-8, a camada
de nanobastdes de ZnO proporcionam maiores graus de verticalidade do material.
Isto pode vir a prevenir a formacéao de fraturas e propagacéo de fendas na superficie
do material e fornece melhores propriedades térmicas (EIRAS et al., 2015; ZHANG
et al., 2014).
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SEM HV: 30.0 kV WD: 9.10 mm | SEM HV: 30.0 kV WD: 8.7 mm
SEM MAG: 30.0 kx Det: SE SEM MAG: 30.0 kx Det: SE

Figura 14 — Imagens obtidas das fibras apés sintese do ZIF-8; 14a imagem da fibra apds contato
com solucgao precursora por 12 horas com magnitude de 30,0 k vezes, 14b imagem da fibra apos
contato com solucao precursora por 24 horas com magnitude de 30,0 k vezes

Foi utilizada a técnica de EDS para determinar a porcentagem de massa
nos tempos de 12 horas e 24 horas. As Tabelas 10 e 11 mostram um aumento na
proporcao de nitrogénio e carbono do tempo de contato de 12 horas para 24 horas.
O tempo de contato da fibra de 12 horas com a solugdo precursora dobrou a
guantidade de nitrogénio e carbono na superficie dos nanobastbes de ZnO,
aumentando de 2,91% para 6,77% para o nitrogénio e de 10,21% para 27,74%.
Esse mesmo comportamento é observado do tempo de 12 horas para 24 horas.
Para os atomos de oxigénio e zinco é notavel a queda na porcentagem de massa
ao decorrer das etapas de pré-ativagdo, tempo de contanto de 12 e 24 horas com

a solucao precursora, essa queda sendo mais evidente para o &tomo de zinco.

Tabela 10 — Percentual (% m/m) dos elementos C, N, O e Zn obtidos por EDS da fibra de vidro
apos a sintese do ZIF-8 depois de 12 horas de contanto com solugdo precursora

Espectro  Carbono (C) Nitrogénio (N) Oxigénio (O) Zinco (Zn) Total

(%) (%) (%) (%)
Espectro 1 24,35 6,37 10,12 59,15 100,00
Espectro 2 22,61 5,72 7,14 64,54 100,00
Espectro 3 27,74 8,23 19,02 45,01 100,00
Média (%) 24,90 6,77 12,09 56,23 100,00
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Tabela 11 — Percentual (% m/m) dos elementos C, N, O e Zn obtidos por EDS da fibra de vidro
apos a sintese do ZIF-8 depois de 24 horas de contanto com solucdo precursora

Espectro  Carbono (C) Nitrogénio (N) Oxigénio (O) Zinco (Zn) Total

(%) (%) (%) (%)
Espectro 1 44,52 18,16 8,00 29,32 100,00
Espectro 2 20,08 8,71 68,28 2,93 100,00
Espectro 3 29,55 13,01 50,03 7,41 100,00
Média (%) 31,38 13,29 42,11 13,22 100,00

5.3.2. Anélise da fibra de vidro apés sintese do ZIF-8 por DRX

A analise de DRX foi realizada utilizando o solido formado na sintese do ZIF-
8, apobs 24 horas de contanto utilizando como precursor o 2-metilimidazol. Para o
ZIF-8 o plano mais importante que correspondem a estrutura de sodalita de ZIF-8
(arquivo JCPDS n°. 7111968) é o pico que aparece em 26 = 6,81° que representa
o plano (0 1 1) da estrutura cristalina do ZIF-8 e é usualmente utilizado como

referéncia para a identificagéo de ZIF-8 (EIRAS et al., 2015).
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Figura 15 — Padrdo de Difracédo da estrutura sodalita de ZIF-8
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5.4. Andlise termogravimétrica (TGA) das fibras de vidro recobertas com ZnO
e ZIF-8

A analise termogravimétrica foi utilizada para o0 monitoramento da perda ou
agregacdo de massa das fibras de vidro em funcdo da temperatura, em um
ambiente de atmosfera controlada de nitrogénio. Realizou-se a andlise da fibra de
vidro ndo modificada quimicamente, na fibra com recobrimento com ZnO e da fibra
apos a sintese do ZIF-8 (Figura 16). A aplicacdo dessa técnica possibilitou
conhecer a faixa de temperatura em que a fibra de vidro adquire uma composicao
quimica fixa e a temperatura em que se decompde e o andamento das reacdes de

desidratacéo, oxidacdo, combustéo, decomposicao entre outros.

Para analise termogravimétrica da fibra de vidro sem modificacdo quimica
na sua superficie, uma pequena perda de massa em torno de 3% foi verificada na
faixa de temperatura aplicada, conforme comportamento observado em literatura
(GARAY et al., 2011).

Para andlise termogravimétrica da fibra de vidro recoberta com ZnO,
observa-se que a perda de massa em funcéo da temperatura variou entre 300 e
600 °C, possivelmente associada a queima de material organico proveniente do
processo de recobrimento pelo método sol-gel. No entanto, tal variacdo nao
ultrapassou os 3% de perda de massa nessa regiao, havendo no total uma perda

de aproximadamente 5% de massa no sistema.
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Figura 16 — Analise Termogravimétrica da fibra de vidro sem modificagdo, com recobrimento dos
nanobastdes de ZnO e com ZIF-8
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Para analise termogravimétrica da fibra de vidro apds sintese do ZIF-8,
mostrou uma perda de massa em fungdo da temperatura em torno de 14%,
considerando a perda de massa de aproximadamente 5% da fibra de vidro
recoberta com ZnO, para o ZIF-8 temos um torno de 9% e perda de massa até 400
°C, estd regido tem sido associada a liberacdo de moléculas hdspedes e de
algumas espécies do ligante que n&do reagiram (PAN & LAI, 2011). Acima dessa
regido até proximo a 500 °C temos um periodo de maior estabilidade,
provavelmente devido a forte ligacéo entre o ligante imidazolato e o centro metalico,
o que fornece a alguns ZIF’s estabilidade térmica em torno de 400 °C (YAO et al.,
2010).

5.5. Otimizacdo do método analitico

Os trabalhos realizados resultaram em dois potenciais dispositivos aplicaveis
a SPME: um com o recobrimento de nanobastdes de ZnO e outro com recobrimento
de ZnOJ/ZIF-8. Para as etapas cromatograficas foi utilizada somente a fibra
recoberta com os nanobastdes de ZnO, uma vez que estes nanobastdes podem
apresentar excelentes propriedades de adsorcdo de gases. Além disso, a
morfologia regular da distribuicdo destes nanobastbes na fibra, recobrindo toda
superficie da mesma, pode resultar num dispositivo de excelente desempenho
frente a SPME-CG.

Os tempos de retencdo obtidos para cada analito injetado individualmente
nas condicdbes cromatograficas estabelecidas pelo método analitico estdo

dispostos na Tabela 12.

Tabela 12 — Tempo de retengdo aproximado dos analitos e o tempo de corrida cromatografica

Analito Tempo de Retencao (min)
Metanol 3,21
Butanol 9,12
Diclorometano 6,16
Acetato de Etila 8,20
Acetona 5,12
Tempo de Corrida 18,0
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A ordem de eluicdo obtida esta de acordo com o esperado, pois seguem a relacéo
de massas molares, exceto para o butanol, no qual, devido a sua estrutura linear,
prevalece uma maior interacdo com a coluna, devido ao carater apolar da silica
fundida. Este fato justifica seu tempo de retencdo maior comparado ao do acetato

de etila e diclorometano.

Os parametros de otimizagdo, temperatura de incubacédo, tempo de
incubacédo, tempo de extracdo/sorcédo e tempo de dessorcédo foram enquadrados
como parte da robustez do método, pois foi possivel, a partir dessas pequenas

variacfes, determinar as condi¢cfes Otimas da técnica SPME no método proposto.

Segundo CHO et al (2003) deve-se utilizar temperatura de extracao na faixa
de 50 a 65 °C, pois os solventes residuais mais utilizados apresentam ponto de
ebulicdo muito proximo dessa faixa. Temperaturas muito acimas dessas,
dependendo do diluente utilizado, comprometem o equilibrio do sistema, havendo
competicdo pela fase gasosa entre os analitos o diluente e a matriz. Outro fator
importante é a alta pressao de vapor gerada dentro do vial, o que pode ocasionar

uma fissura ou até mesmo a explosao do vial.

No entanto, a temperatura de extracéo foi definida em 70 °C, uma vez que
0s analitos acetato de etila e o butanol apresentam pontos de ebulicdo de 77,1 e
117,7 °C, respectivamente, e apresentaram ganho de area em relacdo as

condicBes de 50 e 60 °C. Esse comportamento € discutido no item 5.5.1.

5.5.1. Temperatura de incubagé&o

Na Figura 17 é possivel observar que ha um ganho de area quando a
temperatura de incubacdo é de 70 °C. O aumento da temperatura de incubacao
gera um aumento na transferéncia de massa dos analitos da fase aquosa para a
fase vapor (headspace) e para a superficie de fibra contendo ZnO (LUO et al;
2013).

Nota-se que para os analitos acetato de etila e butanol o ganho de area foi
maior e esse aumento justifica-se com base em trés fatores: o primeiro esta
relacionado com o carater polar dos nanobastées de ZnO e dos analitos em

questao; o segundo é devido a estrutura linear desses analitos em relacdo aos
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analitos metanol e diclorometano e; por ultimo ao ponto de ebulicdo mais elevado

dos analitos acetato de etila e butanol (JI et al., 2012).
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Temperatura de Incubagéo (° C)

Figura 17 — Areas dos picos cromatogréficos dos analitos em funcéo da temperatura de incubag&o

Observa-se também pelo gréafico, uma menor variacdo da area dos picos em
relacdo a temperatura de incubacéo de 60 °C para 70 °C, possivelmente devido a
fibra estar perto de atingir a saturacdo. Os cromatogramas podem ser verificados

pelos cromatogramas no APENDICE A.

5.5.2. Tempo de incubacéo

O tempo de incubacao esta relacionado diretamente com a obtencdo do
tempo no qual ocorre o equilibrio entre a fase aguosa e a fase gasosa headspace.
Os analitos tendem a apresentar melhor resposta na area do pico quando se
trabalha com essa condicao otimizada (PAWLISZYN, 1997).

Observa-se pela Figura 18, que nao se obteve um ganho de area significativa
entre os tempos de incubacgédo de 5, 10 e 15 minutos, exceto para o caso do butanol,

efeito ocasionado devido a molécula de butanol ser linear e teoricamente ter maior
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area de contato em relacdo aos demais analitos. De modo geral, na etapa de
incubacdo, onde a amostra fica em agitacdo no forno do headspace por
determinado periodo de tempo, havera uma tendéncia de aumento da quantidade
de analito extraida e um tempo de extracao reduzido. Esse efeito € mais evidente
em analitos com coeficientes de difusdo baixo e de maior peso molecular, como é
0 caso do butanol (NICOLLI, 2009).
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Figura 18 — Areas dos picos cromatogréaficos dos analitos em fungéo do tempo de incubacio

A Figura 19 mostra o tempo de incubacédo de 15 minutos que ocasionou
maior extracdo do Butanol levou a coeluicdo do ativo a um pico referente a

matriz/diluente quando comparado com a tempo de incubacgéo de 10 minutos.
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Figura 19 — Cromatogramas obtidos da solu¢cdo amostra com tempo de incubacdo de 5 minutos

(a) e com tempo de incubacéo de 15 minutos (b)

Em geral, os demais analitos conseguem atingir o equilibrio na fase vapor
em 10 minutos de incubacdo e esse curto tempo de equilibrio € atribuido aos
nanobastdes de ZnO, que adsorvem rapidamente os analitos da fase gasosa (JI et
al., 2012). Desta forma, optou-se por trabalhar com o tempo de incubacdo de 10
minutos para evitar possiveis coelui¢cdes na etapa de validacdo. Os cromatogramas

dos analitos para o tempo de incubac&o podem ser verificados no APENDICE A.

5.5.3. Tempo de extragao/sorcao

Na Figura 20 tem-se que entre 30 e 60 s de extracédo, tempo no qual a fibra
ficou exposta em contato com a fase gasosa, ndo houve aumento expressivo de
area quando comparado com o tempo de extracdo de 120 segundos. O processo
de particdo foi mais otimizado nesse tempo, no entanto, o ganho de area do pico
dos analitos ocasionou novamente em problemas de resolugdo, em particular para
o Butanol, possivelmente pela maior quantidade extraida do analito nesse tempo

de extracdo. Esse efeito € mostrado na Figura 21.
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Figura 20 — Areas dos picos cromatogréficos dos analitos em fungéio do tempo de extrac&o/sor¢éo

30.000
25.000
20.000
15.000
10.000

5.000

n-Butanol >

(a)

uv
—= Acetona
= Diclorometano
Acetatode Etila

> Metanol

—~
—
—
|
|

|
-
|

-

(=
|
|
|
I
|

-

30.000
25.000 (b)
20.000
15.000
10.000

5.000

Acetona
AcEato de Elila’|
T-Butanol

uv

> Diclorometanc

Metanol

Min
Figura 21 — Cromatogramas obtidos da solu¢cdo amostra com tempo de extracéo/sorcéo de 60 s

(a) e com tempo de extracao/sorcao de 120 s (b)

Devido a esse comportamento, foi definido o tempo de 60 segundos de
extracdo/sorcdo, uma vez que o compromisso da analise € de velocidade e

sensibilidade. Isto é possivel porque a SPME é um método quantitativo para
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qualguer tempo de extracdo, podendo-se, em Varios casos obter sensibilidade
suficiente antes de se atingir o tempo de equilibrio e também a fim de evitar

possiveis coeluicdes na etapa de validacdo do método (ULRICH, 2000).

Os cromatogramas dos analitos para o tempo de extracao/sorcdo podem ser
verificados no APENDICE A.

5.5.4. Tempo de dessorcéao

A Figura 22 apresenta que ndo houve um ganho expressivos de area para
os analitos com a temperatura de dessor¢cao em 240 °C. Para os analitos acetato
de etila, acetona e diclorometano a alta temperatura garantiu uma maior eficiéncia
na dessorcao térmica desses analitos da superficie da fibra para entrada do injetor.
No caso do Metanol a alta temperatura promoveu a decomposicdo térmica do
analito (ULRICH, 2000; JI et al., 2012).

O tempo de dessorc¢éo adotado foi de 4 minutos, uma vez que neste tempo
nao foram observados efeitos de meméria (carry-over) na qual analitos de uma
primeira injecdo sdo carregados para uma préxima injecao, incrementando uma
maior concentracdo do que deveria. A temperatura de dessorcao foi fixada em 240
°C pois nessa temperatura observou-se que o revestimento da fibra ndo sofreu
nenhum tipo de dano. Esses efeitos acabam gerando um alto desvio padréao quando
observados (OLIVARES, 2006; JI et al., 2012).

Os cromatogramas dos analitos para o tempo de dessorcdo podem ser
verificados no APENDICE A.
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Figura 22 — Areas dos picos cromatogréficos dos analitos em funcéo do tempo de dessorgéo

6. Validacdo da metodologia analitica

6.1 Especificidade

Para avaliar a especificidade do método foram analisados uma solucéo
amostra, solucdo branco e cada analito injetado no sistema individualmente. A
Figura 23 mostra o cromatograma da solucdo amostra em que as condigdes
cromatograficas utilizadas proporcionaram a todos os analitos tempos de retencao
distintos, com resolucdo maior de 1,5 em relacédo ao qualquer outro pico da solucéo

amostra.

O software calcula a resolucdo de um pico sempre em relacdo a um pico
com tempo de eluicdo anterior, para o metanol ndo ha um valor de resolugéo
atribuido pelo software, uma vez que ndo ha nenhum pico eluindo antes do metanol.
Como a resolugéo (R) mede o grau ou magnitude da separagao entre dois picos,
foi atribuido o valor de resolucéo para o metanol como sendo 0 mesmo da acetona
de 14,01, uma vez que a distancia entre os picos da acetona e metanol e a mesma

entre metanol e acetona.
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Para o butanol, diclorometano, acetato de etila e acetona os valores de
resolugdo foram de 17,69, 6,65, 18,84 e 14,01, respectivamente, conforme Tabela
13. O cromatograma da solucéo branco apresentou picos somente do diluente e

constituintes da fase estacionaria.

Os cromatogramas da solucdo branco e dos analitos injetados

individualmente est&o dispostos no APENDICE B.
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Figura 23 — Cromatograma referente a solu¢do Amostra utilizada no estudo da especificidade

Tabela 13 — Tempo de Retencéo, Area e Resolug&o dos analitos na solugdo amostra no estudo
de especificidade

Analito Tempo de Retencdo (min) Area (u.V) Resolucdo
Metanol 3,21 160,7 14,01
Butanol 9,12 1379,0 17,69
Diclorometano 6,16 294,5 6,65
Acetato de Etila 8,20 3687,4 18,84
Acetona 5,12 1329,9 14,01

O estudo de especificidade se mostrou conciso e sem a presenca de

interferentes, concluindo que o método é especifico para os analitos testados.

6.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada na faixa de 6 a 300 pg mL* utilizando

seis niveis de concentracdo e analisando cada nivel de concentracdo em triplicata.

A Tabela 14 apresenta os dados da razdo de cada analito em relagdo ao
padrao interno que foram obtidas analisando cada nivel de concentracdo em

triplicata.
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Tabela 14 — Razdes obtidas do estudo de linearidade para cada analito em seus niveis de
concentracdo

Razbes

Niveis “\Metanol Diclorometano Acetato  Butanol

20% 0,012 0,062 0,682 0,137

40% 0,023 0,115 1,316 0269
Linearidade  60% 0,034 0,166 2131 0,389
1 80% 0,044 0,227 2,913 0,516
100% 0,054 0,272 3,443 0,622

120% 0,065 0,317 4,104 0728

20% 0,013 0,051 0,615 0,136

40% 0,021 0,106 1,294 0,247
Linearidade  60% 0,031 0,163 2,003 0,363
2 80% 0,042 0,213 2,676 0,492
100% 0,054 0,262 3,365 0,625

120% 0,066 0,307 4,014 0,771

20% 0,011 0,052 0,611 0,137

40% 0,021 0,106 1,316 0,257
Linearidade  60% 0,029 0,163 1,950 0,360
3 80% 0,040 0,214 2,656 0,493
100% 0,049 0,262 3,357 0,610

120% 0,060 0,316 3,971 0,732

A partir das razdes obtidas (Tabela 14) foi possivel tracar curvas de
calibracéo e obter os valores do coeficiente de correlagao linear, coeficiente angular
(@) e linear (B) para cada analito, utilizando os seis niveis de concentracdo em
triplicata. As Figuras de 24, 25, 26 e 27 mostram as curvas analiticas da
concentracdo obtida versus a resposta cromatografica. Os cromatogramas
referente ao estudo de linearidade encontram-se no APENDICE B.
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Figura 24 — Curvas de calibracdo da linearidade 1, 2 e 3 para o analito metanol
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Figura 25 — Curva de calibracéo da linearidade 1, 2 e 3 para o analito butanol
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Figura 27 — Curva de calibracéo da linearidade 1, 2 e 3 para o analito acetato de etila

Os valores dos coeficientes de correlacédo (R), inclinacdo da reta e os
interceptos da reta apresentaram resultados individuais satisfatorios na faixa de
concentracdo proposta pelo método, atingindo valores exigidos na legislacdo RE
899 da ANVISA de (R) maior que 0,99.

Nas Tabelas 15, 16, 17 e 18 estdo apresentados o resultado da analise de

variancia (ANOVA) da regressao dos analitos metanol, butanol, diclorometano e
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acetato de etila, respectivamente. Observa-se que para o metanol que o F
calculado (MQreg/MQresiduo = 1279,84) foi maior que o F tabelado (4,45), assim como
para o butanol (Fcac = 4838,29), diclorometano (Fcac = 4107,46) e acetato de etila

(Fcac = 4380,37) os valores de F se mostraram maior que o F tabelado (4,45).

Tabela 15 — Resultado da analise de variancia (ANOVA) para a linearidade do metanol

G.L SQ MQ Fcaic Fab@gos;1;17y  F de significacéo
Regresséao 1 0,0056 0,0056 1279,84 4,45 1,0667E-16
Residuo 16 7,03E-05 4,39408E-06
Total 17 0,0057

Tabela 16 — Resultado da analise de variancia (ANOVA) para a linearidade do butanol

G.L SQ MQ Fcalc F[ab(o,g5;1;17) F de significac;éo
Regresséao 1 0,7738 0,7738 4838,29 4,45 2,74E-21
Residuo 16 0,0026 0,0002
Total 17 0,7764

Tabela 17 — Resultado da analise de variancia (ANOVA) para a linearidade do diclorometano

G.L SQ MQ Fealc Ftabo,95:1:177  F de significacéo
Regresséao 1 0,1407 0,1407 4107,46 4,45 1,01E-20
Residuo 16 0,0006  3,43E-05
Total 17 0,1412

Tabela 18 — Resultado da analise de variancia (ANOVA) para a linearidade do acetato de etila

G.L SQ MQ Fealc Ftan(0,95:1:17) F de significacéo
Regresséo 1 24,5399 24,5399  4380,37 4,45 6,05E-21
Residuo 16 0,0896 0,0056
Total 17 24,6295

Os valores de F calculado para todos os analitos mostraram-se
estatisticamente significativos (Fcaic > Ftab) indicaram uma relacdo linear entre as
duas variaveis (resposta versus concentracéo), onde quanto maior for a razao entre
0 Fcac € Frab mais significativa € essa relacdo. E recomendando, para que a
regressao tenha utilidade pratica, que o valor de MQregressao S€ja N0 Minimo cinco
vezes maior que o MQresiduo, Valor na qual foi atingindo para todos os analitos na

analise de regressdo (PIMENTEL & NETO, 1996; DRAPER & SMITH, 1981).
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O modelo da regresséo linear simples foi validado pela andlise visual dos
residuos, os quais se mostraram adequados para o modelo de regressdo. Nas
Figuras 28, 29, 30 e 31 séo apresentados a distribuicdo dos residuos nos analitos
metanol, butanol, diclorometano e acetato de etila, respectivamente, observa-se
que os residuos sdo independentes, apresenta distribuicdo normal, com disperséo
adequada em torno da reta da regressao e variancia constante nos diferentes
niveis, indicando que o modelo é adequado (PIMENTEL & NETO, 1996).
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Figura 28 — Distribuic@o dos residuos para o analito metanol
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Figura 29 — Distribuicdo dos residuos para o analito butanol
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Figura 30 — Distribui¢éo dos residuos para o analito diclorometano
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Figura 31 — Distribuig&o dos residuos para o analito acetato de etila

Os critérios de aceitacao para a linearidade foram satisfatorios atingindo as
especificacdes preconizadas pela legislagcao RE 899. Os resultados demonstraram
gue no intervalo proposto o método € linear e quantificavel, e, por conseguinte que
a area dos picos dos analitos sdo diretamente proporcionais a concentracado dos

mesmaos presente na amostra.

6.3 Exatidao e Precisao

Avaliou-se a exatiddo e precisdo em dias diferentes para verificar a

reprodutibilidade do método. Tanto a exatiddo quanto a precisao foram calculadas
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a partir dos niveis 1 (20%), 4 (80%) e 6 (120%) da linearidade uma vez que a
mesma foi realizada de forma matrizada. A exatidao e precisdo segundo dia foram

realizadas injetando os niveis 1, 4 e 6 em um segundo momento.

Utilizaram-se as razdes de cada analito para a avaliacdo da exatidao
comparando as concentracdes obtidas (experimental) com os niveis das teoricas
para obtencdo da recuperacdo do método analitico. A precisdo foi verificada

calculando o desvio padrao relativo da triplicata de cada nivel.

6.3.1. Exatidao e Preciséo primeiro dia
Para exatiddo, a recuperagdo de cada analito se mostrou dentro da faixa

especificada de 80% a 120% para cada nivel de concentracdo conforme mostra as
Tabelas 19, 20 e 21.

Tabela 19 — Recuperacédo de cada analito para o nivel 1 (20%) para exatiddo primeiro dia

Metanol Butanol Diclorometano Acetato de Etila

Amostra Tedrica Experimental Experimental Experimental Experimental
(%) (%) (%) (%) (%)
21,40 21,97 22,87 19,82
Nivel 1 (20%) 24,01 21,78 19,64 18,28
- 23,12 22,53 19,77 18,19
Média 22,84 22,09 20,76 18,76
DPR (%) 5,82 1,76 8,81 4,87
Recuperacao (%) 100,00 114,21 110,47 103,80 93,82

Tabela 20 — Recuperacédo de cada analito para o nivel 4 (80%) para exatiddo primeiro dia

Amostra Metanol Butanol Diclorometano  Acetato de Etila
Tedrica Experimental Experimental Experimental Experimental
(%) (%) (%) (%) (%)
81,99 83,05 83,48 84,61
Nivel 4 (80%) 77,43 78,71 81,17 79,52
- 80,96 80,84 81,51 79,12
Média 80,13 80,87 82,05 81,08
DPR (%) 2,99 2,68 1,52 3,78
Recuperacao (%) 100,00 100,16 101,09 102,56 101,35
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Tabela 21 — Recuperagédo de cada analito para o nivel 6 (120%) para exatidao primeiro dia

Amostra Metanol Butanol Diclorometano Acetato de Etila
Tebrica Experimental Experimental Experimental Experimental
(%) (%) (%) (%) (%)
119,95 117,13 116,34 119,20
Nivel 6 (120%) 123,10 123,31 117,24 119,27
- 120,65 120,08 120,42 118,29
Média 121,23 120,17 118,00 118,92
DPR (%) 1,36 2,57 1,81 0,46
Recuperacdo (%) 100,00 101,03 100,14 98,33 99,10

Para precisdo primeiro dia o desvio padrao relativo (DPR) na triplicata de
cada nivel se mostrou menor que 15% para todos os analitos conforme Tabela 22

demostrando adequada disperséo de resultados entre 0s ensaios.

Tabela 22 — Desvio padréo relativo na triplicata de cada nivel para preciséo primeiro dia

Nivel Metanol DPR Butanol DPR Diclorometano DPR Acetato de DPR

(%) (%) (%) Etila (%)
0,0116 0,1366 0,0622 0,6823

20% 90130 70 01362 04 0,0514 11,1 0,6153 6,3
0,0114 0,1374 0,0518 0,6107
0,0445 0,5165 0,2272 2,9134

80% 90418 o4 04921 28 0,2125 3.7 2,6760 5,2
0,0400 0,4928 0,2137 2,6560
0,0650 0,7284 0,3166 4,1045

120% “0o0664 7 077709 32 0,3070 17 4,0140 17
0,0596 0,7321 0,3156 3,9711

6.3.2. Exatidao e Precisédo segundo dia

Para exatiddo segundo dia, a recuperacdo de cada analito também se
mostrou dentro da faixa especificada de 80% a 120% para cada nivel de
concentracdo conforme mostra as Tabelas 23, 24 e 25.
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Tabela 23 — Recuperacao de cada analito para o nivel 1 (20%) para exatidao segundo dia

Metanol Butanol Diclorometano Acetato de Etila

Amostra Tedrica Experimental Experimental  Experimental Experimental
(%) (%) (%) (%) (%)
20,00 18,34 19,97 20,90 19,24
Nivel 1 (20%) 30,00 21,99 20,70 17,94 17,10
20,00 22,72 21,86 20,47 19,66
Média 20,00 21,02 20,84 19,77 18,67
DPR (%) 0 11,17 4,56 8,10 7,36
Recuperacao (%) 100,00 105,08 104,22 98,84 93,33

Tabela 24 — Recuperacao de cada analito para o nivel 4 (80%) para exatiddo segundo dia

Amostra Metanol Butanol Diclorometano Acetato de Etila
Tedrica Experimental Experimental  Experimental Experimental
(%) (%) (%) (%) (%)
80,00 78,30 74,86 80,41 74,86
Nivel 4 (80%)  ~gp 00 78,20 76,09 79,09 74,32
80,00 79,27 79,63 78,17 81,20
Média 80,00 78,59 76,86 79,22 76,79
DPR (%) 0 0,76 3,22 1,42 4,99
Recuperacgdo (%) 100,00 98,24 96,07 99,03 95,99

Tabela 25 — Recuperacéo de cada analito para o nivel 6 (120%) para exatidao segundo dia

Metanol Butanol Diclorometano Acetato de Etila
Amostra Tedrica Experimental Experimental  Experimental Experimental
(%) (%) (%) (%) (%)
120,00 113,08 115,18 113,08 111,39
Nivel 6 (120%) 12000 120,93 116,58 119,24 119,56
120,00 118,45 121,40 117,68 122,03
Média 120,00 117,49 117,72 116,67 117,66
DPR (%) 0 3,42 2,77 2,75 4,73
Recuperagéo (%) 100,00 97,91 98,10 97,22 98,05

Para precisdo segundo dia (intermediaria), a comparacdo entre 0s
resultados entre os dois dias apresentou desvio padrao relativo (DPR) abaixo do
limite maximo especificado de 10%, demostrando que o método analito é preciso
para a faixa linear estudada conforme Tabela 26. Os cromatogramas da exatidao e

precisdo segundo dia estdo dispostos no APENDICE B.

65



Tabela 26 — Desvio padréo relativo na comparacao dos resultados obtidos da precisdo primeiro e
segundo dia

Nivel Metanol DPR Butanol DPR Diclorometano DPR Acetato de Etila DPR

(%) (%) (%) (%)

0,0107 0,1331 0,0607 0,7099

0,0129 0,1370 0,0512 0,6106
Nivel1 00109 g4 01309 g 0,0594 9.2 0,6387 6.5

(20%)  0,0116 0,1366 0,0622 0,6823

0,0130 0,1362 0,0514 0,6153

0,0114 0,1374 0,0518 0,6107

0,0458 0,4988 0,2335 2,9402

0,0459 0,5035 0,2257 2,6543
Nivel4 00379 7g 04770 54 0,2269 3.7 2,6383 5.1

(80%)  0,0445 0,5165 0,2272 2,9134

0,0418 0,4921 0,2125 2,6760

0,0400 0,4928 0,2137 2,6560

0,0668 0,7674 0,3284 4,1096

0,0710 0,7715 0,3403 4,2699
Nivel6 00566 g, 07272 g3 0,3416 4.4 3,9649 28

(120%)  0,0650 0,7284 0,3166 4,1045

0,0664 0,7709 0,3070 4,0140

0,0596 0,7321 0,3156 3,9711

6.4 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacao foi definido pela analise da menor concentracdo do
analito utilizado na linearidade, demostrando sensibilidade significativa do método
com exatiddo e precisdo dentro do limite estabelecido. Deste modo o limite de
quantificacdo para o método foi a concentracdo de 30 ug mL* para o metanol, 50
ug mL* para o butanol, 50 ug mL! para o acetato de etila e de 6 pg mL* para o

diclorometano.

6.5 Intervalo

O intervalo do método foi compreendido entra a faixa do limite de
quantificacdo superior e inferior do método analitico. Os resultados demostraram
gue o método é valido para a faixa de concentracéo de 6 a 300 ug mL?, uma vez

que nessa faixa o método € linear, preciso e exato.
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ApoGs otimizagdo e validagdo do método analitico realizando todos os
parametros exigidos por legislacao, foi possivel comprovar analiticamente que o
método proposto atende todos os critérios de aceitacdo estabelecidos, se
mostrando adequado para a determinacdo dos solventes organicos estudados

nesse trabalho.
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7. CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS

7.1. Conclusao

As fibras doadas foram modificadas superficialmente com nanobastdes de
ZnO e por uma camada de ZIF-8 e caracterizadas por microscopia eletrbnica de
varredura e difracdo de raio X. A estabilidade do material foi determinada por meio
de analise de termogravimétrica. Os resultados obtidos das técnicas de
caracterizagdo se apresentaram muito semelhantes com o0s encontrados na

literatura.

O recobrimento com ZnO foi realizado por dois métodos distintos: o método
de recobrimento 1, utilizando como precursor o Zn(SOa4)2 e método de recobrimento
2, utilizando como precursor o Zn(NO3)2. Ambos os métodos utilizaram o método
sol-gel utilizando a técnica de dip coating. No entanto, resultados preliminares por
microscopia O6tica foi determinante para o rumo do trabalho a ser seguido, pois
mostraram que o melhor método para o recobrimento com ZnO se deu pelo método
2.

O recobrimento pelo do método 2, resultou em nanobastées de ZnO que se
desenvolveram verticalmente e de forma regular nas fibras obtidas com um menor
tempo do que sugerido por WANG et al., 2011. As caracterizagdes por MEV e DRX
mostraram que 0s nanobastdes obtidos se mostraram muito promissores na

adsorcao de gases como sugerido por Wang et al., 2011.; e Zhang et al., 2014).

Na obtencao do ZIF-8, o método de pré-ativacdo se mostrou crucial para o
crescimento da camada de ZIF-8 sobre a superficie da fibra, gerando sitios de

nucleacéo para uma formacéo regular e homogénea.

Com as fibras devidamente caraterizadas, optou-se em realizar a validacao

analitica com a fibra recoberta com os nanobastdes de ZnO.

O dispositivo foi projetado (seringa/holder) para utilizagdo em SPME
acoplada a cromatografia gasosa. Apds obtencdo da seringa, foi realizada os
estudos cromatograficos com a otimizacdo da metodologia analitica, utilizando a
solucdo padrdo contento metanol, butanol, acetona (P.1), diclorometano e acetato

de etila, verificando os parametros de temperatura de incubacdo, tempo e
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incubacéo, tempo de extracdo/sorcdo e tempo de dessorcéo, que ficaram fixados

em 70 °C, 10 minutos, 1 minuto e 4 minutos respectivamente.

A validacdo analitica avaliou os parametros de especificidade, linearidade,
precisao, exatidao, limite de quantificacao e intervalo. Os valores de coeficiente de
correlacao linear obtidos em todas as andlises apresentaram valores superiores a
0,99, indicando a linearidade do método. O método se mostrou exato n&o
ultrapassando a faixa de 80 a 120% de recuperacdo e se mostrou preciso nao
ultrapassando valores de DPR acima de 15% para a precisdo primeiro dia e 105

para precisao segundo dia.

Apesar da robustez néo ter sido avaliada diretamente, 0 método mostrou-se

robusto frente aos parametros de otimizacao na etapa de desenvolvimento.

7.2. Trabalhos Futuros

Para trabalhos futuros fica a sugestdo da validacdo do método analitico

utilizando o disposto de SPME com a fibra recoberta com a camada de ZIF-8.

Comparar os métodos analiticos da fibra recoberta com os nanobastdes de
ZnO e com a camada de ZIF-8 verificando a comportamento dos analitos frente aos

dois recobrimentos.
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9 APENDICE

APENDICE A: Cromatogramas obtidos das etapas de otimizacdo da metodologia
analitica, avaliando os parametros de temperatura e incubacdo, tempo de

incubacéo, tempo de extracdo/sorcéo e tempo de dessorcdo respectivamente.
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Figura A 4 — Cromatograma referente a solugdo amostra temperatura de incubacgéo de 70 °C
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,13 129,6 0,00 1,99
Acetona 5,00 1427,7 13,52 1,50
Diclorometano 6,02 436,3 6,15 1,36
Acetato de Etila 8,14 3838,7 18,78 1,21
Butanol 9,07 1059,5 17,35 1,26

T.R.R (min) = Tempo de Retencao Relativo

Figura A 5 — Cromatograma referente a solucdo amostra tempo de incubacao de 5 minutos
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,21 160,7 0,00 1,58
Acetona 5,12 1329,9 14,01 1,42
Diclorometano 6,16 2945 6,65 1,22
Acetato de Etila 8,20 3684,4 18,84 1,24
Butanol 9,12 1379,0 17,69 1,26

Figura A 6 — Cromatograma referente a solu¢cédo amostra tempo de incubacéo de 10 minutos

T.R.R (min) = Tempo de Retencao Relativo
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolugsio | Fator de Cauda
Metanol 3,13 138,3 0,00 1,92
Acetona 5,00 1380,8 14,54 1,37
Diclorometano 6,01 385,5 6,58 1,29
Acetato de Etila 8,14 3861,0 19,25 1,24
Butanol 9,08 1657,0 16,21 6,39

T.R.R (min) = Tempo de Retencéo Relativo

Figura A 7 — Cromatograma referente a solu¢cdo amostra tempo de incubacéo de 15 minutos
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,14 117,6 0,00 1,87
Acetona 5,00 1290,5 14,97 1,41
Diclorometano 6,02 381,9 6,80 1,26
Acetato de Etila 8,14 3782,5 19,55 1,22
Butanol 9,07 1006,4 17,88 1,23

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura A 8 — Cromatograma referente a solu¢cdo amostra tempo de extracdo de 30 segundos
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolugsio | Fator de Cauda
Metanol 3,14 117,6 0,00 1,87
Acetona 5,00 1290,5 14,97 1,41
Diclorometano 6,02 381,9 6,80 1,26
Acetato de Etila 8,14 3782,5 19,55 1,22
Butanol 9,07 1006,4 17,88 1,23

T.R.R (min) = Tempo de Retencao Relativo

Figura A 9 — Cromatograma referente a solu¢cdo amostra tempo de extracao de 60 segundos
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,13 318,6 0,00 1,65
Acetona 4,98 1840,2 13,77 1,26
Diclorometano 591 3245 6,24 1,16
Acetato de Etila 8,13 3986,9 20,78 1,19
Butanol 9,09 1915,0 18,09 1,22

T.R.R (min) = Tempo de Retencao Relativo

Figura A 10 — Cromatograma referente a solugdo amostra tempo de extracdo de 120 segundos
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Figura A 11 — Cromatograma referente a solugdo amostra tempo de dessorc¢do 0,60 minutos
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,21 160,7 0,00 1,58
Acetona 5,12 1239,9 14,01 1,42
Diclorometano 6,16 294,5 6,65 1,22
Acetato de Etila 8,20 3684,4 18,84 1,24
Butanol 9,12 1397,0 17,69 1,26

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura A 12 — Cromatograma referente a solugdo amostra tempo de dessorcdo 2,5 minutos
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,10 133,3 0,00 1,87
Acetona 4,95 1664,9 14,61 1,41
Diclorometano 5,95 421,4 6,63 1,37
Acetato de Etila 8,13 4465,0 19,85 1,18
Butanol 9,07 1323,5 17,50 1,28

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura A 13 — Cromatograma referente a solugdo amostra tempo de dessor¢céo 4 minutos



APENDICE B: No apéndice B estdo os cromatogramas obtidos do parametro de
especificidade da validacdo do método analitico, avaliando pardmetros de
resolucao e interferéncia na solucdo amostra, utilizando as injecdes das solucbes
Analito 1, 2, 3, 4 e padréo interno individualmente para efeito de identificacdo dos
picos no cromatograma. Também constam o0s cromatogramas obtidos do
parametro de linearidade da validacdo do método analitico. A exatiddo e precisao
primeiro e segundo dia foram calculadas a partir dos niveis 1 (20%), 4 (80%) e 6

(120%) da linearidade conforme descrito no item 6.3 e
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucéo Fator de Cauda
Metanol 3,21 160,7 0,00 1,58
Acetona 5,12 1329,9 14,01 1,42
Diclorometano 6,16 2945 6,65 1,22
Acetato de Etila 8,20 3684,4 18,84 1,24
Butanol 9,12 1379,0 17,69 1,26

T.R.R (min) = Tempo de Retencéo Relativo

Figura B 1 — Cromatograma referente a solu¢cdo amostra no estudo de especificidade

84



340000
320000
300.0004
280.000
260.000
240.000
220.000
200.000
> 180.0004
160.0004
140.0004
120.0004
100.0004
80.000
60.000
40.000
20.000

Wiz | Diluent® 2 ypapiz ¢ Diksents 3

wlatiz [ Diluents 4
Bz [ DIBe S o iz Diluents &

0

2 3 4 5 6 8 13 14 15
Min
Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol - - - -
Acetona - - - -

Diclorometano

Acetato de Etila

Butanol

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

16

17

Figura B 2 — Cromatograma referente a solugdo branco no estudo de especificidade
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Figura B 3 — Cromatograma referente a solugéo Analito 1 (metanol) no estudo de especificidade
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Figura B 4 — Cromatograma referente a solugdo Analito 2 (butanol) no estudo de especificidade
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Figura B 5 — Cromatograma referente a solu¢do Analito 3 (diclorometano) no estudo de

especificidade
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Figura B 6 — Cromatograma referente a solugéo Analito 4 (acetato de etila) no estudo de
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Figura B 7 — Cromatograma referente ao Padrdo Interno (acetona) no estudo de especificidade
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
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Acetato de Etila 8,14 758,7 19,42 1,33
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Figura B 8 — Cromatograma solugcdo amostra nivel 1 (20%) da linearidade 1
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Figura B 9 — Cromatograma solugao amostra nivel 2 (40%) da linearidade 1
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Figura B 10 — Cromatograma solugédo amostra nivel 3 (60%) da linearidade 1
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Figura B 11 — Cromatograma solucdo amostra nivel 4 (80%) da linearidade 1
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Figura B 12 — Cromatograma solu¢do amostra nivel 5 (100%) da linearidade 1

60.000,
55.000]
50.000]
45 000
40.000
35.000]

~. 30.000;

= 25.000]
20.000]
15.000]

10.000) 3 _
5.000] g 7
o . i

Acetide Etla

Butanal

Matriz/Diluente 5

0 i 73 56 10 13 14 15 16 17 18
Min
30.000,
25.000]
20.000] z
k! 2 T
> 15.000] 3 2 ||
10.000] g
E [+
5.000] & e k
=
o} N ] AN iy
2 3 a 5 3 7 8 9
Min
Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,12 80,7 0,00 1,71
Acetona 4,97 1297,1 13,91 1,60
Diclorometano 5,98 417,2 6,36 1,40
Acetato de Etila 8,14 5174,3 19,11 1,29
Butanol 9,07 926,1 17,55 1,56

T.R.R (min) = Tempo de Retencao Relativo

Figura B 13 — Cromatograma solucdo amostra nivel 6 (120%) da linearidade 1
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Figura B 14 — Cromatograma solucdo amostra nivel 1 (20%) da linearidade 2

50.000;
55.000] z
50.000] 8
45.000] g
40.000] H
35.000]
-, 30.000)
= 25.000]
20.000] g .
15.000) L 2
10.000] . 5 |
5.000} - 2 '
9 B——ge-g i
01 2 3 5 6 7 B8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1
Min
30.00 =
25.000 e
20.000 - g
8
15.000 8 g i
10.000 B ® ‘
Z 5.000 ) § |
q e o u —d
2 3 a 5 6 7 ] 9
Min
Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolugio | Fator de Cauda
Metanol 3,15 25,7 0,00 1,69
Acetona 5,03 1221,8 13,99 1,61
Diclorometano 6,04 129,4 6,36 1,33
Acetato de Etila 8,16 1580,7 18,80 1,35
Butanol 9,09 9,26 17,51 1,72

T.R.R (min) = Tempo de Retencéo Relativo

Figura B 15 — Cromatograma solucéo amostra nivel 2 (40%) da linearidade 2
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,15 36,5 0,00 1,70
Acetona 5,03 1166,4 14,35 1,57
Diclorometano 6,04 190,4 6,50 1,30
Acetato de Etila 8,16 2336,8 18,80 1,38
Butanol 9,08 423,7 17,48 1,69

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura B 16 — Cromatograma solucéo amostra nivel 3 (60%) da linearidade 2
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolugio | Fator de Cauda
Metanol 3,15 0,00 0,00 1,65
Acetona 5,03 14,42 14,42 1,57
Diclorometano 6,05 6,46 6,46 1,35
Acetato de Etila 8,16 18,86 18,86 1,34
Butanol 9,08 17,69 17,69 1,59

T.R.R (min) = Tempo de Retencéo Relativo

Figura B 17 — Cromatograma solu¢cdo amostra nivel 4 (80%) da linearidade 2
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resoluciio | Fator de Cauda
Metanol 3,15 64,2 0,00 1,77
Acetona 5,03 1189,9 14,23 1,53
Diclorometano 6,04 311,6 6,56 1,34
Acetato de Etila 8,16 4004,4 19,09 1,32
Butanol 9,08 743,9 17,51 1,50

T.R.R (min) = Tempo de Retengdo Relativo

Figura B 18 — Cromatograma solu¢do amostra nivel 5 (100%) da linearidade 2
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,14 83,7 0,00 1,58
Acetona 5,02 1260,2 14,17 1,54
Diclorometano 6,04 386,9 6,51 1,35
Acetato de Etila 8,16 5058,4 19,03 1,30
Butanol 9,09 971,5 17,73 1,40

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura B 19 — Cromatograma solugéo amostra nivel 6 (120%) da linearidade
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolugdio | Fator de Cauda
Metanol 3,15 14,8 0,00 1,40
Acetona 5,03 1296,6 14,18 1,61
Diclorometano 6,05 67,2 6,49 1,21
Acetato de Etila 8,17 791,8 19,06 1,40
Butanol 9,09 178,1 17,60 1,56
T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo
Figura B 20 — Cromatograma solucéo amostra nivel 1 (20%) da linearidade 3
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,15 23,4 0,00 1,52
Acetona 5,03 1131,0 14,34 1,58
Diclorometano 6,04 120,0 6,41 1,43
Acetato de Etila 8,17 1488,0 18,91 1,36
Butanol 9,09 290,8 17,50 1,66

Figura B 21 — Cromatograma solugéo amostra nivel 2 (40%) da linearidade 3
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Figura B 22 — Cromatograma solucéo amostra nivel 3 (60%) da linearidade 3
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Figura B 23 — Cromatograma solucéo amostra nivel 4 (80%) da linearidade 3
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,19 58,3 0,00 1,73
Acetona 5,09 1165,9 14,44 1,55
Diclorometano 6,12 305,6 6,56 1,31
Acetato de Etila 8,19 3914,1 18,42 1,33
Butanol 9,10 710,8 17,54 1,59
T.R.R (min) = Tempo de Retencéo Relativo
Figura B 24 — Cromatograma solucéo amostra nivel 5 (100%) da linearidade 3
60,000,
55.000; o
50.000] H
45000 F;
40,000 g
35,0004 3
-~ 30.000]
= 25.000
20,000 g °
15.000] 3 g
3000 : QL_MM_,M/\
5.000] 8 by
0 23 4 5 8B 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Min
30.000,
25.000; ‘
20.000; =
15.000] g g | -
3 1= = g Il
10.000] _ g ‘|
2 )
5.000] : P \
o s~ - AW I A
2 3 4 5 3 7 3 9
Min
Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolugio | Fator de Cauda
Metanol 3,19 74,9 0,00 1,75
Acetona 5,09 1257,5 14,16 1,51
Diclorometano 6,12 396,9 6,36 1,38
Acetato de Etila 8,19 499,6 18,14 1,32
Butanol 9,10 920,6 17,47 1,54

T.R.R (min) = Tempo de Retencéo Relativo

Figura B 25 — Cromatograma solugdo amostra nivel 6 (120%) da linearidade 3
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,11 12,1 0,00 1,28
Acetona 4,95 1128,6 14,56 1,62
Diclorometano 5,94 68,5 6,31 1,23
Acetato de Etila 8,12 801,12 19,41 1,32
Butanol 9,06 150,2 17,35 1,65

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura B 26 — Cromatograma solu¢gdo amostra do nivel 1 (20%) da exatidao e precisdo segundo
dia primeira determinacéo

60000
55000
50000
45 000
40,0004
350004
30,0004
25000
200004
15000
100004

5000

uv

Acetona

Acetb de Efla

atrz/Diuente 5

30.00

25.0004

20000

= 15.000
=

10000

5000

i de Eiia

[

[T
) EJMGIanol
i

=
[s:]

Analito

T.R.R (min)

Area (u.V)

Resolucgédo

Fator de Cauda

Metanol

3,11

16,2

0,00

1,74

Acetona

4,98

1254,2

14,74

1,66

Diclorometano

5,99

64,2

6,18

121

Acetato de Etila

8,14

765,8

18,33

1,51

Butanol

9,09

171,8

16,93

1,95

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura B 27 — Cromatograma solucdo amostra do nivel 1 (20%) da exatidao e precisao segundo
dia segunda determinagéo
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Figura B 28 — Cromatograma solucéo amostra do nivel 1 (20%) da exatid&do e precisdo segundo
dia terceira determinagéo
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,15 55,3 0,00 1,59
Acetona 5,04 1138,2 14,41 1,60
Diclorometano 6,04 282,1 6,50 1,33
Acetato de Etila 8,17 3552,0 19,01 1,34
Butanol 9,09 602,6 17,71 1,58

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura B 29 — Cromatograma solucéo amostra do nivel 4 (80%) da exatiddo e precisdo segundo
dia primeira determinacao
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,16 55,2 0,00 1,65
Acetona 5,04 1201,5 14,13 1,57
Diclorometano 6,08 2712 6,46 1,36
Acetato de Etila 8,16 3189,1 18,85 1,35
Butanol 9,08 605,0 17,70 1,59

T.R.R (min) = Tempo de Retencao Relativo

Figura B 30 — Cromatograma solugcdo amostra do nivel 4 (80%) da exatidao e precisdo segundo
dia segunda determinacgéo
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Figura B 31 — Cromatograma solucédo amostra do nivel 4 (80%) da exatidao e precisao segundo
dia terceira determinagéo
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Analito T.R.R (min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,11 81,2 0,00 1,70
Acetona 4,98 1215,6 13,92 1,61
Diclorometano 5,96 399,2 6,35 1,41
Acetato de Etila 8,15 4995,6 19,09 1,30
Butanol 9,08 932,9 17,54 1,55

T.R.R (min) = Tempo de Retencdo Relativo

Figura B 32 — Cromatograma solucéo amostra do nivel 6 (120%) da exatidédo e preciséo segundo
dia primeira determinacéo
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3,14 85,2 0,00 1,58
Acetona 5,03 1199,2 14,15 1,55
Diclorometano 6,05 408,1 6,51 1,36
Acetato de Etila 8,16 5120,5 19,04 1,30
Butanol 9,09 925,2 17,74 1,41

T.R.R (min) = Tempo de Retencao Relativo

Figura B 33 — Cromatograma solucéo amostra do nivel 6 (120%) da exatiddo e precisdo segundo
dia segunda determinacéo
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Analito T.R.R(min) | Area (u.V) | Resolucdo | Fator de Cauda
Metanol 3.18 69.9 0.00 1.75
Acetona 5.10 1235.5 14.17 1.52
Diclorometano 6.13 422.1 6.36 1.39
Acetato de Etila 8.20 4898.6 18.15 1.33
Butanol 9.09 898.4 17.45 1.55

T.R.R (min) = Tempo de Retencao Relativo

Figura B 34 — Cromatograma solucéo amostra do nivel 6 (120%) da exatidéo e precisdo segundo
dia terceira determinagéo
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