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RESUMO

Neste trabalho foi proposta a avaliagdo da aplicabilidade de novas estratégias para
mecanizacdo da técnica de extragdo em ponteiras descartaveis (DPX), através de
metodologias de baixo custo. A DPX ¢ uma técnica recente, que tem se apresentado uma
ferramenta interessante nas metodologias de preparo de amostra. Ela consiste no uso de um
dispositivo patenteado pelo Dr. Willian Brewer em 2003, desenvolvido como uma
modificagdo da SPE convencional. O dispositivo de DPX pode ser entendido como uma
ponteira de micropipeta que contém em seu interior certa quantidade de sorvente aprisionado
entre dois filtros: um fixo (inferior) e outro que pode ser removido (superior). Seu principio
de funcionamento ¢ baseado em uma mistura dindmica entre a amostra (matriz) ¢ a fase
extratora (sorvente), que permite uma rapida e eficaz extracdo dos analitos, e assim também
permitindo limpeza das amostras. A técnica de DPX tem ampla aplicagdo, podendo ser
utilizada em diferentes matrizes, para determinagdo de ampla gama de analitos em variadas
faixas de concentracdo, sendo uma técnica em ascencdo. O primeiro estudo desta tese
apresenta desenvolvimento de aparato para semi-mecanizacdo da técnica de DPX, onde se
permite a realizacao de extragdes simultaneas. O aparato chamado de Pa-DPX (DPX paralela)
foi construido unindo linearmente cinco seringas tipo Luer Lock. Aplicou-se o novo aparato
na determinacdo da migra¢ao de ésteres de ftalato (PAE) de materiais plasticos comuns
(brinquedos infantis, material escolar, brinquedos para caes e itens de contato oral) para
simulador de saliva, usando cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS). As condigdes otimizadas de extracdo foram 5 ciclos de extragdo com 1600 pL de
simulador de saliva e dessor¢ao com 200 pL de acetato de etila usando 5 ciclos com a mesma
aliquota. As curvas de calibragcdo resultaram em coeficientes de determinagdo superiores a
0,9915, limites de detec¢do em 1,5 ug L™ e limites de quantificagio em 5,0 pg L. Otimos
resultados foram obtidos para repetibilidade (desvio padrdo relativo variando de 8,7% a
20,1% para 5 pg L") e precisdo intermediaria, variando o dia das andlises (7,9% a 16,2%). A
recuperacdo dos analitos variaram de 75% a 114% para duas amostras diferentes, em quatro
niveis diferentes de concentracdo. O método Pa-DPX-GC-MS foi aplicado com sucesso para
determinar a migracdo de PAE de 21 amostras. Pelo menos um PAE foi detectado em 81%
das amostras, ¢ o di-n-octil ftalato foi encontrado em maior concentragdo, atingindo a
migracdo de quase 30 ug g'. O aparato desenvolvido permitiu desenvolvimento de um
método robusto, eficiente e com extracdes muito rapidas, com menos de 40 segundos em
média. A segunda proposta da tese demonstra a completa mecanizag¢do do dispositivo de Pa-
DPX. Construiu-se instrumento com materiais reaproveitados e eletronica de baixo custo,
onde o sistema ¢ controlado por um computador. As eficiéncias mecanica e analitica do
sistema foram avaliadas, assim como sua seguranca de operagdo. Este sistema permite a
aplicagdo da técnica de DPX de seis amostras simultaneas, e permitiu analise de ésteres de
ftalato em simulador de saliva com bons niveis de precisdo (7% a 15% de desvio padrdo
relativo). Os dispositivos desenvolvidos permitem aumentar a frequéncia analitica das
analises via DPX, além de promover conceitos de Quimica Analitica Verde, aumentando a
seguranga do analista e minimizando impactos ambientais.

Palavras-chave: Extracdo em ponteiras descartaveis. Mecanizacdo de métodos analiticos.

Preparo de amostras. Quimica Analitica Verde.



ABSTRACT

In this work, it was proposed to evaluate the applicability of new strategies for mechanizing
the disposable pipette extraction technique (DPX), through low-cost methodologies. DPX is a
recent technique that has been presented as an interesting tool in sample preparation
methodologies. It consists of the use of a device patented by Dr. Willian Brewer in 2003,
developed as a modification of conventional SPE. The DPX device can be understood as a
micropipette tip, containing in its interior a certain amount of sorbent trapped between two
filters, one fixed (lower) and another that can be removed (upper). Its working principle is
based on a dynamic mixture between the sample (matrix) and the extractor phase (sorbent)
that allows a fast and efficient extraction of the analytes, allowing the cleaning of the samples.
The DPX technique has wide application, and can be used in different matrices, for the
determination of a wide range of analytes in different concentration ranges, being a growing
technique. The first study of this work presents the development of an apparatus (Pa-DPX) for
semi-mechanization of the technique, which allows simultaneous extractions. The apparatus
was constructed by linearly joining five Luer Lock syringes. The new apparatus was applied
to determine the migration of phthalate esters from common plastic materials (children's toys,
school supplies, dog toys and oral contact items) to saliva simulator, using gas
chromatography mass spectrometry (GC-MS). The optimized conditions were 5 cycles of
extraction with 1600 uL of saliva simulant and desorption with 200 pL of ethyl acetate using
5 cycles with the same aliquot. Calibration curves resulted in determination coefficients
greater than 0.9915, detection limits at 1.5 pug L' and quantitation limits at 5.0 pg L.
Excellent results were obtained for repeatability (relative standard deviation ranging from
8.7% to 20.1% for 5 ug L") and intermediate precision, varying the day of analysis (7.9% to
16.2%). The analyte recovery ranged from 75% to 114% for two different samples at four
different concentration levels. The Pa-DPX-GC-MS method was successfully applied to
determine the PAE migration of 21 samples. At least one PAE was detected in 81% of the
samples, and di-n-octyl phthalate was found in the highest concentration, reaching a migration
of almost 30 ug per g of sample. The developed apparatus allowed the development of a
robust, efficient method with very fast extractions, on average less than 40 seconds. The
second proposal demonstrates the complete mechanization of the Pa-DPX device. An
instrument was built with reused materials and low-cost electronics, where the system is
controlled by a computer. The mechanical and analytical efficiency of the systems was
evaluated, as well as its operational safety. This system allows the application of the DPX
technique to six simultaneous samples, and allowed the analysis of phthalate esters in a saliva
simulator with excellent levels of precision (7% to 15% of relative standard deviation). The
developed devices make it possible to increase the analytical frequency of analyzes via DPX,
in addition to promoting Green Analytical Chemistry concepts, increasing analyst safety and
minimizing environmental impacts.

Keywords: Disposable pipette extraction. Mechanization of analytical methods. Sample
preparation. Green Analytical Chemistry.
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1 INTRODUCAO

Discussdes sobre mudancas climaticas, poluigao ambiental e seus riscos para a saude
humana, vegetal e animal tém crescido significativamente nos ultimos anos. Frente a essa
condigdo, a ciéncia Quimica se mostra ainda mais importante, seja estudando alternativas para
fontes limpas de energia, para a diminui¢do na producdo de residuos e esforgos para sua
remediacdo, ou para analise do ambiente (SOUZA et al., 2020). Dentro deste contexto, a
Quimica Analitica ocupa importante posi¢do, mediando evolugdes e resultados dos diversos
campos da Quimica (KAYA; CETINKAYA; OZKAN, 2022; SAJID; PLOTKA-WASYLKA,
2022).

Os laboratorios de analise apresentam papel essencial na protecdo ambiental,
desenvolvendo e aplicando estratégias para o monitoramento de poluentes, fornecendo
informagdes importantes e fidedignas sobre a concentragdo dos mais variados compostos na
natureza, seja em agua, ar, solo ou amostras biologicas.

Estas atividades, embora essenciais, ndo vém sem custo: muitas vezes empregam uso
de muitos reagentes e solventes, e acabam por gerar ainda mais residuos, que podem agravar o
problema de polui¢do ambiental. Assim, a atividade analitica requer ainda mais atencao,
visando o maximo de qualidade em relacao aos resultados que ela busca, sendo estes obtidos
por caminhos seguros e gerando menor impacto possivel (LOPEZ-LORENTE et al., 2022).

Historicamente dentro do processo analitico, a etapa que mais consome tempo,
reagentes e solventes ¢ o preparo de amostras. Métodos cléssicos como a extracdo liquido-
liquido e extragdo em fase solida sdo exemplos de técnicas de preparo de amostras. Muito
utilizadas desde o século passado, estas técnicas vém dando espago para outras que
consomem menos tempo de andlise, utilizam de menor quantidade de amostra, reagentes e
solventes, sendo assim mais ambientalmente amigaveis (PAWLISZYN, 2012).

Estas técnicas, geralmente de microextracdo, estdo sendo amplamente estudadas e
aprimoradas, na maioria das vezes indo ao encontro dos principios da Quimica Analitica
Verde (e consequentemente da Quimica Verde), tornando-se técnicas cada vez mais seguras
ao analista, com menor exposi¢do a reagentes toxicos, menor geracdo de residuos e maior
agilidade (IMAM; ABDELRAHMAN, 2023).

Dentre estas técnicas, encontra-se a extragdo em ponteiras descartaveis (DPX, do

inglés disposable pipette extraction). Mesmo tendo sido desenvolvida ha mais de uma década,
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esta técnica ainda € pouco explorada, se comparada a outras técnicas como a microextracao
em fase solida (SPME, do inglés solid phase microextraction), a microextracao liquido-
liquido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid microextraction) € as extragdes
em fase so6lida dispersiva e magnética (DSPE e MSPE, respectivamente do inglés dispersive
solid phase extraction e magnetic solid phase extraction).

A técnica de DPX apresenta vantagens como: facil execucdo, baixo custo e baixo
consumo de amostras e solventes, que aliados a diversidade de seletividade de suas fases
extratoras a faz muito aplicével a diversas amostras, sejam ambientais ou biologicas. Um dos
pontos mais altos ¢ sua possibilidade de mecaniza¢do ou automatiza¢a', ja desenvolvida por
empresas do ramo. No entanto, o alto custo destes instrumentos por vezes inviabiliza sua
utiliza¢ao na maioria dos laboratorios (CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2022).

Uma alternativa para unir as vantagens de mecanizagdes ¢ da DPX, ¢ a utilizagao de
robotica open-source (codigo aberto) em dispositivos feitos no laboratdrio, que podem sanar
deficiéncias e promover o desenvolvimento de métodos mais seguros, sustentaveis e precisos

(CADEADO et al., 2022).

"Embora cotidianamente mais difundida, a tarefa de automatizagio ndo se refere diretamente a mecanizagio de
acdes de forma automatica. De acordo com o Gold Book da IUPAC, o termo automatizagdo em analise quimica
se refere a mecanizagdo com controle de processos (sequéncia de manipulagdes, uma ou varias fungdes),
enquanto mecanizagdo ¢ referente ao uso de dispositivos para substituir, refinar, ampliar ou complementar o
esforco humano. Dessa forma, automatizagdo ¢ mais ampla e envolve tomada de decisdes, enquanto a
mecanizagdo se refere a realizagdo de tarefas fisicas. Assim, os trabalhos desenvolvidos nesta tese se referem a

mecanizac¢do de andlise quimca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar a mecanizacdo de baixo custo de estratégias de preparo de
amostras baseadas na extragdo em ponteiras descartaveis, de modo eficiente e seguro, para

aplicacdes em analises ambientais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Desenvolver e avaliar potencialidade de um novo dispositivo, elaborado com material
de baixo custo, para execu¢do simultdnea de mais de uma extracdo via DPX.

. Aplicar o aparato criado no desenvolvimento, otimizagdo, validagdo e aplicagdao de
método analitico para analise de migracdo de ésteres de ftalato de matrizes plasticas
cotidianas em simulador de saliva.

. Desenvolver instrumento mecanizado para aplicagdo da técnica de extracdo em
ponteiras descartaveis, com materiais simples € programacao open-source.

. Avaliar as potencialidades e limitagdes do instrumento de mecanizagao total da DPX,

como alternativa a outros métodos de analise.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1  QUIMICA ANALITICA VERDE

A preocupacdo e o interesse com o meio ambiente estdo em constante crescimento
(ELSHEIKH et al., 2023; KAYA; CETINKAYA; OZKAN, 2022). Conhecidos os impactos
do desenvolvimento cientifico, tecnoldgico e industrial, fez-se necessaria uma profunda
reflexao na atividade e importancia de trabalho da Quimica, desenvolvendo-se os conceitos de
Ecologia Quimica, Quimica Verde e Métodos Analiticos Limpos, que originaram a atual
Quimica Analitica Verde (ARMENTA; GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2008).

Para entender o conceito de Quimica Analitica Verde (GAC, do inglés Green
Analytical Chemistry), ¢ interessante esclarecer dois termos que o compde: Quimica Analitica
¢ Quimica Verde.

A Quimica Analitica pode ser entendida como a area da ciéncia que desenvolve
instrumentos, aplica métodos e estratégias para obter informagdes quimicas (e bioquimicas)
sobre a composi¢ao da natureza e da matéria (KELLNER et al., 2004).

A Quimica Verde ¢ uma abordagem no projeto de produtos e processos e no uso de
produtos quimicos que reduzem os riscos para os seres humanos € o meio ambiente
(ANASTAS, 1999; IMAM; ABDELRAHMAN, 2023).

Assim, GAC pode ser compreendida como um conceito ao avango da Quimica
Analitica, pela execugdo de seus processos através dos principios da Quimica Verde. Os
objetivos a serem atingidos pela GAC podem ser resumidos da seguinte forma (GALUSZKA;
MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013):

(1) eliminar ou pelo menos reduzir o uso de substancias quimicas,
(2)  minimizar consumo de energia
3) gerenciar os residuos adequadamente

4) proporcionar maior seguranca ao analista (operador)

Estes objetivos se encontram nos 12 principios da GAC, desenvolvidos para
complementar os outros 12 principios inicialmente descritos para a Quimica Verde (Tabela 1).

A diferencga entre os dois € o foco maior na questao do processo analitico.
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Tabela 1. Descricao dos 12 principios da Quimica Analitica Verde
Uso de métodos diretos
Reducdo do nimero e tamanho de amostras
Priorizar medicg0es in situ
Integrar processos e operagoes
Selecionar métodos automatizados e miniaturizados
Evitar derivatizacao
Minimizar geracdo de residuos, e condicionar este adequadamente
Aplicar métodos multianalito e multi-parametro
Reduzir o uso de energia
Preferir reagentes de fontes renovaveis
Trocar ou eliminar reagentes e solventes toxicos
Aprimorar a seguranca do analista
Elaborado pelo autor (2023) baseado em Gatuszka, Migaszewski e Namiesnik (2013)
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O cerne da GAC estd nas reducdes: as propostas envolvem reduzir tamanhos de
amostra, uso de reagentes, geracdo de residuos, assim como os perigos aos quais o analista
esta exposto. Um problema para a aplicacdo completa da GAC ¢ a necessidade de encontrar
um compromisso entre seus requerimentos € a performance dos parametros analiticos. Alguns
dos doze principios podem, por exemplo, afetar a exatiddo, precisdo e sensibilidade do
método analitico. Desta forma, o desafio dos quimicos analiticos ndo esta apenas em aplicar
os principios da GAC, mas conseguir fazer isso de maneira a ndo perder a qualidade dos

dados a serem obtidos.

3.2 O PROCESSO ANALITICO

Um procedimento analitico para amostras complexas consiste em varias etapas, que
tipicamente incluem: amostragem, transporte e disposi¢do, preparo de amostras, separagao,
quantificagdo, avaliagdo e tratamento estatistico, reporte ¢ tomada de decisdes. A Figura 1
permite compreender a relagdo entre todas estas etapas. Cada uma delas ¢ critica na obtengao

de resultados (PAWLISZYN, 2012).
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Figura 1. Representacdo da sequéncia de etapas do processo analitico

Transporte e
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tratamento
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Elaborado pelo autor (2023)

A amostragem inclui decisdo de local de coleta, de modo a caracterizar
adequadamente o problema ou objeto, e escolhendo a forma de coletar quantidade correta de
amostra, sendo esta suficientemente representativa do todo (HARRIS, 2016).

A etapa de transporte e disposi¢do das amostras deve ser feita de maneira agil e de
forma a ndo alterar a composi¢do da amostra, sem produzir artefatos e perder analitos.

O preparo de amostra tem por objetivo o isolamento dos componentes de interesse a
partir da matriz da amostra, visto que a maioria dos instrumentos analiticos ndo sdo adequados
para trabalhar diretamente com as amostras (ROUESSAC; ROUESSAC, 2007). Esta etapa
inclui a limpeza de amostras complexas, trazendo a concentracdo dos analitos a niveis
suscetiveis de detec¢do e quantificagio (PAWLISZYN, 2011). No preparo de amostra
também pode ser necessario o mascaramento e¢/ou remog¢do de espécies que interfiram na
analise (HARRIS, 2016).

A etapa de separacdo do processo analitico consiste geralmente na aplicagdo de
métodos cromatograficos ou eletroforéticos, para subsequente identifica¢do e quantificagao
dos analitos. A identificacdo/quantificacdo pode ser realizada por meio de comparacdo com
padroes e/ou por meio de métodos espectrométricos, como a espectrometria de massas

(PAWLISZYN, 2011).
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A avaliagdo e o tratamento estatistico dos resultados fornecem estimativas de
concentragdo dos analitos na amostra, que permitem posterior reporte para tomada de
decisdes, como futuras investigagdes ou finaliza¢do das conclusdes (HARRIS, 2016).

Uma importante observacdo, como enfatizado na Figura 1, indica que as etapas do
processo analitico sdo subsequentes, onde uma etapa ndo pode ser executada sem a
finalizagdo da outra. Assim, as etapas lentas se tornam gargalos na obten¢ao dos resultados, e
acelerando a velocidade de um processo individual, ndo significa aumento de rendimento. De
mesma forma, erros em qualquer uma das etapas resultam em erro final (PAWLISZYN,

2011).

3.3  PREPARO DE AMOSTRAS

Uma vez entendido o processo analitico, o foco deste documento serd o preparo de
amostras. Inimeros autores citam este como uma etapa crucial (BURATO et al., 2020,
VYVIURSKA; SPANIK, 2020), muito laboriosa, tediosa e lenta, sendo estimada que pode
representar cerca de 60% a 80% do tempo total da andlise (ANDRADE-EIROA et al., 2016).
A Figura 2 exemplifica a distribuigdo do tempo gasto em laboratorio para obten¢do da

informagdo desejada de uma determinada amostra.

Figura 2. Distribuicao aproximada do tempo gasto em laboratorio para uma analise

® Preparo de amostras
= Anilise
® Resultado e reporte

Elaborado pelo autor (2023) com base em Andrade-Eiroa e colaboradores (2016) e Payliszyn (2011)
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O preparo de amostra ¢ um dos momentos onde o analista mais se expde aos perigos
das amostras, de solventes e reagentes quimicos, muitas vezes toxicos. Assim, busca-se nesta
etapa maior agilidade, com uso de métodos seguros: minimo uso de reagentes e solventes,
minima exposi¢do do analista, numa estratégia de baixo custo e alta eficiéncia (LOPEZ-
LORENTE et al., 2022; ZHU et al., 2023).

Reconhece-se que a situacao ideal envolve minimo contato humano na anélise, onde
o instrumento obtém dados diretamente no local onde a amostra esta disposta. Como ainda
nem toda andlise pode ser realizada assim (na verdade, uma minima quantidade), situagdes de
exceléncia envolvem miniaturizagdo, automacdo e hifenagdo de técnicas de preparo de
amostra com analise instrumental (PAWLISZYN, 2011).

Um preparo de amostra ideal extrai seletivamente os analitos, eliminando
interferentes, com alta eficiéncia (recuperagdo), proporcionando adequacdo do extrato ao
sistema instrumental, e protegendo o mesmo de deterioracdo causada pela amostra
(VYVIURSKA; SPANIK, 2020).

Entre as técnicas de preparo de amostra, uma das mais antigas ¢ a extracao liquido-
liquido (LLE, do inglés liquid-liquid extraction), que faz parte de diversos métodos oficiais
internacionais e locais. E uma técnica muito simples, altamente aplicavel em variadas
amostras para diversos analitos, apresentando Otima reprodutibilidade e recuperagoes.
Entretanto, a LLE necessita de grande volume de solventes, o que vai contra os principios de
Quimica Analitica Verde (PLOTKA-WASYLKA; NAMIESNIK, 2019).

Nos ultimos 20 anos, a LLE foi sendo amplamente substituida pela extragdo em fase
solida (SPE, do inglés solid-phase extraction). A SPE utiliza sorventes sélidos como meio de
pré-concentragdo, enquanto analitos de interesse sao sorvidos, impurezas passam através da
fase e sdo descartadas. Os analitos sdo entdo dessorvidos com uso de eluente adequado. Neste
caso, volumes de solvente sdo sensivelmente menores que os usados em LLE, mas ainda nao
ideal (VYVIURSKA; SPANIK, 2020). Juntas, LLE e SPE sio as técnicas convencionais mais
conhecidas e utilizadas em analises quimicas (BURATO et al., 2020; KATAOKA, 2021).

Meétodos atuais focam majoritariamente na miniaturizacdo destas técnicas, além de
sua automatizacdo ou mecaniza¢do. Em geral, esses novos métodos se baseiam nos métodos
classicos (convencionais), com minimizacao do tamanho (volume) das amostras, dos aparatos
necessarios e de acordo com o conceito de ser ambientalmente amigavel reduzindo o volume

de solventes (KAILASA et al., 2021).
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3.3.1 Extracao liquido-liquido

A LLE ¢ uma das técnicas das mais antigas técnicas utilizadas na quimica, em
extensas aplicagdes, que envolve a separacdo de componentes de uma mistura, com intuito de
concentrar determinados componentes ou para limpeza, na remoc¢do de interferentes
(CLEMENT; HAO, 2012). Sua defini¢do, de acordo com a IUPAC ¢ a seguinte: “0 processo
de transferéncia de uma substancia dissolvida de uma fase liquida para outra fase liquida
(imiscivel ou parcialmente miscivel) em contato com ela”.

A LLE ¢ entdo um processo de distribui¢do, onde substancias se dividem entre dois
liquidos imisciveis (ou parcialmente misciveis). O carater dessa distribui¢do se da de acordo
com caracteristicas dos dois solventes, assim como, da individualidade de cada composto ou
substancia a ser separada. A maneira mais comum de execu¢do de LLE é com uma fase
aquosa, e uma fase organica. Outros nomes para esta técnica sdo: extracdo por solvente e
particao por solvente (CLEMENT; HAO, 2012).

A termodinamica do processo ¢ definida pela constante de distribuicdo da fase-
extratora/matriz (a constante de distribuicio também ¢ chamada de coeficiente de
distribuicdo, taxa de particdo, coeficiente de parti¢do ou constante de particdo). Quando um
liquido ¢ utilizado para extracdo, a constante de distribuicdo (K., Equagdo 1) define as
condigdes de equilibrio e consequentemente o fator de enriquecimento permitido para

determinada técnica (PAWLISZYN, 2012).
a e
K,= a_: Equagao 1

a. € a, sdo as atividades do analito nas fases extratora e amostra, respectivamente.
Considerando situagdes ideais, pode-se aproximar as atividades como a concentracdo nas
fases descritas (C. e C;).

A constante de distribuicdo depende de variados pardmetros, como temperatura e
pressdo, além de condi¢des da amostra como pH e concentragdo de sais (forga ionica). Dessa
forma, para encontrar uma condi¢do ideal de extragdo, deve-se otimizar estes parametros

(PAWLISZYN, 2012).
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A possibilidade de executar extragdes em multiplos estagios ¢ uma das maiores
vantagens da LLE, o que pode garantir alta eficiéncia de extracdo, e consequentemente, alta
pureza dos extratos. Esta técnica apresenta a flexibilidade de trabalhar em diferentes
condicdes de operagdo, como alteragdes do pH e forca ionica da amostra, e uso de diferentes
volumes e tipos de solvente na extragao.

As escalas de trabalho da LLE podem ser desde pequenos volumes como mililitros, até
macrovolumes que superam toneladas de material. Obviamente, o trabalho com grandes
volumes de solvente ¢ uma desvantagem da técnica, sendo elas muitas vezes lentas e que
necessitam de intensidade de trabalho. Um problema muito citado para LLE ¢ a formagdo de
emulsodes, que dificulta em grande propor¢cdo a execu¢cdo da mesma (CLEMENT; HAO,

2012).

3.3.2 Extracio em fase solida

A SPE se tornou muito popular no preparo de amostras. Suas maiores vantagens sao a
menor quantidade de solvente requerida frente a LLE. Na SPE, um cartucho (geralmente
polimérico) ¢ utilizado para acondicionar particulas adsortivas de fase estaciondria, assim
como para servir de reservatorio para a amostra. O cartucho ¢ colocado num sistema de
vacuo, utilizado para eluir amostra e solventes pelo cartucho.

Primeiramente a fase estaciondria ¢ lavada e ativada pela adicdo de solventes
(geralmente entre 1 e 3 mL de cada solvente), no processo de condicionamento, essencial para
evitar a canalizagdo (processo em que amostra passa pelo cartucho por canais, sem interagir
efetivamente com a fase estacionaria). A matriz (amostra) ¢ entdo adicionada ao
cartucho, e lentamente passada pela fase estacionaria, onde diversas interagdes ocorrem, como
adsorcdo e parti¢do. Apds passagem da amostra, executa-se uma limpeza, para entdo eluigcdo
dos analitos com solvente adequado (geralmente 1 a 2 mL), em um tubo colocado abaixo do
cartucho de SPE. Este solvente ¢ frequentemente evaporado com fluxo de gas nitrogénio e
calor, de modo a melhorar a sensibilidade pela ressuspensdo do extrato em menor volume de
solvente (0,1 mL).

A SPE se desenvolveu a partir da cromatografia classica, onde o uso de meio
adsorvente separa compostos (analitos) de acordo com suas diferentes afinidades com o meio

(LISKA, 2000; SIMPSON, 2000; THURMAN; MILLS, 1998). A cromatografia classica



25

(cunhada inicialmente por Tswett em 1906) muito se desenvolveu no século XX. Um marco
em sua expansdo foi o trabalho de Martin e Synge (laureados em 1952 com o prémio Nobel
de Quimica) sobre cromatografia de parti¢ao, em 1941. Estes pesquisadores aderiram agua
(solvente polar) por adsor¢do em silica gel, e passaram um segundo solvente (cloroférmio
modificado com etanol) como fase moével para separar derivados de aminoacidos. Nestes
sistemas, a separagdo cromatografica ndo envolvia mais somente adsor¢do, mas também a
particdo dos analitos entre duas fases liquidas (MARTIN; SYNGE, 1941).

Alguns anos depois, Howard e Martin (1950) publicaram o primeiro uso que se
conhece como cromatografia em fase reversa: em vez de usar uma fase estacionaria polar
(como silica e carbonato de célcio), opta-se por uma fase apolar para sorver compostos
apolares. Estes pesquisadores trataram silica com diclorodimetilsilano, modificando a
polaridade da superficie dela. Assim, a fase estacionaria pode reter n-octano saturado com
metanol, particionando os analitos (dcidos graxos de cadeia longa) com a fase movel aquosa

(com 20% de metanol) (HOWARD; MARTIN, 1950; THURMAN; MILLS, 1998).

3.3.3 Tendéncia de miniaturizagao

Embora a SPE tenha trazido avancos perante a LLE, ela também tem suas
desvantagens: o grande volume de amostra necessario, aliado a grande quantidade de fase
solida, e a tendéncia de o cartucho ser descartavel, tornam a técnica oposta aos principais
chamados da Quimica Analitica Verde. Frente a isso, diversas técnicas de microextracao
foram desenvolvidas nas ultimas décadas, cada qual apresentando suas vantagens diante das
técnicas classicas. Técnicas de microextracdo t€ém como beneficios serem faceis de usar,
acessiveis, rapidas de extrair e muito promissoras aplicagdes (KAILASA et al., 2021;
KAMAL EL-DEEN et al., 2023).

Destaca-se a microextragdo em fase solida (SPME, do inglés solid-phase
microextraction) desenvolvida por Pawlyszin em 1990 (KATAOKA, 2021) e atualmente
muito empregada em variadas areas, assim como a extragdo em fase solida dispersiva (DSPE,
do inglés dispersive solid-phase extraction) e extragdo em fase so6lida magnética (MSPE, do
inglé€s magnetic solid-phase extraction), que permitem uso de menor massa de fase extratora,
sendo esta frequentemente reutilizada sem perda de eficiéncia (SOARES et al., 2023). Uma

das técnicas mais recentes ¢ a extragdo em ponteiras descartaveis (DPX, do inglés disposable



26

pipette extraction), que une beneficios da SPE em um formato compacto e de simples uso

(BORDIN et al., 2023; GOMES et al., 2022).
3.3.4 Extracio em Ponteira Descartavel

A técnica de extragdo em ponteira descartavel (DPX) foi desenvolvida e patenteada
pelo Dr. William Brewer (Universidade da Carolina do Sul, Estados Unidos da América,
2003), sendo uma modificacdo da técnica SPE (BREWER, 2003). Enquanto esta cléssica
estratégia consiste no uso de um cartucho que contém a fase extratora solida compactada,
exigindo frequentemente uso de bomba de vacuo para eluicdo da amostra através do cartucho,
o aparato da DPX consiste numa simples ponteira tipica de micropipetadores, adaptada com
uso de dois filtros (um inferior, fixo, e outro superior, removivel), que retém em seu interior
uma fase extratora solida, que desta vez ndo fica compactada, e sim livre para se dispersar na
amostra quando requerida. Uma visdo geral da ponteira de DPX pode ser encontrada na

Figura 3, e algumas fotos de exemplo na Figura 4.

Figura 3. Visao geral da ponteira de DPX.
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Figura 4. Fotografias de diferentes ponteiras de DPX.

Elaborado pelo autor (2023) baseado em Gerstel (2023), DPX Technologies (2023) e Sigma Aldrich
(2023)

A ponteira é produzida com material polimérico (polipropileno), enquanto os filtros
sdo de vidro sinterizado, polimero poroso, e até mesmo de metal ou la de vidro. O filtro
inferior ¢ rigidamente fixado, e serve para impedir a perda de fase extratora, permitindo a
passagem de amostra/solvente e de ar. O filtro superior (que pode ser removido para inser¢ido
e/ou remogdo de fase extratora na ponteira), por sua vez, serve para manter a mesma
confinada e evitar contaminacgdo, permitindo a passagem de ar para suc¢do (OLIVEIRA;
LANCAS, 2023). A fase extratora tem composigdo variavel, havendo disponibilidade
comercial de diversas alternativas, também sendo possivel o uso de biossorventes e fases
desenvolvidas em laboratorio.

O principio de operagdo da DPX ¢é muito relacionado com da SPE, onde a extragdo
ocorre devido a intera¢do dos analitos com a fase extratora, e a dessor¢do pela passagem de
solvente capaz de remover o analito da fase solida. A grande diferenca estd na disposi¢ao
fisica da fase extratora, que na DPX fica livre para se dispersar na amostra liquida, permitindo
a existéncia do processo chamado de mistura dispersiva, onde bolhas de ar auxiliam o
processo de extragdo, favorecendo a interagdo entre as fases. O processo de interagdo da fase

extratora com os analitos ¢é representado na Figura 5.
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Figura 5. Exemplificagdo da mistura dispersiva na extragdo via DPX.

Em (A) a amostra ¢ aspirada para a ponteira, junto de certo volume de ar. Em (B), numa representagao
ampliada, as bolhas de ar auxiliam na mistura e favorecem o contato da fase extratora com o analito. Em (C) se
apresenta o descarte da amostra, onde os analitos ficam retidos na ponteira.

Elaborado pelo autor (2023)

O processo de extragdo por DPX ¢ simples e rapido, sendo realizado em poucos
minutos, com uso da ponteira contendo a fase extratora, devidamente conectada ao

micropipetador (ou a uma seringa). A Figura 6 exemplifica este processo.
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Figura 6. Procedimento experimental geral do método DPX
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Elaborado pelo autor (2023)

Inicialmente os sitios de sor¢ao podem ser ativados com condicionamento feito com
uso de solvente (ou mistura deles) apropriado, permitindo ideal interacdo entre analito e a fase
extratora. A amostra entdo ¢ aspirada para o interior da ponteira, misturando-se a fase
extratora e dispersada com a posterior aspira¢do de ar’. Dado o tempo de extra¢do (que deve
ser otimizado), a amostra ¢ descartada. Esta etapa de extragdo pode ser repetida em variados
ciclos (tipicamente de 1 a 9), com novas aliquotas de amostra, incrementando a quantidade de
analito extraida, e melhorando a sensibilidade (CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2022).

Uma etapa de limpeza pode ser realizada ap0s a extracdo, para remover interferentes,
se necessario. Para finalizar, os analitos sdo dessorvidos com solvente adequado, havendo
também aspira¢do de ar para favorecer o processo. De forma semelhante a extracdo, variados
ciclos podem ser executados na dessor¢do, mas desta vez com reuso da aliquota de solvente
de dessorcao, favorecendo a pré-concentracdo dos analitos. Apos eluigdo do solvente
contendo os analitos, o extrato ¢ encaminhado para analise em instrumento adequado, sendo

os métodos cromatograficos os mais utilizados (BORDIN et al., 2016).

2 E importante ressaltar que a aspiragdo de ar é realizada no mesmo processo da aspiragdo da amostra. Para
aspirar 600 pLL de amostra, por exemplo, o pipetador ¢ ajustado para sucgdo de 900 pL, sendo os tltimos 300 puL
correspondentes a aspiracao do ar apds a amostra ter sido aspirada.
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Uma das caracteristicas positivas da DPX ¢ a grande gama de pardmetros que podem
ser estudados e otimizados. E possivel, por exemplo, utilizar diferentes fases extratoras e
diferentes solventes de condicionamento, alterando a faixa de polaridade e variando as
interacdes intermoleculares entre analitos e fases extratoras possiveis.

Além disso, ¢ possivel alterar condi¢des fisico-quimicas da amostra, como seu pH e
forca 16nica. Também se pode otimizar a composicao do solvente de dessor¢do, e em todas as

etapas, volumes e numero de ciclos a serem realizados, dependendo do objetivo analitico.

3.4  AUTOMATIZACAO E MECANIZACAO EM QUIMICA ANALITICA

Historicamente, a Quimica Analitica sempre esteve perto das tecnologias e
automatizagdes, quando comparadas as outras principais areas da Quimica, possivelmente por
lidar mais diretamente com instrumentos de analise, ¢ se beneficiar enormemente dos avangos
computacionais € eletronicos da industria e da academia. Pensando numa linha de evolugao,
as primeiras tentativas de automatizacdo e/ou mecanizagdo em Quimica remetem a
mecanizagdo de tarefas singulares, como pipetar, centrifugar e realizar misturas, havendo
referéncias do meio do século XIX. Demorou-se muitos anos para haver ferramentas
multifuncionais compativeis com laboratorios quimicos, sendo a automatiza¢do reconhecida
como aspecto importante em Quimica Analitica somente na década de 1980 (PRABHU;
URBAN, 2017).

Prabhu e Urban (2017) afirmam que o século XX trouxe uma enorme evolu¢do no
que tange ao desenvolvimento de instrumentacdo para andlise quimica. No entanto, existe
uma grande necessidade de trabalho humano nas analises. Agora no século XXI, vista a
necessidade de processar centenas, sendo milhares, de amostras diariamente, os laboratdrios
tém demandado ainda mais a necessidade de automatizar e mecanizar grande parte do
trabalho analitico laboratorial. Desta forma, vém sendo desenvolvidos trabalhos nas areas de
injecdo em fluxo, sistemas microfluidicos, amostradores automaticos, robds multi-eixo e
demais facilitadores de trabalho automatizados. Os mesmos autores citam algumas vantagens
da automatizagdo de andlises quimicas, como a melhora na frequéncia analitica, diminuicao
de erros, e aumento da reprodutibilidade mesmo em trabalhos longos e tediosos. O uso de
equipamentos automatizados ou mecanizados permite que estudantes e trabalhadores

economizem um ter¢o de seu tempo de trabalho, podendo despendé-lo em questdes mais
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importantes, que so a criatividade humana permite (CHECK HAYDEN, 2014). Por fim e nao
menos importante, a saude do analista ¢ aprimorada com automatizagdes: sistemas
automatizados ou mecanizados permitem que o analista seja menos exposto a reagentes e
solventes, assim como amostras infectadas. De maneira geral, sistemas analiticos
automatizados/mecanizados vao ao encontro de muitos principios da Quimica Analitica Verde
(PRABHU; URBAN, 2020).

Equipamentos analiticos automatizados/mecanizados podem ser divididos em dois
grandes grupos: os que tém funcionamento independente (em inglés, standalone), e aqueles
que sdo integrados com outros instrumentos como cromatografos e espectrometros. Embora
as versOes integradas minimizem profundamente e cheguem a eliminar a intervencdo do
analista em alguns casos, as versoes standalone podem ter o beneficio de manter instrumentos
caros desocupados enquanto amostras sdo preparadas. Além disso, versdes integradas
geralmente sdo muito especificas, enquanto versdes independentes podem ser aplicadas a
maior gama de analises (variados instrumentos de separacdo e/ou detec¢ao) (MEDINA,
2018).

As estratégias de automatizacdo/mecanizagdo em Quimica Analitica sdo variadas, e
extremamente dependentes da necessidade da andlise. Além da divisdo quanto a integragdo
dos equipamentos analiticos, pode-se classificar as estratégias de automatizagao/mecanizacao

em seis grandes grupos, como pode ser observado na Figura 7.

Figura 7. Ilustragdo das estratégias de automatizacdo/mecanizagdo do preparo de amostra
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Elaborado pelo Autor com base em Medina (2008)
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As técnicas de andlise em fluxo, foram umas das primeiras a ganharem popularidade,
com o desenvolvimento da andlise de fluxo continuo (CFA, do inglés continuous flow
analysis) e da andlise de inje¢do de fluxo (FIA, do inglés flow-injection analysis), que ha
décadas mostraram repetibilidade sem precedentes, onde erros humanos eram minimizados
pelo uso de bombas peristalticas e canais interconectados.

A excelente performance da CFA e da FIA geraram interesse em miniaturizagdes,
criando sistemas microfluidicos, também chamados de lab-on-a-chip, cujos microchips
podem ser fabricados de diversas formas, como fotolitografia e impressdo 3D. Estes sistemas
permitem o uso de pequenos volumes de amostra e reagentes, na ordem de microlitros até
picolitros (URBAN, 2015).

Outra forma muito comum de automatizagcado/mecanizagao consiste no uso de sistemas
de transferéncias de liquido. Um exemplo sdo micropipetadores multicanal, que quando
usados em consonadncia com microplacas (microtiter plates e 96-well plates), permitem alta
agilidade em anélises colorimétricas, fluorimétricas e com deteccdo quimioluminescente. O
uso de micropipetadores multicanal pode ser manual, sendo uma técnica semiautomatizada,
ou totalmente automatizada com uso de robos (PRABHU; URBAN, 2020).

O uso de robds, por sua vez, trouxe grandes possibilidades de avango para o preparo
de amostra. Um exemplo sdo os amostradores automaticos (ou robos cartesianos). Enquanto
amostradores automaticos geralmente sdo conhecidos por coletar aliquotas de amostra para
injecdo em instrumentos, os exemplares mais modernos permitem também incubagdo de
amostras, adicdo de reagentes e até mesmo extracdo com fibras de SPME. Outros robos
cartesianos (com movimentagao em eixo XYZ) permitem analises de espectrometria de massa
com dessor¢ao/ionizagdo a laser, possibilitando gerar dados sobre a distribuigdo espacial de
analitos em espécies heterogéneas como tecidos e células.

Ja os robds multieixo tém capacidade exponencial quando comparados com robos
cartesianos (Figura 8). Bracos roboticos sdo capazes de movimentacdo tridimensional, seja
para manuseio de amostra, transferéncia, adi¢do de reagentes e/ou injecdes em instrumentos.
Um exemplo recente foi o mapeamento de analitos na superficie de amostra através de
analises de espectrometria de massas. De acordo com os autores, amostras de teste
hemisféricas foram amostradas pelo brago robdtico, e direcionadas a fonte de ions de analise

direta em tempo real (DART, do inglés direct analysis in real time). Posteriormente, foram
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construidos mapas de distribuigdo quimica baseada na intensidade de sinal dos ions

(BENNETT et al., 2014).

Figura 8. [lustragdo do funcionamento de brago robotico para coleta de amostra e analise tridimensional via
espectrometria de massas
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Robdé na posigdo inicial (a), posi¢do de amostragem (b) e posi¢do de andlise na qual a agulha ¢ colocada entre a
fonte de ions DART e a interface do separador de gas-ion MS (c¢). Cronograma de intensidade de ions
selecionados (d). Espectro de massa da amostra observado durante a analise (e). Sistema de amostragem (f) para
geragdo de nuvem de pontos (g). Bennet e colaboradores (2014). Reproduzido com permissdo de RSC.

3.4.1 Uso de robética de baixo custo em Quimica Analitica

E fato que a automatizagdo/mecaniza¢do impulsiona a Quimica Analitica e traz
inimeros beneficios. Mas uma ressalva merece destaque: a acessibilidade. Instrumentos
comerciais automatizados tendem a ter alto custo de aquisi¢do e manutengdo, inviabilizando
sua aplicacdo em muitos casos. Por melhores que sejam seus resultados, seu uso € restrito a
grandes empresas. Assim, um foco importante ¢ o desenvolvimento de estratégias de
automatizag¢do/mecanizagdo eficientes, e de baixo custo. Um artigo da revista Nature cita que
aparelhos automatizados/mecanizados feitos no laboratorio, custam em torno de 90% menos
que automatizagdes disponiveis comercialmente (CHECK HAYDEN, 2014).

Afortunadamente, a popularizagdo de modulos eletronicos open-source viabilizou o
desenvolvimento de varios projetos de automatizagdo/mecanizagdo para Quimica Analitica.
Plataformas de prototipagdo como o Arduino encabegam essa lista, cujos projetos sdo

amplamente utilizados em pesquisa académica e como recurso didatico (URBAN, 2015).
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A plataforma Arduino e seus similares (Teensy, Raspberry Pi e BeagleBone), junto
com impressao 3D e a internet das coisas (IoT, do inglé€s Internet of Things), sdo correntes
que vém transformando a forma de criagdo de instrumentos e dispositivos, através do
movimento maker’ (CADEADO et al., 2022). Modulos eletronicos de prototipagem universal
(também chamados em unidades genéricas de programacgdo) como Arduino ndo requerem
grande investimento financeiro para sua aquisicdo, assim como precisam de pequenos
treinamentos para sua correta programagao (sdo dispositivos muito amigaveis a usuarios nao
especialistas), visto que hd amplo material disponivel gratuitamente para aprendizado,
baseado em linguagens de programacao de alto nivel (mais semelhantes com a linguagem
natural humana) como C++ e Python (URBAN, 2015). Estes modulos permitem coleta de
dados com alta precisdo, assim como de atuadores mecanicos como motores ¢ atuadores

(PRABHU; URBAN, 2020).

3.4.2 Hardware

A maioria dos dispositivos analiticos atuais utiliza de energia elétrica para seu
funcionamento. Deste modo, o controle destes dispositivos ¢ feito a partir da modulagao e
controle de corrente elétrica. O desenvolvimento de instrumentagao automatizada/mecanizada
esbarra na necessidade de construir as partes eletronicas dos sistemas. Para nao ser necessario
desenvolver os proprios circuitos integrados e processadores, ¢ muito mais facil a utilizacao
de microcontroladores genéricos ou universais, disponiveis no mercado, visto que estes sdo
pequenos e flexiveis, 6timos para prototipacao. Deste modo, ndo ¢ necessaria a produgdo das
proprias placas de circuito impresso (PCB, do inglés printed circuit board), evitando a
necessidade de conhecimento avancado em engenharia eletronica, pois muitos
microcontroladores ja vém integrados com diversos elementos eletronicos. Placas como
Arduino ja oferecem dezenas de entradas e saidas digitais, entradas analdgicas, conectividade
com computador (via porta USB) e possibilidade de programagdao em alto nivel
(MCROBERTS, 2015).

As entradas e saidas digitais, sdo portas (canais) de comunica¢do com diversos tipos

de dispositivos, como sensores ¢ atuadores. Por meio de sinais digitais como pulsos de

* Movimento maker ou cultura maker é um fendmeno social nascido nos EUA como modelo educacional,
baseado no fato de que a pessoa realize seus proprios projeto e produtos, com auxilio de tecnologia e do
conhecimento existente, compartilhados pela internet. (DE SOUZA GOMES et al., 2021; PIMENTEL et al.,
2019; SALAS-VALDIVIA; GUTIERREZ-AGUILAR, 2021),
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potencial 0 V e 5 V (high e low, respectivamente, para o Arduino), a comunicagdo elétrica ¢
feita com sensores de temperatura, pressao, umidade, ou entdo relés que controlam
dispositivos de maior tensao, como aparelhos elétricos e lampadas. Através do controle de
corrente via modula¢do de largura de pulso (PWM, do inglés pulse-widht modulation), ¢é
possivel também controlar a velocidade de motores de corrente continua, por exemplo
(KENSHIMA, 2021).

Ja as entradas analdgicas geralmente sao utilizadas para medi¢des de potencial elétrico
de sensores. A performance dos microcontroladores depende de suas caracteristicas de
hardware, como sua central de processamento, memodria RAM, nimero de bits processados
por tempo, e velocidade de clock. A maioria dos dispositivos disponiveis comercialmente
trabalha com arquiteturas na faixa de 8 a 32 bits, em velocidade de clock de 16 a 700 MHz. A
Tabela 2 apresenta diversas informagdes sobre os principais itens disponiveis no mercado

para prototipagao.



Tabela 2: Descri¢do das caracteristicas dos principais elementos de hardware para prototipagdo
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Dispositivo Tipo CPU (bits) Velocidade de Entradas SRAM ROM Voltag?m de Dimensoes Massa (g)
processamento (clock) Digitais Analégicas (RAM)  (Flash)  operagdo (mm)
Arduino Uno MCB 8 16 MHz 14 6 2 kB 32 kB 5V 53x 69 25
Arduino Nano MCB 8 16 MHz 14 8 2 kB 32 kB 5V 18 x 45 5
Arduino Mega MCB 8 16 MHz 54 16 8 kB 256 kB 5V 53 x 102 37
Arduino Leonardo MCB 8 16 MHz 14 6 2.5 kB 32 kB 5V 53x 69 20
NodeMCU ESP32 MCB 32 160 MHz 36 15 512 kB 4 MB 3,3V 26 x 48 10
NodeMCU ESP8266 MCB 32 80 MHz 17 1 160 kB 4 MB 3,3V 25x 49 7
Raspberry Pi Pico MCB 32 Até 133 MHz 26 3 256 kB 2 MB 3,3V 21x51 15
Raspberry Pi 3 SBC 64 1.4 GHz 40 NA LGB NA 3,3-5V 56 x 85 50
Model B+
BeagleBone Black SBC 32 1 GHz 65 7 512MB 4GB 5V 53 x 86 40

NA — Nio se aplica ou ndo encontrado. GPIO — (General Purpose Input Output). MCB — Placa microcontroladora (microcontroller boards). SBC — Microcomputadores (single-

board computers).
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3.4.3 Plataforma Arduino

Frequentemente o termo Arduino ¢ ligado somente a algumas placas eletronicas,
mas, na verdade, ele ¢ maior que isso: ¢ uma plataforma eletronica de codigo aberto (open
source), baseada em eletronica de facil uso (MCROBERTS, 2015; OLIVEIRA; ZANETTI,
2020).

Inicialmente, Arduino era um dispositivo (placa) eletronica, desenvolvido no lvrea
Interaction Design Institute, (Italia). Este dispositivo € capaz de ler entradas (sensores como
sensor de luz, movimento, ou programagao via software) e transforma-las em saida (acender
um LED, movimentar um motor). E uma ferramenta muito utilizada em eletronica digital, e
ferramentas didaticas dada sua ampla funcionalidade e facilidade de trabalho (DI NONNO;
ULBER, 2022; SOUSA et al., 2022).

O baixo custo se d& pela caracteristica de ser um dispositivo muito simples
eletronicamente, aliado ao seu codigo aberto, ou seja: qualquer empresa pode produzir e
vender microcontroladores alternativos (sem usar a marca “Arduino’), que tém todas as suas
funcdes. O custo do modelo mais comum (Arduino Uno) ¢ proximo a 50 reais no mercado
brasileiro, podendo chegar a menos de 5 dolares em sites internacionais (valores referentes a
meados de 2022-2023).

Ao Arduino podem ser adicionadas shields, verdadeiros escudos que ampliam sua
funcionalidade, sem perder a caracteristica de ser economicamente viavel. Estas shields
também sao placas eletronicas que facilitam o acesso de novas informagdes e/ou acdes do
Arduino, como ser receptor Bluetooth, tocador MP3, ter acesso a internet, ser receptor de
dados digitais ou entdo controlar simultaneamente varios motores de passo (DA SILVA
SOUSA et al., 2022; DI NONNO; ULBER, 2022; DZIEKONSKI et al., 2023; MAGNAGHI
et al., 2022; MORAIS; ARAUJO, 2023). Um exemplo deste ultimo caso ¢ a CNC Shield, que
permite aos usuarios desenvolverem maquinas de CNC caseiras (o termo CNC vem do inglés
Computer Numeric Control, e significa comando numérico computadorizado) pelo controle
de varios eixos simultaneamente. A Figura 9 apresenta a forma de montagem da CNC Shield

no Arduino Uno (adicionados também os drivers para os motores de passo).
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Figura 9. Apresentacdo do microcontrolador Arduino Uno e CNC Shield, nas formas
individuais e montada

Arduino Uno + CNC Shield + drivers

CNC Shield

Elaborado pelo autor (2023)

A possibilidade de adaptagdo do Arduino para diferentes fins ¢ muito interessante no
campo do preparo de amostras, pois com o controle de motores e uso de sensores ¢ possivel

automatizar/mecanizar sistemas, como o proposto para Pa-DPX.
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4 DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE EXTRACAO EM PONTEIRAS
DESCARTAVEIS SIMULTANEAS (PA-DPX)

4.1 INTRODUCAO

A forma convencional e cotidiana de executar o procedimento de extragdo por DPX ¢
com micropipetador monocanal de 1 mL, ou com uso de seringa Luer Lock, também de forma
manual. Este procedimento pode se tornar tedioso, uma vez que € uma tarefa repetitiva e
totalmente dependente do operador.

Nesta se¢do, a proposta envolve uma evolugdo do aparato de DPX, onde é possivel
executar simultaneamente cinco extragoes. O dispositivo criado, chamado de Pa-DPX (DPX
paralela) foi construido com materiais de baixo custo e ¢ facilmente reproduzido com outros
materiais, até mesmo com materiais reciclados, por exemplo.

Para aplicar o dispositivo desenvolvido, estudou-se a migracdo de seis ésteres de
acido ftalico (PAE) de matrizes plasticas cotidianas (brinquedos de crianca, materiais
escolares e brinquedos de cachorro) em simulador de saliva. Os PAE, também chamado de
ftalatos, sdo um grupo de compostos quimicos com estrutura similar, utilizados como
plastificantes, com intuito de aprimorar a flexibilidade de determinados polimeros
(HEUDORF; MERSCH-SUNDERMANN; ANGERER, 2007; SU et al., 2019). Os ftalatos,
no entanto, ndo sdo quimicamente ligados a matriz polimérica, sendo possivel sua migracao
quando em contato com materiais como agua, alimentos e saliva, potencializando o contato
desta classe de compostos com humanos.

O problema se da pelo risco desta exposicdo, visto que os ftalatos podem estar
relacionados como aterosclerose (SU et al., 2019), problemas no sistema reprodutivo
(VENTRICE et al.,, 2013), obesidade (XIA et al., 2018), e desregulacdo endocrina
(MANKIDY et al., 2013). Muitos estudos ja demonstraram o risco da migragdo de PAE de
amostras como brinquedos de cachorro (WOOTEN; SMITH, 2013), alimentos (SAJID et al.,
2016) e brinquedos infantis (OSMAN et al., 2013), por exemplo.

A analise da migracdo de PAE geralmente ndo ¢ realizada diretamente na amostra,
visto que a concentragdo geralmente ¢ baixa, e a matriz incompativel com o sistema
instrumental. Assim, o preparo de amostra ¢ importantissimo e necessario, pré-concentrando

os analitos e adequando a amostra ao sistema.
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42  MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Reagentes e materiais

Como solucdo padrao de trabalho, duas solugdes estoque contendo uma mistura dos
seis analitos (200 mg L e 20 mg L' cada) foram preparadas em metanol, a partir de uma
mistura de ésteres de ftalato CRM EPA contendo ftalato de dimetila (DMP), ftalato de dietila
(DEP), ftalato de dibutila (DBP), ftalato de benzilbutila (BBP), ftalato de bis 2-etil-hexila
(DEHP) e ftalato de di-n-octila (DNOP), obtido de Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). Uma

descri¢do de todos os analitos ¢ apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Analitos, suas abreviacoes e informagdes

fon de ; Cr g n
. . oo~ Ion de identificacao
Analito Abreviacao quantificacao
(m/z)
(m/z)

Ftalato de dimetila DMP 163 77 164 76 135
Ftalato de dietila DEP 149 177 150 65 176
Ftalato de dibutila DBP 149 150 41 223 205
Ftalato de benzilbutila BBP 149 91 206 65 104
Ftalato de bis 2-etil-hexila =~ DEHP 149 167 57 279 71
Ftalato de di-n-octila DNOP 149 279 57 57 150

Elaborado pelo autor (2020)

A 4gua ultrapura (resistividade de 18,3 MQ cm™) foi produzida diariamente em um
sistema de purificacdo (Mega Purity, Billerica, EUA). Acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH)
foram adquiridos da J.T. Baker (Center Valley, EUA) e acetato de etila (AcOEt) da Sigma
Aldrich (St. Louis, EUA), sendo todos os solventes de grau HPLC/espectroscopia. O sulfato
de sodio anidro usado para secar os extratos antes da analise por GC-MS foi obtido da Sigma
Aldrich (St. Louis, EUA). As ponteiras de DPX de 5 mL (em branco) e 1 mL contendo 20 mg
de estireno-divinilbenzeno (DPX-RP) foram adquiridas da DPX Technologies (Columbia,
EUA).

O simulador de saliva foi preparado adaptando diferentes estratégias da literatura
(AL-NATSHEH et al., 2015; LV et al., 2017; OZER; GUCER, 2011): solucio contendo 0,75
g de cloreto de potéassio (Sigma Aldrich, St. Louis EUA), 0,33 g de cloreto de sddio
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(Dindmica Quimica, Indaiatuba, Brasil), 0,57 g de fosfato dipotassico (Dindmica Quimica,
Indaiatuba, Brasil) e 0,11 g de cloreto de magnésio hexa-hidratado (Sigma Aldrich, EUA) foi
diluido em 1 L de 4gua ultrapura e ajustado para pH 6,8 com 4cido cloridrico 3 mol L
(VETEC, Duque de Caxias, Brasil).

As amostras foram compradas em mercados e lojas locais de duas cidades: Joinville e
Florianopolis (Brasil). Tratam-se de brinquedos infantis (n = 8), material escolar (n = 6),
outros materiais de contato oral (n = 4) e brinquedos para animais de estimacdo (n = 3),

totalizando 21 amostras, e suas informagdes completas sdo apresentadas no Apéndice A.

4.2.2 Instrumentacio

Como instrumento para executar a separacao ¢ detec¢ao dos sinais analiticos de cada
analito, utilizou-se de um cromatdgrafo a gas modelo GC-MS QP 2010 Plus, acoplado a um
espectrometro de massas (Shimadzu, Kyoto, Japdo). A separagdo ocorreu em uma coluna
capilar Zebron TM Zb-5MS (Phenomenex, Torrance, EUA) de 30 m de comprimento, 0,25
mm de didmetro e 0,25 pm de espessura de fase estacionaria. A temperatura do injetor,
interface e detector foram de 300 °C, 280 °C e 200 °C, respectivamente. A fase movel foi hélio
ultrapuro (White Martins, Brasil), com fluxo constante de 1,2 mL min™. A temperatura inicial
do forno foi ajustada para 100 °C, mantida por 0,5 min, aumentada para 300 °C a uma taxa de
35 °C min™ (temperatura de 300 °C mantida por 2,5 min).

Foi utilizada inje¢do manual no modo sem divisao de fluxo e o volume de injecao foi
de 1 pL. O modo de ionizacdo eletronica a 70 eV foi definido para a operagdo do
espectrometro de massa. Utilizou-se o monitoramento de ions selecionados, e os fragmentos

selecionados para quantificacdo e identificacdo de cada analito sao apresentados na Tabela 3.

4.2.3 Dispositivo de DPX simultineas (Pa-DPX)

O novo dispositivo desenvolvido para DPX ¢ apresentado na Figura 10 e sua versao
final construida esta apresentada na Figura 11. Consiste em cinco seringas Luer Lock de 5 mL
unidas por um aparelho de metal, que permite cinco extragdes simultaneas. Este dispositivo
pode ser facilmente reproduzido com material de baixo custo, como alguns polimeros,

impressao 3D, placas de metal recicladas e/ou materiais hibridos.
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Figura 10. Representagdo e descri¢do do dispositivo desenvolvido em (a) posigdo de carga e
(b) posicao de descarga

Suporte metalico Manuseador mével

Cinco seringas alinhadas (Luer Lock de 5 mL) )

Elaborado pelo autor (2023)

Figura 11: Fotog afias do disositivo desenvolvido

Elaborado pelo autor (2023)

Como pode ser visto nas figuras anteriores, o dispositivo consiste na unido de cinco
seringas tipo Luer Lock, através de quatro chapas (réguas) de aluminio. Duas dessas chapas
fazem a fixag¢ao do corpo base das cinco seringas, sendo unidas com parafusos de inox. Ja as
outras duas chapas fazem a fixacdo dos émbolos das cinco seringas alinhadas. Dessa forma,

quando o analista movimenta linearmente as duas chapas que unem os émbolos, as cinco
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seringas fazem a succdo e ejecdo de ar simultaneamente. Uma vez inseridas as ponteiras de
DPX, esse movimento permite a realizagdo simultdnea de processos de extracao e dessor¢ao.

Para a usinagem da parte metalica, contou-se com apoio técnico especializado, sendo o
trabalho realizado pela equipe técnica da Ferramentaria Betta (localizada na Rua Dorothovio
do Nascimento, 3648 - Zona Industrial Norte, Joinville - SC, 89219-750) com pecas de
aluminio reaproveitadas da industria metalmecanica.

As ponteiras em branco de DPX de 5 mL foram preenchidas com 20 mg de estireno-
divinilbenzeno (obtido de ponteiras de DPX-RP de 1 mL) e seladas com filtros. Cada
ponteira, contendo o material de extra¢do, foi condicionada usando 2 ciclos de 200 pL de

MeOH antes da extragao.

4.2.4 Otimizacao do método

Como procedimento inicial, cada experimento foi realizado com 4 ciclos de extragao
(amostras de 1000 pL de simulador de saliva fortificada com todos os analitos a uma
concentragdo de 100 pg L™), seguida de uma dessor¢do com 250 pL de solvente (5 ciclos com
a mesma aliquota). O extrato final do solvente foi seco com 160 = 2 mg de Na,SO, anidro,
antes da andlise por GC-MS. Os resultados desses experimentos foram todos avaliados através
da média geométrica normalizada da area do pico cromatografico para o ion de quantificagao
de cada analito usando o Microsoft Excel e o Statsoft Statistica 13.

Primeiramente, o solvente de dessor¢do foi avaliado por um planejamento simplex-
centroide com triplicata do ponto central para avaliar a eficiéncia de dessor¢ao de acetato de
etila, metanol e acetonitrila, em suas formas puras € em misturas entre si. A matriz de

experimentos para avaliacao do solvente de dessor¢ao pode ser vista na Tabela 4.
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Tabela 4: Matriz de experimentos para avaliagdo do solvente de dessor¢do (composi¢ao do

solvente de dessorcao)

Experimento Acetato de etila (AcOEt) Metanol (MeOH) Acetonitrila (ACN)

1

O o0 AUl WN

100%
0%
0%

50%
50%
0%
66,66%
16,67%
16,67%
33,33%
33,33%
33,33%

0%
100%
0%
50%
0%
50%
16,67%
66,66%
16,67%
33,33%
33,33%
33,33%

0%
0%
100%
0%
50%
50%
16,67%
16,67%
66,66%
33,33%
33,33%
33,33%

Em seguida, um planejamento Doehlert foi realizado para avaliar simultaneamente a

influéncia do volume de solvente de dessor¢dao ¢ o nimero de ciclos de dessor¢do. Volumes

de 200, 250 e 300 pL foram investigados, com 1 a 5 ciclos de dessor¢ao (usando a mesma

aliquota de solvente)., como pode ser visualizado na Tabela 5.

Tabela 5: Matriz de experimentos para otimizacao da etapa de dessor¢do

Experimento Volume de solvente de dessorcao (pL)

N° de ciclos de dessorc¢ao

1

© 00NN Ul N

200
200
250
250
250
250
250
300
300

2

AN UUTW W WRFR B~

Finalizando a etapa de otimizagdo, outro planejamento Doehlert foi utilizado para

avaliar o volume da amostra ¢ o nimero de ciclos de extracdo. Foram testados volumes de

amostra de 1000 pL a 1600 pL, com o numero de ciclos de extracdo variando de 1 a 5

(usando novas aliquotas), como pode ser visto na Tabela 6.
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Tabela 6: Matriz de experimentos para otimizagao da etapa de extragdo

Experimento Volume de amostra (pL) N° de ciclos de extracao

1 1000
1000
1300
1300
1300
1300
1300
1600
1600

OO UT A~ WN
A NUTWWWERFL AN

4.2.5 Robustez

Finalizada a otimiza¢cdo do método, para garantir sua qualidade através de pequenos
erros experimentais comuns que podem ocorrer durante a aplicacdo do método, a robustez do
método foi avaliada, pela aplicagdo do teste de Youden (KARAGEORGOU; SAMANIDOU,
2014), onde foram analisados os efeitos de sete variaveis.

As variaveis escolhidas foram volume de amostra, tempo de equilibrio de extracao,
volume de dessor¢ao, tempo de equilibrio de dessor¢ao, nimero de ciclos de dessor¢ao, massa
de sal de secagem e possibilidade de repetir uma extracdo na mesma aliquota. A matriz final
de experimentos com as combinagdes das variaveis e seus limites ¢ apresentada na Tabela 7.

Foi considerada possibilidade de erro de 1% de erro nas adigdes de volume (amostra
e solvente de dessor¢do), além de haver ou ndo um tempo de equilibrio na extracdo e
dessorcdo. Também foi avaliada a massa de sal para secar o extrato, entre 160 e 240 mg. O
nimero de ciclos de dessor¢cdo também foi avaliado (entre 4 e 6), além de estudar a

possibilidade de extrair uma aliquota mais de uma vez.



Tabela 7. Descri¢cdo das condi¢des experimentais para o teste de avaliagdo da robustez do método

Repetico
) Volume de Tempo de equilibrio epEtgoes Volume de Tempo de equilibrio Ciclos de Massa de
Experimento . (mesma . . N
amostra (pL)  na extracao (s) , dessorcao (nL) de dessorcao (s) dessorcao Na,SO,(mg)
aliquota)
1 1616 5 1 202 5 6 240
2 1616 5 0 198 5 4 160
3 1616 0 0 202 0 6 160
4 1616 0 1 198 0 4 240
5 1584 5 0 202 0 4 240
6 1584 5 1 198 0 6 160
7 1584 0 1 202 5 4 160
8 1584 0 0 198 5 6 240

Elaborado pelo autor (2023)
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4.2.6 Parametros analiticos de mérito

A extragdo de saliva simulada em branco, enriquecida com sete concentracdes de cada
analito, foi usada para construir curvas de calibracdo, onde a area do pico cromatografico
obtida para o ion de quantificacdo de cada analito, apresentada na Tabela 3, foi usada para
obter curvas de regressdo linear versus a concentragdo. A faixa linear e o coeficiente de
determinagdo (R?) foram obtidos com regressao dos dados de calibragdao. O limite de
quantificagdo (LOQ) foi definido como a menor concentragdo em que a precisao e a exatidao
atingiram valores aceitaveis (se comparados aos limites estabelecidos pela AOAC), e o limite
de deteccao (LOD) foi definido como LOQ/3,33.

A precisao do método foi avaliada na forma de repetibilidade (conhecida como
precisdo intradia), medida em quatro concentragdes diferentes em triplicata e na forma de
precisdo intermedidria, estudando a aplicagdo do método com diferentes analises realizadas
em diferentes dias (precisdo interdia, trés dias seguidos) totalizando nove experimentos. A
exatiddo do método foi verificada através de recuperagdes relativas (Equagdo 2) de cada

analito, em quatro concentragdes diferentes, usando extragao em duas amostras diferentes.

(Concentracdo encontrada— Concentragdo amostrareal )

p — *100
Concentracdo adicionada

Recuperagdo relativa(% )=
Equagao 2
4.2.7 Aplicacio do método
Os testes de migragdo foram todos realizados em triplicata. Pedagos pequenos (~ 1 cm?
cada) das amostras (totalizando 2,0 g) foram imersos em 10 mL de simulador de saliva por 2
h a 37 °C, sob agitagdo. Todos os extratos das amostras foram preparados e analisados
diretamente apos o teste de migracao.

43  RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1 Solvente de dessor¢cao
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Para garantir a melhor eficiéncia de dessor¢ao dos analitos da fase de extracdo e evitar
o efeito de memoria, o primeiro fator otimizado foi o solvente de dessor¢do por um
planejamento simplex-centréide. Analisando o grafico de contorno (Figura 12), obtido através
de um modelo quadrético (com R* de 0,974) que envolve os trés solventes escolhidos, bem
como misturas entre eles, percebe-se que ha uma tendéncia de resposta maxima na regido

onde ha principalmente acetato de etila.

Figura 12. Grafico de contorno do planejamento simplex-centréide, modelo quadratico (R*> =
0,974), para a otimizagdo do solvente de dessor¢do.

ACN 100%
(]
0,00,1,00 —
- 70%
55%
40%
- 25%
e ’ — R

1,00 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

AcOEt MeOH

Condigdes da Pa-DPX: 1000 pL de simulador de saliva enriquecido com 100 pg L' de PAE, 4 ciclos
de extragdo e 5 ciclos de dessorgdo com 250 pL. com a mesma aliquota.
Elaborado pelo autor (2023)

Observou-se que os solventes mais polares (acetonitrila e metanol) ndo foram tdo
eficientes, apresentando menor capacidade de dessor¢do mesmo em misturas com AcOEt.
Portanto, o AcOEt puro foi escolhido como solvente de dessor¢do, dada sua melhor resposta,
possivelmente causada por sua caracteristica menos polar, o que permitiu melhor interagao

com a classe dos ftalatos.

4.3.2 Ciclos de dessorc¢ao e volume AcOEt
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Como dito anteriormente, a otimizac¢do criteriosa da etapa de dessor¢do ¢ muito
importante para garantir a melhor eficiéncia de dessor¢ao dos analitos e, também, para evitar
possiveis efeitos de memoria. Em relacdo a etapa de dessorgao, diferentes niimeros de ciclos
(1 a 5) com diferentes volumes de AcOEt (200 a 300 uL) foram avaliados, utilizando uma
metodologia de superficie de resposta. Como pode ser visto na Figura 13, foram obtidas
melhores condi¢des de dessor¢do com o menor volume de solvente usado (200 pL). O uso de
um volume maior de solvente minimiza drasticamente a resposta analitica, devido a dilui¢do

do extrato.

Figura 13. Superficie de resposta do planejamento Doehlert, modelo quadrético (R* = 0,986),
para a otimizagdo da condi¢do de dessorg¢do.

Condigdes da Pa-DPX: 1000 pL de simulador de saliva enriquecido com 100 pg L' de PAE, 4 ciclos
de extra¢do e ciclos variaveis de dessor¢io com volumes variaveis de AcOEt com a mesma aliquota.
Elaborado pelo autor (2023)

O numero de ciclos, por outro lado, mostra variacdo menos intensa, sendo ideal na
regido com o niumero maximo de ciclos. Assim, para garantir a melhor sensibilidade, 5 ciclos
de dessor¢@o, usando a mesma aliquota de 200 pL de AcOEt, foram escolhidos como a

condigdo ideal e foram utilizados nas experiéncias subsequentes.
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4.3.3 Ciclos de extracio e volume de amostra

Também por meio de um planejamento Doehlert, as condi¢des de extragdo foram
otimizadas. O volume da amostra foi avaliado simultaneamente com o niimero de ciclos de
extragdo (com novas aliquotas), e a Figura 14 mostra a superficie obtida. As eficiéncias
maximas de extracdo foram obtidas usando o niimero méaximo de ciclos (5) e o maior volume
de amostra por ciclo (1600 pL). A fase de extragdo apresentou excelente desempenho mesmo
nas condi¢des maximas (5 ciclos ¢ 1600 pL por ciclo), encontrando assim a condi¢do de

trabalho mais sensivel.

Figura 14. Superficie de resposta ajustada usando um projeto Doehlert, modelo quadratico
(R?=0,962), para a otimizacdo da etapa de extragdo.

Condi¢des da Pa-DPX: volume variavel de simulador de saliva acrescido de 100 pg L' de PAE, ciclos
de extragdo variavel e 5 ciclos de dessor¢do com 200 puL de AcOEt com a mesma aliquota.
Elaborado pelo autor (2023)

Como conclusdo das otimizagdes, a condi¢do final envolve 5 ciclos de extracdo com
1600 pL de amostra (com aliquotas diferentes), seguida de dessor¢do com 200 pL de acetato
de etila em cinco ciclos (com mesma aliquota). O extrato final ¢ seco com 160 mg de sulfato
de sodio antes da analise por GC-MS. Nessas condig¢des, portanto, ¢ necessario um total de

apenas 8 mL de amostra para concluir a extragdo, realizada em menos de 40 segundos para
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cada amostra (o tempo necessario para 5 extra¢des usando o aparelho proposto de Pa-DPX ¢

de cerca de 3 minutos).
4.3.4 Robustez do método

A Figura 15 apresenta o Grafico da Lenth, que apresenta os efeitos das sete variaveis
avaliadas na robustez do método, relacionando-as as margens de erro (ME) e margens de erro

simultaneas (SME).

Figura 15. Grafico de Lenth para a avalia¢do de robustez do método Pa-DPX-GC-MS.
1000000
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Efeito

-500000

-750000

-1000000

A - Volume da amostra; B - Tempo de equilibrio da extragio; C - Repetigoes (mesma aliquota); D -
volume de dessor¢do: E - tempo de equilibrio da dessorgdo; F - Ciclos de dessorg¢do e massa de G - Na2S04; ME
- margens de erro; SME - margens de erro simultaneas.

Elaborado pelo autor (2023)

O método apresentou-se bastante robusto dentro da condigdo otimizada, pois nenhum
dos fatores teve um efeito maior que a margem de erro. Como esperado, um efeito positivo
para o volume da amostra foi observado, mas dentro da faixa aceitavel. Todos os outros
fatores apresentaram efeitos ainda menores, mostrando que o tempo de equilibrio ndo afeta a

extragdo ou a dessor¢do, bem como a massa de Na,SO; utilizada.

4.3.5 Parametros analiticos de mérito
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Os parametros analiticos de mérito obtidos através de condi¢des otimizadas estdo
descritos na Tabela 8. Indicando boas relagdes lineares, os coeficientes de determinagdo foram
todos superiores a 0,9915 para todos os analitos. Foram alcangados LOD de 1,5 pg L' e LOQ
de 5,0 pg L', e a faixa linear atingiu 200 pg L.

A precisdao do método mostrou-se aceitavel frente aos valores definidos pela AOAC,
avaliada em quatro concentra¢des diferentes na forma de repetibilidade, e um nivel para
precisdo intermediaria. Para o LOQ (5,0 pg L), o desvio padrio relativo variou de 8,7% a
20,1%.

Além disso, a exatiddo (Tabela 9) alcangou 6timos valores, nos mesmos quatro niveis
diferentes de concentragdo avaliadas na repetibilidade. Para o LOQ, as recuperagoes relativas
variaram de 80 a 114%, com todos os valores aceitaveis de acordo com as diretrizes
internacionais (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO; CARDA-BROCH, 2012). Um

cromatograma exemplificativo é apresentado na Figura 16.

Figura 16. Cromatogramas de sobreposigdo dos principais fragmentos dos analitos na analise
da migragao de PAE via Pa-DPX-GC-MS em amostras de brinquedos infantis
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Elaborado pelo autor (2023)



Tabela 8. Pardmetros analiticos de mérito (limites de deteccao e quantificagdo, coeficientes de correlacdo, faixa linear e precis@o) para o método

desenvolvido
L . Repetibilidade (n=3) Precisao
Analito LOD LOQ Faixa linear Coefi.clenfe de intermedidria (n=9)
(ugL") | (ngL™h (ng LM determinacio (R?) S 3 S S
LOQ |50 pg L' | 100 pg L™ | 200 pg L 100 pg L
DMP 1,5 5,0 5,0 - 200 0,9989 10,5 15,7 6,2 3,1 10,6
DEP 1,5 5,0 5,0-200 0,9993 13,5 15,2 3,5 2,2 8,2
DBP 1,5 5,0 5,0-200 0,9986 8,7 11,4 12,5 2,3 7,9
BBP 1,5 5,0 5,0-200 0,9985 20,1 18,5 19,9 4,3 12,6
DEHP 1,5 5,0 5,0-200 0,9915 17,0 8,9 17,7 13,1 13,7
DNOP 1,5 5,0 5,0-200 0,9971 12,6 9,2 19,0 9,6 16,2
Elaborado pelo autor (2023)
Tabela 9. Resultados de recuperagdes nas duas amostras analisados com o método desenvolvido
Recuperacio relativa (%)
Amostra/analito Material escolar Brinquedo infantil
LOQ |50 pugL' [ 100 nug L' | 200 pg L' | LOQ [ S0 pg L' | 100 pg L' | 200 pg L
DMP 86% 81% 96% 77% 111% 97% 106% 102%
DEP 80% 88% 100% 81% 91% 88% 105% 103%
DBP 90% 82% 97% 78% 110% 86% 101% 101%
BBP 83% 79% 86% 76% 88% 80% 96% 105%
DEHP 107% 77% 82% 79% 102% 85% 102% 105%
DNOP 106% 77% 75% 78% 114% 95% 108% 104%

Elaborado pelo autor (2023)
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4.3.6 Comparacio com a literatura

Os principais parametros analiticos de mérito e algumas caracteristicas do presente
método foram comparados com outros previamente publicados na literatura, como pode ser
visto na Tabela 10.

O método Pa-DPX-GC-MS precisa de uma quantidade baixa de amostra (menos de 10
mL), usando também uma quantidade baixa de solvente organico nao clorado. Os LOD e
LOQ sdo equivalentes aos outros métodos publicados, com uma ampla faixa linear. Uma
melhoria importante ¢ a alta frequéncia analitica, com tempo de extragdo menor que 40

segundos para cada amostra.
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Tabela 10. Comparacdo com outros métodos na literatura
LOD Faixa
Analito Preparo de Instrumento Amostra Volume de Volume de solvents Tempo 'to.t al (ng - Linear Referéncia
amostra amostra necessario T 1
) (gl
i 3 B (EBRAHIM,;
enon | buve | cows | e sm | possies s oursar
¢ H ’ . AMIN, 2017)
in-syringe . 300 pL de acido acético e 300 . 20— (SARGAZI et al.,
DEAP pLmg | GCFIP Urina P ml uL de n-hexano > 15 min 25 | 3.000 2017)
DBP, BBP ¢ UA- 0 . 800 pL de metanol e 20 pL de . 1,0 -
DNOP DLLME GC-FID Agua mineral 5mL tetracloreto de carbono > 7 min 1.1 6,9 —444 (YAN etal., 2010)
Solugdo de
DMP, DEP, Stir-bead- armazenamento de 1000 uL de acetate de etila e . 3,916 - (MAKKLIANG et
DBP ¢ DEHP uSPE HPLC-DAD lentes de contato e I'mL 200 pLde acetonitrila 35 min 6,07 3,0-750 al., 2017)
saliva artificial
DEP, DBP, _ _
DEHP ¢ PFSPE GC-MS Urina 500 uL 200 pL de metan.ol.e 100 pL de <5 min 0,1 10 (TANG et al.,
acetonitrila 0,5 10.000 2017)
DNOP
BBP MSPE HPLC-UV Agua ambiental 30 mL 2,7 mL de acetonitrila > 44 min 026 | 0,5-100 (ZH;)OLIJ 6‘“'; al.,
DMP, DEP,
DBP, BBP, DMIMs- Agua mineral e saliva . . 0,31- = (OZER; OSMAN;
DEHP ¢ SPE GC-MS artificial 200 mL 5 mL de diclorometano 115 min 0.41 12,5-250 YAZICI, 2017)
DNOP
3 (SALAZAR-
DMP, DEP ¢ on-line SPE LC-UV Agua mineral 18 mL 1 mL de acetonitrila 48 min 0.7 2,5-100 BELTRAN et al.,
DBP 2.4
2017)
]I)Dl\l?/y[l}: ’ BDII;II: ’ 400 pL de metanol
DEi—IP ’ Pa-DPX GC-MS Simulador de saliva 8 mL (condicionamento) e 200 pL de <40s 1,5 5-200 Esta proposta
DN OPe acetato de etila (extragdo)

DMIMs-SPE: extragdo em fase solida de microesferas com impressao molecular, do inglés dummy molecularly imprinted microbeads solid-phase extraction; HPLC-UV:
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta, do inglés high performance liquid chromatography- ultraviolet detector; PFSPE: extragdo em fase solida de fibra
empacotada, do inglés packed-fiber solid-phase extraction; Stir-bead-uSPE: micro-extrag@o de fase solida de agitagdo, do inglés stir-bead micro-solid phase extraction; UA-DLLME:
microextragdo liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom, do inglés ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid microextraction. Elaborado pelo autor (2023)
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4.3.7 Aplicacdo a amostras reais

Analisar a migracao do PAE das amostras em questdo ¢ de grande importancia, pois
todas foram escolhidas como itens com grande propensdo de criancas os levarem a boca e,
portanto, podem representar um grande risco de exposi¢do a esses compostos quimicos,
relacionados a diferentes doengas. Os dados quantitativos relacionados a aplicagdo do método
sao apresentados na Tabela 11.

Para o calculo da quantidade de migracdo, foram levados em consideracdo a massa da
amostra e o volume de simulador de saliva, de acordo com a Equacdo 3 (onde [PAE]iva €
concentragdo de PAE obtido através da andlise dos extratos utilizando as curvas de

calibracao).

[PAE],.(ug L™") x Volume de saliva(mL)
Massa de amostra(g) x 1000

Migragdo de PAE ( ug g_l) = Equagao 3

Nesse sentido, o LOD e LOQ do método podem ser transformados em unidade de
migra¢do (ug g'), com a ajuda da Equagdo 3, uma vez que o volume do simulador foi de 10
mL e a massa da amostra foi de 2,0 g. Isso resulta em 0,0075 pg g € 0,025 pg g para o LOD
e LOQ, respectivamente. Da mesma forma, a faixa linear atingiu 1,00 ug g'. E importante
ressaltar que algumas amostras resultaram em migragdes superiores a faixa linear. Nesses
casos, a migragao exata foi calculada apos analise de amostras diluidas.

Na analise de amostras de material escolar, um brinquedo de caneta resultou em uma
migragdo de 29,5 + 6,6 ug g' para DNOP, o maior valor observado. O desvio padrio relativo
de cerca de 22% para este caso pode ser explicado pela heterogeneidade da amostra. Na
mesma amostra, 0 DEHP migrou a 0,042 + 0,019 pg g”'. A migracio do DEHP também foi

detectada na amostra do corpo da caneta.



Tabela 11. Resultados da aplicagdo do método nas 21 amostras diferentes

Migracio média + SD? (ug g¥)
Classe Amostra DMP DEP " DBP BBP DEHP DNOP
8 Capa de borracha ND" ND ND ND ND ND
= Corpo de caneta ND ND ND ND <LOQ ND
2 Fundo de caneta ND ND ND ND ND ND
& Tampa de caneta ND ND ND ND ND ND
5 Tampa de caneta 2 ND ND ND ND ND ND
§ Brinquedo na tampa da caneta ND <LOQ ND <LOQ 0,042 £ 0,019 29,5+ 6,6°
Boneco militar ND <LOQ 0,586 + 0,034 <LOQ 1,05 +0,14° 4,33 £0,35°
é Brago de boneca ND 0,126 £0,019 ND <LOQ <LOQ 0,123 £0,024
ﬂg Perna de boneca ND <LOQ ND <LOQ <LOQ 0,037 + 0,004
g Cavalo de fazenda <LOQ 0,172 + 0,007 ND <LOQ 0,959 + 0,099 4,55 +0,06°
B Boi de fazenda ND ND ND <LOQ ND ND
gf Mini cdmera ND <LOQ ND <LOQ 0,240 £0,005 | 0,122 +0,054
& Mini espatula de cozinha ND <LOQ <LOQ <LOQ 0,329 £ 0,022 1,02 +0,17¢
Macaco ND <LOQ ND ND ND 0,096 + 0,006
3 E Flauta ND ND ND <LOQ ND 8,89 + 0,33¢
=2 Gaita ND <LOQ ND <LOQ 0,194+ 0,017 | 0,152 +0,016
2E Bico (chupeta) ND 0,109 +0,021 | 0,068+0,017 | 0,044+0,023 | 0,326 +0,124 | 0,036 +0,016
= 38 Dentadura de vampiro ND <LOQ ND <LOQ 0,202 + 0,007 | 0,101 +0,022
g 2 Mordedor canino 0,031 £ 0,002 <LOQ ND <LOQ ND ND
g é E Brinquedo canino (halter) <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,963 £0,132 | 0,036 + 0,004
o 3 Brinquedo canino (bola) <LOQ 0,314 + 0,023 ND <LOQ <LOQ 0,123 + 0,079

3SD - desvio padrio; "ND — Nio detectado; ‘Calculado apés dilui¢io da amostra.

Elaborado pelo autor (2023)
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Os brinquedos infantis foram as amostras mais analisadas, devido ao alto contato
com criangas. Nas oito amostras, pelo menos um PAE foi detectado, € o DNOP foi o
mais encontrado (7 amostras com média de 1,29 ug g'), seguido pelo DEHP (6
amostras com média de 0,37 ug g'). Esses valores sdo altos, indicando que a
composicao dos brinquedos contém ésteres de acido ftalico, sendo que isso pode
representar uma fonte de exposi¢cdo dos PAE as criangas. O DMP (PAE de menor peso
molecular) foi detectado em apenas uma amostra (brinquedo de cavalo de fazenda).
Os valores de migragdo sao compativeis com outros encontrados na literatura.
Ozer e Giiger (2011) detectaram PAE em 75% de suas amostras de brinquedos, com
migragio nas amostras positivas variando de 3,77 a 49,9 ug g (OZER; GUCER, 2011).
Outros materiais de proposital contato oral (flauta, gaita, chupeta e dentes de
vampiro) também foram analisados. A migragao do DNOP foi quantificada em todas as
quatro amostras, sendo a amostra com maior migragio (8,89 + 0,33 pg g™). A chupeta
foi a amostra com maior nimero de PAE migrados: DEP, DBP, BBP, DEHP ¢ DNOP.
Nao foram apenas analisados os materiais plasticos de contato humano. A
analise de brinquedos para caes resultou na deteccdo ou quantificacdo de todos os seis
PAE. O mordedor de caes foi o Unico com quantificagio de DMP, enquanto o DEHP

tem a maior migrag¢do no haltere de brinquedos para cies (0,963 + 0,132 pg g).

44  CONCLUSOES PARCIAIS

Um método robusto e eficiente para PAE migrado para a saliva simulada foi
desenvolvido para andlise de rotina. Com a ajuda do GC-MS, foram obtidas boas
recuperagoes e precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria) para todos os seis PAE,
em um método extremamente rapido e facil. O limite de detec¢do foi de 1,5 ug L', com
faixa linear de 5,0 a 200 pug L' para todos os seis analitos. O novo aparelho ¢ facil de
usar, de baixo custo e representa uma melhoria no campo da preparacao de amostras.

O método desenvolvido foi utilizado para avaliar a migragdo do PAE de
materiais plasticos convencionais (brinquedos infantis, material escolar, brinquedos para
cdes e outros materiais de contato oral), e em 81% das amostras pelo menos um PAE foi
detectado. O DNOP foi o PAE mais quantificado, seguido pelo DEHP. Essa migragao ¢

motivo de grande preocupagdo, devido aos possiveis efeitos e diferentes alteracdes na
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satde humana da exposi¢do a PAE, como problemas no sistema reprodutivo, distirbios
endocrinos, sobrepeso e obesidade.

Quanto ao uso do aparato, percebeu-se que havia uma oportunidade de melhoria.
O dispositivo apesar de permitir a rapida e facil extragdo simultanea de cinco amostras,
tinha uma limitagdo mecanica quanto a ergonomia do analista. O dispositivo era
levemente rigido para executar os ciclos de extracdo e dessor¢do, e o continuo uso do
mesmo levava o analista ao cansago e fadiga das maos. Dessa forma, novos desenhos
foram projetados a esta ideia, € novos dispositivos foram desenvolvidos, com pegada
mais ergondmica, e alteracdo no niimero de analises simultaneas possiveis.

Tais dispositivos foram preparados com usinagem de placas de PEAD,
desenhadas de forma a permitir um uso mais anatdomico, diminuindo a fadiga dos
analistas, e buscando facilitar o uso e agilidade nas extragdes. Tais dispositivos foram
utilizados por colegas em outros trabalhos académicos, como dissertacdes de mestrado e
tese de doutorado (MORES, 2022), e os mesmos podem ser visualizados no Apéndice
B, onde figuras ilustram suas novas e variadas formas, que mantendo as qualidades do

aparato aqui citado, tiveram também melhoria na ergonomia e na capacidade analitica.
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S DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE SISTEMA MECANIZADO DE
BAIXO CUSTO PARA EXECUCAO DE EXTRACAO EM PONTEIRA
DESCARTAVEL PARALELA

5.1 INTRODUCAO

Os resultados obtidos no capitulo anterior, com a elaboracdo de dispositivo
semi-mecanizado para execu¢do da DPX, deram inicio ao projeto de um sistema
totalmente mecanizado. Partindo do principio geral do dispositivo manual de execucdo
simultanea, que faz uso de seringas Luer Lock paralelas, esta se¢do apresenta um
protétipo de baixo custo para mecanizacao completa da DPX.

Sabendo que o processo de DPX a partir do sistema semi-mecanizado precisa
fazer com que os eixos dos émbolos das seringas se movam linearmente (para cima e
para baixo) para permitir a entrada e saida da amostra, a proposta ¢ a criagdo de um
sistema mecanizado de movimentos lineares. Um grupo de motores de passo acoplados
a barras roscadas fornecem energia para o movimento linear dos émbolos, enquanto
outro motor permite o movimento de entrada e saida das seringas do porta-amostra, e
um terceiro eixo faz a movimentacdo do porta-amostra perpendicularmente, permitindo
a execucdo de varios ciclos com novas por¢des de amostra. Todo esse sistema ¢ ligado a
um controlador, que faz a conversdo dos sinais declarados pelo usuario para

movimentagdo mecanica.

52  MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Instrumentos e reagentes

Para os trabalhos de andlises cromatograficas pertinentes a este capitulo, foi
utilizado um cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas modelo GCMS-
QP2010 Ultra (Shimadzu, Kyoto, Japao), operando com amostrador automatico AOC-
20i, gentilmente disponibilizado pelo Laboratorio de Andlise Instrumental, no
Departamento de Quimica da Universidade do Estado de Santa Catarina, na cidade de

Joinville. Os demais reagentes sao os mesmos detalhados no capitulo anterior.
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5.2.2 Construcio do protétipo

Relembrando que o objetivo de construcao do dispositivo em questdo ¢ dar
acessibilidade ao uso de instrumentos mecanizados em laboratérios, os materiais
utilizados para sua construgdo sdo de baixo custo. Por baixo custo, entende-se uso de
materiais alternativos, reaproveitados, ¢ de menor custo financeiro quando comparado

as alternativas convencionais e/ou padrao.

5.2.3 Configuracio elétrica e eletronica

Para o desenvolvimento da parte eletronica do projeto, foi utilizada a plataforma
de prototipagem eletronica de hardware livre Arduino. Mais especificamente, o0 modelo
Arduino Uno foi escolhido como placa principal para controle eletronico e de
programacao, dada robustez e ampla gama de aplica¢des conhecidas. Anexa ao Arduino
Uno foi utilizada uma CNC Shield, acoplada com quatro drivers de motores de passo,
modelo A4988 (Pololu, Las Vegas, EUA). Com este conjunto, alimentado por fonte
chaveada (12 V e 10 A, MCK S-120-12), ¢ possivel controlar motores de passo
bipolares. Para este protdtipo, foram utilizados trés motores de passo NEMA 17 (3,5
kgf-cm® € 0,4 A, de marca Wotiom) e um motor de passo NEMA 17 (7,0 kgf-cm e 1,5
A, de marca Wotiom). Trés chaves fim de curso modelo KW11-3Z-5 também foram
acopladas a CNC Shield, que era mantida sobre ventilacdo constante provida por um
ventilador (cooler DESA0938B2M, 12 V ¢ 0,75 A, marca AVC) reaproveitado de um
computador desktop descontinuado.

A representacdo do cabeamento dos elementos citados pode ser visualizada na
Figura 17. Como pode ser visualizado na mesma figura, que apresenta um esquema do
modulo completo com o cabeamento, ndo € necessaria a soldagem de componentes,

apenas o encaixe da CNC Shield no Arduino Uno, a colocagdo dos drivers na CNC

* Kilograma-forga-centimetro (kgf-cm) € uma unidade de medida relativa ao torque do motor, comumente
usada na descri¢do dos motores de passo. Sua corresponde no Sistema Internacional ¢ o Newton-metro
(N'm), onde 1 kgf-cm ¢ 0,09807 N-m.
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Shield, e a fixagdo dos cabos respectivos aos motores e aos fins de curso. Por fim, faz-se

a energiza¢do com a fonte 12 V.

Figura 17: Representa¢do das ligacdes entre os cabos dos motores de passo na CNC

Shield

Porta USB -
Computador

I Fim de curso Z
I Fim de curso Y
I Fim de curso X

Alimentacao
12V

MotorZ Motor Y2 fritzing

Elaborado pelo autor (2023)

A voltagem de referéncia dos drivers A4988 foi ajustada conforme Equacdo 4 ,

disponibilizada pelo fabricante.

Vref: 8 x Rsense X Iméxima Equa(,‘éo 4
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Considerando que para os drivers utilizados 0 R € de 0,1 Q, utilizando
também apenas 70% da amperagem indicada nos motores (por questdes de seguranga e
para aumentar a vida util dos mesmos), para os motores de passo de 3,5 kgf-cm, 0 Vit
calculado foi de 0,22 V e para o motor maior, de 7,0 kgf-cm o V.. foi ajustado para 0,84
V. O ajuste ¢ realizado pelo controle do trimpot do proprio driver, quando comparado
com o neutro da fonte’.

Com controle eletronico via Arduino-CNC Shield, um dispositivo mecanico ¢
responsavel pela execucao das etapas de extracdo e dessor¢do da Pa-DPX, de maneira

totalmente mecanizada.

5.2.4 Configuracao e estrutura mecéanica

Para a confeccdo da parte mecanica, contou-se com a cooperagdo de técnico
especializado em producdo mecanica e usinagem, ¢ da estrutura de uma ferramentaria
profissional. A usinagem das pecas metalicas e plasticas foi realizada, na Ferramentaria
Betta (localizada na Rua Dorothovio do Nascimento, 3648 - Zona Industrial Norte,
Joinville - SC, 89219-750).

O aparato mecanico ¢ fabricado com materiais metalicos, poliméricos e de MDF.
Sua base estrutural externa ¢ constituida de cantoneiras de metal (aco), obtidas de
reciclagem (Sucaville, Joinville, Santa Catarina). Uma base de MDF (570 x 440 x 9
mm) permite que todo o sistema metéalico fique fixo na bancada, evitando quedas e
trepidacdes. A estrutura interna é composta também por cantoneiras de metal recicladas,
que unidas a barras de aluminio reaproveitadas dao a firmeza e estrutura para a Pa-DPX,
composta por seis seringas Luer Lock, que executam simultaneamente a processo de
DPX.

Cantoneiras de ago de duas polegadas (aproximadamente 5 cm) formam uma
torre de sustentacdo externa (Figura 18), com altura de 62 cm e largura de 30 cm.
Cantoneiras de uma polegada (2,54 cm) e 20 cm de comprimento foram utilizadas para
sustentacdo na base dessa torre estrutural. Esta estrutura permite que o prototipo realize

movimentos verticais, acessando a amostra para execuc¢do da técnica.

> Para mais informagdes de como ajustar a voltagem de referéncia dos drivers A4988, & possivel encontrar
material explicativo nos seguintes locais web: https://blog.eletrogate.com/driver-a4988-motor-de-passo-
usando-o-arduino/ e http://download.fernandok.com/Motor-Passo-com-a4988.pdf.



http://download.fernandok.com/Motor-Passo-com-a4988.pdf
https://blog.eletrogate.com/driver-a4988-motor-de-passo-usando-o-arduino/
https://blog.eletrogate.com/driver-a4988-motor-de-passo-usando-o-arduino/
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Figura 18. Representacéo da base do protdtipo e de sua torre de sustentagdo

62 cm

I ———r PP

Elaborado pelo autor (2023)
Internamente a torre estrutural, mais se¢des de cantoneiras fazem um outro

arco (16 x 25 cm), que daré sustentacdo ao aparato de PEAD que contém as seringas
alinhadas da Pa-DPX (Figura 19).

Figura 19. Representacdo da base de sustentag@o do aparato de Pa-DPX

p——————
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Elaborado pelo autor (2023)
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O aparato de Pa-DPX foi produzido utilizando chapas de PEAD de 12 mm e 30
mm (17 cm x 4,5 cm), em conjunto com uma chapa de aluminio de 3 mm, conforme
possibilidade previamente indicada no capitulo anterior (Figura 20). Desta vez, foram

utilizadas seis seringas de 10 mL, melhorando a capacidade do aparato inicial.

Figura 20. Representacdo do aparato de Pa-DPX e sua localizag@o no prototipo

Elaborado pelo autor (2023)

O porta amostra ¢ produzido em PEAD usinado (17 x 17 x 3 cm), comportando
60 frascos de 2 mL (sendo 10 frascos para cada uma das 6 ponteiras), como pode ser
visualizado na Figura 21, permitindo extracdo de até 9 aliquotas diferentes, e dessor¢ao

na ultima etapa.
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Figura 21. Representacdo do porta amostras e sua localizagdo no prototipo

Elaborado pelo autor (2023)

Com uso de motores de passo (comandados por computador via Arduino), a
estrutura permite reproduzir de maneira mecanizada, a extracao da Pa-DPX. Um motor
de passo de 7,0 kgf-cm ¢ responsédvel pelo movimento vertical de todo o sistema Pa-
DPX (este movimento faz com que as ponteiras adentrem na amostra no movimento de
descida, e sejam retiradas da mesma no movimento de subida). A Figura 22 exemplifica

a movimentagao.
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Figura 22. Exemplo de movimentac¢do da Pa-DPX no eixo Z

Motor Z Motor Z

Elaborado pelo autor (2023)

Dois motores de passo de 3,5 kgf-cm operando sincronamente sdo responsaveis
pelo movimento de aspiragdo e ejecdo da amostra, efetuando propriamente a extragao.
Quando os dois motores elevam os émbolos das seringas, a amostra ¢ aspirada e junto
dela um volume de ar permite a mistura dispersiva, grande vantagem da DPX. No
momento que os motores empurram os émbolos das seringas para baixo, a amostra ¢

ejetada da ponteira. Este movimento pode ser visualizado na Figura 23.
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Figura 23. ExemPlo de movimentagdo da Pa-DPX para asplrag:ao/ejegao da amostra

| ||
- Motores Y (gu = Motores Y
= : B

Elaborado pelo autor (2023)

Entre as seguidas etapas de abaixar o sistema Pa-DPX e realizagdo
aspiracao/ejecao, um quarto motor de passo (também de 3,5 kgf-cm) € responsavel por
mover o porta amostra horizontalmente, permitindo a analise de varias fragdes de

material, e posteriormente a dessor¢ao dos analitos em solvente adequado (Figura 24).

F_igu_ra 24. Exg
|

r_nTlo de movimentagdo da Pa-DPX no eixo X

M,

Motor X

Elaborado pelo autor (2023)
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Acoplados aos motores, os elementos de maquina responsaveis pela transmissao
do movimento sdo barras roscadas de 10 mm, e porcas compativeis. As guias de
movimento nos €ixos sao a propria estrutura, enquanto no porta amostra foi utilizado

um par de corredigas telescopicas de 30 cm.

5.2.5 Programacio do prototipo

Por utilizar da placa Arduino para seu funcionamento, a programagdo para
controle do dispositivo foi realizada em linguagem de programagdo C++, compativel
com o microcontrolador utilizado. Para isso se fez uso do ambiente de desenvolvimento
integrado (IDE, do inglés integrated development environment) Arduino.

Para tornar o desenvolvimento do codigo mais fécil, uma biblioteca open-source
foi utilizada. Esta biblioteca (SpeedyStepper®) é capaz de controlar o movimento de
motores de passo, controlando suas aceleragdes e velocidades, assim como fazer o

controle de fins de curso, necessario ao protétipo.

5.2.6 Avaliacio da robustez do prototipo — Tempos de extragio

Para avaliar a robustez do prototipo, todas as possibilidades de combinagao entre
o numero de ciclos de extracdo e o numero ciclos de dessor¢cao foram avaliadas
experimentalmente, de modo a verificar o tempo necessario para cada condi¢do, e

também o funcionamento correto do sistema mecanico, eletronico e de codigo.

5.2.7 Avaliacao da robustez do protdotipo — Comportamento térmico do sistema

Por se tratar de um dispositivo eletromecanico, onde parte da energia elétrica
consumida ¢ convertida em calor, faz-se necessario o monitoramento da temperatura do
sistema. Deste modo, dividiu-se a andlise em dois grandes grupos: a temperatura dos

motores de passo, que realizam grande trabalho, e a temperatura da placa controladora

5 A biblioteca SpeedyStepper foi desenvolvida por Stan Reifel sob licenga aberta MIT e esta disponivel
gratuitamente em sua pagina no GitHub (https://github.com/Stan-Reifel/SpeedyStepper).



https://github.com/Stan-Reifel/SpeedyStepper
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com os drivers dos motores, que distribuem a corrente e a poténcia necessaria aos
motores.

Assim, fazendo uso continuo do prototipo (simulando dezenas de ciclos de
extragao e dessor¢do seguidos), avaliou-se a variacao de temperatura dos motores e do
Arduino, em relagdo a temperatura ambiente, de modo a avaliar possivel
superaquecimento de alguma parte do sistema. A partir do inicio de operacao, aferiu-se
a temperatura dos quatro motores ¢ do Arduino com os drivers, a cada cinco minutos
durante meia hora, a cada trinta minutos por duas horas, ¢ depois, a cada sessenta
minutos, num periodo total de cinco horas de uso continuo do prototipo. Para isso, fez-
se uso de um termdémetro infravermelho Scantemp ST-600.00, marca Incoterm (Porto
Alegre, Brasil), com afericoes manuais. Todas as afericoes foram realizadas em
triplicata, onde durante trés dias o instrumento foi avaliado por cinco horas

consecutivas. A temperatura ambiente nos dias de testes estava 20 + 2 °C.

5.2.8 Avaliacao da robustez do prototipo — Eficiéncia analitica

Uma vez construido e avaliado mecénica e eletronicamente, o prototipo foi
avaliado em relagdo a sua eficiéncia na execugdo de preparo de amostra, quanto aos
parametros analiticos de mérito. Para isso, o método desenvolvido previamente para
determinagdo de migragdo de PAE a partir de amostra de saliva simulada, sera
novamente empregado, de modo a permitir comparacdo do instrumento mecanizado
com a técnica de execugdo manual.

Foram realizados testes de repetibilidade e de reprodutibilidade, comparando as

duas estratégias, assim como tempos necessarios para efetuar cada uma delas.

53  RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1 Construcao do protétipo

O inicio da producao do prototipo se deu pela producdo das pecas metalicas e

plasticas. Uma vez adquiridos os materiais base para a confeccdo do protédtipo

(cantoneiras metalicas de 1 e 2 polegadas e chapas de PEAD), os mesmos foram
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usinados em fresadora convencional por profissional habilitado. Todo o processo tomou
cerca de 8 horas do operador especializado.

As demais construgdes foram realizadas na residéncia do estudante e de
colaboradores, visto que durante esse processo o pais enfrentava o auge da pandemia de
COVID-19, e os laboratdrios estavam em sua grande maioria, desativados.

Uma vez produzido o instrumento mecanico, testes foram sendo realizados para
avaliacdo do funcionamento técnico do dispositivo. Desta forma, observou-se a
necessidade de alteracdo no projeto inicial, para melhor funcionamento da técnica. A
principal alteragdo foi a adigdo de sensores de fim de curso para os trés eixos de
atuacdo. Isto se da devido a necessidade do aparelho realizar sempre o movimento em
posigdes precisas e exatas, a fim de acessar com sucesso a amostra com a ponteira, fazer
a completa succ¢ao do liquido, para entdao processar a DPX.

Em outras palavras, antes de iniciar a execucdo da técnica, o instrumento precisa
estar sempre na posi¢cdo inicial correta. Como quando ndo estdo em operacdo, 0S
motores podem ser movimentados com a mao, estes podem ser deslocados da posicao
correta, ¢ quando o instrumento fosse requisitado a fazer sua operacao, ela ndo teria
sucesso, pois as posicdes estariam desbalanceadas. Desta forma, em cada um dos eixos
dos motores foi adaptado um sensor de fim de curso, para que sempre que inicie uma
extragdo, o dispositivo estabilize sua posicdo e permita funcionamento correto. Estes
sensores foram fixados no protétipo através de pequenos pedagos de MDF, por meio de
adesivo instantdneo, como pode ser visto na Figura 25 para o motor Z, na Figura 26

para os motores Y e na Figura 27 para o motor X.



Figura 25. Fim de curso para o eixo Z

Elaborado pelo autor (2023)
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Figura 26. Fim de curso para os motores do eixo Y

®

_:_v.

Elaborado pelo autor (2023)

Figura 27. Fim de curso para o motor X

&

Elaborado pelo autor (2023)

Outra adequagdo necessaria foi a adi¢do de uma nova placa sobre o porta
amostra, com proposito de melhor comportar os frascos de amostra. Inicialmente o

projeto se deu em funcao de um pequeno copo de béquer de vidro com capacidade de 2
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mL. No entanto, devido a indisponibilidade de compra de mais quantidade do mesmo,
optou-se por usar frascos tipo Eppendorf (de 2 mL e de 1,5 mL) de polipropileno,
facilmente encontrados no mercado nacional. Assim, o porta amostra precisava ter
orificios mais estreitos, de modo a deixar os frascos bem encaixados na base, sem
nenhum balanco. Para isso, uma pequena chapa de MDF de 6 mm foi preparada, e

fixada sobre o porta amostra original (Figura 28).

Figura 28. Novo porta amostra (em preto) sobre a placa inicial (PEAD, em branco) e frascos de PP

|

utilizados para extragdo e dessor¢ao.
N . = —wr =

'Y-I‘!" >y

-]

it

Elaborado pelo autor (2023)

Além dessas alteragdes na estrutura do prototipo, viu-se a necessidade de
organizar a parte controladora (Arduino e fonte de alimenta¢@o), como pode ser visto na
Figura 29. Para isso, construiu-se uma caixa de MDF, de dimensdes 31 cm de
comprimento, 22 cm de largura e 16 cm de altura, onde os equipamentos foram fixados
e mantidos protegidos. Para passagem dos cabos de alimentacdo, dados via computador

e controle dos motores e sensores, orificios foram produzidos na caixa.
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Figura 29. Visdo do interior da caixa controladora do prototipo

Elaborado pelo autor (2023)

Além disso, por se tratar de um dispositivo eletromecanico, um botdo de
emergéncia foi instalado, de modo a proteger o usudrio (Figura 30). Em caso de
emergéncia, o botdo pode ser pressionado e a alimentagdo dos motores ¢ cessada,
fazendo com que o aparato pare imediatamente. Uma citacdo muito importante deve ser
feita: Prabhu e Urban (2017) reiteram que de forma geral, mddulos eletronicos de
pequena escala (ndao industriais) ndo devem ser utilizados para controle de fungdes
criticas ou sistemas mecanicos complexos/grandes, de modo a prevenir erros e possiveis

acidentes.
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Figura 30. Caixa controladora com o botdo de emergéncia em foco

Elaborado pelo autor (2023)

O dispositivo final pode ser visualizado na Figura 31, com detalhamento da
coleta de amostra na Figura 32, e da organizagdo dos motores e seu cabeamento na

Figura 33.
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Figura 31. Prototipo em sua versdo final

Elaborado pelo uto (.2023)



Figura 32. Operagdo do protétipo na extragdo de amostras de agua _

Elaborado pelo autor (2023)

Figura 33. Visdo detalhada os motores e cabeamento

Elaborado pelo autor (2023)
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5.3.2 Programacio do prototipo

A programagdo do sistema implica na geracao de codigo que sera responsavel
pela interacdo com o usuario, que deve informar o niumero de ciclos de extracao e de
dessor¢do desejados ao sistema (através de um computador munido da IDE Arduino,
conectado via cabo USB ao protétipo) e pela transformacgdo dessas informagdes em
movimento mecanico que efetivamente executara o preparo de amostra.

Buscou-se trabalhar de maneira a facilitar a experiéncia do usudrio, pela criagao
de uma comunica¢do explicita entre o sistema e o mesmo, através do monitor serial da
IDE. Também foi trabalhada uma forma de evitar erros do usuario, como por exemplo,
a inser¢ao de dados incorretos ou impossiveis de serem executados pelo dispositivo.
Cabe ressaltar que o numero maximo de ciclos de extracao e dessor¢ao € nove, ou seja,
0 usudrio precisa informar para cada uma dessas varidveis um numero inteiro entre 1 e
9. O programa, por sua vez, busca avaliar se estas condi¢des sdo satisfeitas (se o usuario
indicou condi¢des validas para execugdo), impedindo que o sistema encontre erros
durante sua execucdo. Para exemplificar o codigo, o seguinte fluxograma foi

desenvolvido Figura 34.

Figura 34. Fluxograma de funcionamento do codigo do projeto (em caixas pretas as atividades do sistema,
e em laranja as atividades que o usudrio executa).

Mensagem boas Digitar numero de Verificar e ajustar
; i = g :
vindas ciclos de dessorgao posigcdo dos eixos

|

Avaliagao dos dados
informados

Mensagem “Informar
namero de ciclos de
extragao”

Executar extracdes e
dessor¢des

Dados invalidos

‘ Dados validos

Mensagem
“Confirmacéao dos
dados”

Digitar nimero de
ciclos de extragao

erigie

Voltar posigao inicial

Usudrio confirma

Mensagem “Informar

Lsudrio pede para

Informa tempo total e
agradece ao usuario

Digitar 0 ou 1 para
confirmar os dados

numero de ciclos de
dessor¢ao”

Elaborado pelo autor (2023)



Conforme pode ser visto no fluxograma, o usuario ¢ ativo em apenas uma
pequena fracdo do funcionamento do prototipo, visto que a grande parte das etapas é
mecanizada.

Quanto ao funcionamento do programa, inicialmente, ao abrir o monitor serial
da IDE Arduino, o programa dara boas-vindas ao usudrio, e iniciara perguntando qual o

numero de ciclos de extragdo o usuario deseja executar (Figura 35).

Fiiura 35. Exemi lo de funcionamento do monitor serial - Parte 1
= COM3 i o X

Enviar ‘

0la, bem-vindo! \

por favor, indigue o nimero de ciclos de extragdo desejado:

Elaborado pelo autor (2023)

Entdo o usudrio deve digitar o nimero desejado, e teclar ENTER (ou clicar em
“Enviar”). O programa entdo pergunta qual o nimero de ciclos de dessor¢cao desejado

(Figura 36).

Fiiura 36. Exemilo de funcionamento do monitor serial - Parte 2

| Enviar
.

Por favor, indique o nimerc de ciclos de extracdo desejado:

Vocé selecionou: 7

Agora, indique o nimerc de ciclos de dessorgdo desejado:

Elaborado pelo autor (2023)

Apbs o usudrio fornecer essas informagdes, o programa verifica se os valores sao
validos, e em caso positivo faz a confirmag¢ao com o usuario. Neste momento o usuario
pode confirmar para seguir com o procedimento, ou corrigir o que for necessario. Caso
os valores informados pelo usudrio sejam invalidos (um nimero menor que 1, maior
que 9, ou outro caractere aleatdrio), o sistema automaticamente pede que o usuario

informe novamente os valores desejados, indicando esta condi¢ao (Figura 37).
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Fiiura 37. Exemilo de funcionamento do monitor serial - Parte 3

Por faveor, indique o numero de ciclos de extragio desejado:
Vocé selecionou: 7

Agora, indique o nimero de ciclos de dessorgdo desejado:
Vocé selecionou: 8

Vocé selecionou 7 ciclo(s) de extragdo(des) e 8 ciclo(s) de dessorcio(fes).

Para corrigir digite 0. Para iniciar digite 1

Elaborado pelo autor (2023)

Considerando que o usuario confirmou a operagdo, o sistema iniciard seu
trabalho mecanico, fazendo o ajuste das posi¢des dos trés eixos dos motores, e entdo
dara inicio as etapas de extragdo e dessor¢ao. Por fim, o sistema informa ao usuario o
tempo total gasto para sua extragdo, e termina com uma mensagem de agradecimento

(Figura 38).

Fiiura 38. Exemilo de funcionamento do monitor serial - Parte 4

[ e |
= —
Por faveor, indique o numero de ciclos de extragdo desejado:

Vocé selecionou: 7

Agora, indique o nbmero de ciclos de dessorgdo desejado:
Vocé selecionou: 8§

Vocé selecionou 7 ciclo(s) de extragdo(des) e 8 ciclo(s) de dessorcio(fes).
Para corrigir digite 0. Para iniciar digite 1
Iniciando o procedimento...

Fazendo verificagdo do aparelho...

Posicdo Z verificada.

Posigdo Y verificada.

Posigdo X verificada.

Executando extragdo...

Executando dessorgio...

Voltando a posigdo de origem

0 tempo total aproximado foi: 26 min e 9 segundos.

Obrigado por utilizar este programa!

Elaborado pelo autor (2023)
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Com intuito de fomentar o desenvolvimento de estratégias como esta, o codigo’
desenvolvido para este prototipo ¢ aberto e estd apresentado na Tabela 12,

acompanhado da sua descri¢cao detalhada.

Tabela 12. Cédigo Arduino responsavel pelo funcionamento do prototipo

#include <SpeedyStepper.h>

Faz a inclusdo da Dbiblioteca
SpeedyStepper, responsavel pelo
controle dos motores de passo.

const int MOTOR_X STEP_PIN =2;
const int MOTOR_Y_STEP_PIN = 3;
const int MOTOR_Z STEP_PIN =4;
const int MOTOR_X DIR _PIN =5;
const int MOTOR_Y_DIR _PIN = 6;
const int MOTOR_Z_DIR_PIN =7;
const int STEPPERS_ENABLE_PIN = 8§;
const int LIMIT_SWITCH_X PIN =9;
const int LIMIT SWITCH_Y_PIN = 10;
const int LIMIT_SWITCH_Z PIN=11;

Faz a atribuicdo dos pinos digitais
do Arduino, definindo sua
responsabilidade no cédigo.

Neste caso define-se 0s
responsaveis pelo controle dos
passos dos motores, assim como da
diregdo dos mesmos.

Também ¢ definido o pino de
habilitagdo de movimento dos
motores, € os sensores de fim de
curso necessarios para zerar a
posi¢do dos motores.

SpeedyStepper stepperX;
SpeedyStepper stepperY;
SpeedyStepper stepperZ;

Faz-se a instanciagdo dos motores
(nomeadamente motores X, Y e Z),
a partir de modelo definido pela
biblioteca SpeedyStepper.

long int diferenca_tempo = 0;
unsigned long tempo_1 = 0;

unsigned long tempo_2 = 0;

int num_ext;

int num_des;

int conf=1;

long int trajeto_volta;

long int movimento_x = 533*15;

long int movimento_y = 533%20;

long int movimento_z = 533%42;

long int movimento_y_curto = 533%12;
long int movimento_z_curto = 533*15;

Atribui¢do de variaveis necessarias
para o funcionamento do programa.
Estas  variaveis servem  para
questdes de controle de tempo total
de execucdo, confirmagdo de dados
com o usuario, e constantes
relacionadas ao ntimero de passos
que os motores precisam realizar
para movimentagdo em mm.

long int movimento_y_restante = movimento_y -
movimento_y_curto;

long int movimento_z_restante = movimento_z -
movimento_z_curto;

int trajeto_x = 533;

int trajeto_y = 533;

int trajeto_z = 533;

void setup() { Estas instrugdes sdo executadas uma

Serial.begin(9600); Unica vez, no inicio do programa.
pinMode(STEPPERS _ENABLE_PIN, Aqui vao configura¢des dos pinos
OUTPUT); do Arduino e de seu funcionamento.

pinMode(LIMIT_SWITCH_X_PIN,
INPUT_PULLUP);

pinMode(LIMIT_SWITCH_Y_PIN,
INPUT_PULLUP);

Inicialmente se inicia a
comunicagdo serial, a 9600 bps. Isso
sera responsavel pela comunicagio
da placa com o usuario, através do

70 codigo pode ser baixado a partir do link a seguir: https:/github.com/ricardodhuelsmann/arduino


https://github.com/ricardodhuelsmann/arduino

pinMode(LIMIT_SWITCH_Z _PIN,
INPUT_PULLUP);

stepperX.connectToPins(MOTOR_X_STEP_PIN,
MOTOR_X_DIR_PIN);

stepperY.connectToPins(MOTOR_Y_STEP_PIN,
MOTOR_Y_DIR _PIN);

stepperZ.connectToPins(MOTOR Z STEP_PIN,
MOTOR_Z DIR_PIN);
digitalWrite(STEPPERS_ENABLE_PIN,
HIGH);
stepperX.setSpeedInStepsPerSecond(1350);

stepperX.setAccelerationInStepsPerSecondPerSecond(400);
stepperY.setSpeedInStepsPerSecond(500);

stepperY.setAccelerationInStepsPerSecondPerSecond(100);
stepperZ.setSpeedInStepsPerSecond(1350);

stepperZ.setAccelerationInStepsPerSecondPerSecond(400);
}
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monitor serial, onde serdo inseridas
informagdes de nimero de ciclos de
extracdo e de dessorcao.

Faz-se a declaracdo dos pinos
referentes aos fins de curso, do tipo
INPUT PULLUP, para evitar
interferéncias de sinal através dos
fios, o que poderia acarretar mal
funcionamento do programa
(verificagdo incorreta de posigdo).
Define-se também os pinos para
cada um dos motores instanciados
anteriormente, ¢ faz-se a definigdo
de condigdes de movimento para
cada um deles: velocidade e
aceleracgdo.

void mover_x(long int x) {
stepperX.moveRelativeInSteps(x);
delay(100);

H

void mover_y(long int y) {
stepperY.moveRelativeInSteps(y);
delay(100);

}

void mover_z(long int z) {
stepperZ.moveRelativeInSteps(z);
delay(100);

}

Criacdo de fungdes responsaveis
pelo movimento dos motores. Cada
fungdo recebe como pardmetro um
nimero de passos, que € passado
para cada motor instanciado, que
entao executa 0 comando,
movimentando seu respectivo eixo.

void extrair(int num_ext) {

Serial.printin(""Executando extracio... \n");

for(int n = 0; n < num_ext; n++) {
mover_X(-movimento_Xx);
mover_z(-movimento_z);
mover_y(movimento_y_curto);
delay(2500);
mover_z(movimento z_curto);
mover_y(movimento y restante);
delay(1000);
mover_y(-movimento_y);
mover_z(movimento_z restante);

}
}

Esta se¢do de codigo cria uma
fungdo responsavel por executar os
ciclos de extracdo, recebendo como
parametro o numero de ciclos
informado pelo usuario.

Ela entdo executa uma estrutura de
repeticdo, que faz o movimento de
extragdo pelo numero de vezes
necessario.

void dessorver(int num_des) {
Serial.println(""Executando dessorc¢ao... \n");
mover_X(-movimento_X);
mover_z(-movimento_z);
for (int n =0; n < num_des; n++) {
mover y(movimento y curto);

Ja esta secdo ¢ semelhante a
anterior, mas desta vez responsavel
pela execugdo dos ciclos de
dessor¢do. De mesma forma, a partir
de numero informado pelo usuério,
executa os ciclos de dessorc¢ao.
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i

delay(2500);

mover_z(movimento_z_curto);

mover_y(movimento_y_restante);

delay(1000);

mover_y(-movimento_y);

if (n < (num_des-1)) {
mover_z(-movimento z curto);

} else {
mover_z(movimento_z_restante);

}

}

void inicia_tempo() {

tempo_1 = millis()/1000;
digitalWrite(STEPPERS_ENABLE_PIN,

A fungdo inicia_tempo é
responsavel por iniciar a contagem
de tempo, para que seja possivel ao

LOW); final informar ao usudrio o tempo
delay(50); total
}
void termina_tempo() { Funcionando de forma
digitalWrite(STEPPERS_ENABLE_PIN, complementar a fungdo
HIGH); inicia_tempo, a fungao

delay(50);

tempo_2 = millis()/1000;

diferenca_tempo = tempo 2 - tempo_1;

int minutos = (diferenca_tempo/60)%60;

int segundos = diferenca_tempo%60 + 1;
Serial.print(" O tempo total aproximado foi: ");
Serial.print(minutos); Serial.print("" min e ");
Serial.print(segundos); Serial.println("

segundos.");

}

termina tempo ¢ responsavel por
terminar a contagem de tempo,
calcular o tempo total gasto, ¢
informar o usuario esta informacao.

void executa (int num_ext, int num_des) {

n");

}

extrair(num_ext);

dessorver(num_des);

trajeto_volta = (num_ext+1)*movimento_x;
Serial.println("" Voltando a posicio de origem \

mover_x(trajeto_volta);

A fung@o executa ¢ responsavel por

realizar o processo, passando
informagdes de extragdo e de
dessorcdo para suas respectivas

fungdes, a por fazer o movimento
final, retornando o porta amostra
para a posi¢ao de origem

void perguntal() {

Serial.println("\nPor favor, indique o ntiimero

de ciclos de extracio desejado:");

H

while (Serial.available() == 0) {}
num_ext = Serial.parselnt();
Serial.print("Vocé selecionou: ");
Serial.println(num_ext);
delay(500);

Esta funcdo ¢ responsavel pela
interagdo com 0 usuario,
perguntando qual o numero de
ciclos de extracdo desejado.

void pergunta2() {

Serial.println("\nAgora, indique o nimero de

ciclos de dessorcio desejado:");

while (Serial.available() == 0) {}
num_des = Serial.parselnt();
Serial.print("'Vocé selecionou: ");
Serial.println(num_des);
delay(500);

De forma similar a anterior, esta
fungdo interage com o usuario
fazendo a pergunta de qual o
nimero de ciclos de dessorgdo
desejado.
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void confirmacao() {
if (num_ext>9 || num_ext<1) {

Serial.println("'Vocé escolheu um niimero
nio permitido de ciclos de extracdo. Escolha um valor de 1

a9.\n");
principal();

if (num_des>9 || num_des<1) {

Serial.println(""Vocé escolheu um niimero
nao permitido de ciclos de dessorcao. Escolha um valor de 1

a9.\n");
principal();
}else {
Serial.print(""Vocé selecionou ");

Serial.print(num_ext); Serial.print(" ciclo(s)

de extraciao(oes) e ");
Serial.print(num_des);

Serial.println(" ciclo(s) de dessor¢ao(des). \

nPara corrigir digite 0. Para iniciar digite 1 \n"");
while (Serial.available() == 0) {}
conf = Serial.parselnt();
if (conf>1 || conf<0) {

Serial.println(" Vocé escolheu um nimero

nio permitido. Favor inserir 1 para confirmar e 0 para
cancelar: \n"");
while (Serial.available() == 0) {}
conf = Serial.parselnt();
confirmacao();
H

}
}

Funcdo de controle de dados
informados pelo usudrio. Dadas
limitagdes fisicas do protdtipo,
verifica se os numeros de ciclo de
extracdo e de dessor¢do estdo entre
leo.

Também permite que o usudrio
revise os dados informados antes de
executar 0 processo.

void zerar_posicao(){
const long directionTowardHome = 1;
const float speedInStepsPerSecond = 100;
const long maxDistanceToMovelnSteps =
9999999;

stepperZ.moveToHomelnSteps(directionTowardHome,
15*speedInStepsPerSecond, maxDistanceToMovelnSteps,
LIMIT SWITCH_Z PIN);
Serial.println("'Posicio Z verificada.\n");
delay(100);
stepperY.moveToHomelnSteps(-
directionTowardHome, 8*speedInStepsPerSecond,
maxDistanceToMovelnSteps, LIMIT SWITCH Y PIN);
Serial.println(""Posicio Y verificada.\n");
delay(100);

stepperX.moveToHomelnSteps(directionTowardHome,
20*speedInStepsPerSecond, maxDistanceToMovelnSteps,
LIMIT SWITCH_X PIN);

Serial.println(""Posicio X verificada.\n");

delay(100);

mover_x(-500);

mover_y(3*533);

mover_z(-13%533);

Esta fungio ¢ responsavel por
colocar o protétipo na posicao
correta antes de iniciar o processo
de extragdo. Isso é importante pois
entre usos, os eixos podem ser
movimentados manualmente.
Assim, independentemente  da
posi¢do em que o prototipo ¢é
deixado, o programa ¢ responsavel
por colocar ele na posi¢cdo correta
através dos limitadores de fim de
curso instalados.



86

void principal() {
Serial.println("'Ol4, bem-vindo!");
delay(1000);
if (conf==1) {
perguntal();
delay(250);
pergunta2();
delay(250);
confirmacao();
if (conf ==0) {
Serial.println("\nOK! Vamos comecar
novamente. \n'");
delay(2500);
conf=1;
principal();
H
if (conf==1) {
Serial.println("Iniciando o procedimento...
\n"");
delay(500);
Serial.println(""Fazendo verificaciao do
aparelho...\n");
inicia_tempo();
zerar_posicao();
executa(num_ext, num_des);
termina_tempo();
Serial.println("\nObrigado por utilizar
este programa!");

Principal funcdo do programa,
centraliza todas as acdes, desde
iniciar contato com o usudrio para
obter informagdes, até chamar os
contadores de tempo, zerar posi¢do
dos eixos, executar todo o processo
e se despedir do usuario.

Serial.end();
H
H
}
void loop(){ Inicia automaticamente a fungdo
principal(); principal.
}

Elaborado pelo autor (2023)

5.3.3 Avaliacio da robustez do protétipo — Tempos de extracio

A Tabela 13 traz o compilado de tempos necessarios para cada uma das 81

combinagdes possiveis entre numero de ciclos de extragdo e numero de ciclos de

dessor¢do. Tal avaliacdo se fez necessaria para avaliar a funcionalidade de codigo e

trabalho mecanico do instrumento, em todas as combinacdes de uso possiveis, de modo

a perceber e corrigir eventuais falhas.
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Tabela 13. Avaliagdo dos tempos de extracdo para cada combinagdo de numero de

ciclos de extragdo ¢ de dessorgao

Ciclos de extracao
1 2 3 4 5 6 7 8 9
05:02 07:10 09:02 11:08 12:59 15:04 16:55 18:59 20:51
06:30 08:18 10:26 12:16 14:24 16:21 18:21 20:17 22:16
07:39 09:49 11:37 13:44 1535 17:39 19:29 21:36 23:33
09:08 10:59 13:05 14:54 17:01 18:57 20:56 22:54 24:49
10:16 12:25 14:13 16:20 18:12 20:17 22:07 24:13 26:11
11:46 13:36 15:39 17:33 19:37 21:37 23:32 25:32 27:22
12:56 15:03 16:54 18:57 20:54 22:52 24:45 26:48 28:48
14:22 16:13 18:17 20:14 22:14 24:11 26:09 28:04 30:09

15:33 17:37 19:30 21:34 23:30 25:29 27:27 29:26 31:19
Fonte: O autor (2023)

Ciclos de dessorc¢ao
O R N N N AR W N

Como pode ser observado, a extragao mais simples (1 ciclo de extracdo com 1
ciclo de dessor¢do) leva pouco mais de 5 minutos para ser concluida. Dividindo o tempo
pela quantidade de amostras (seis), tem-se um valor pouco menor que 1 minuto por
amostra. J4 casos mais longos, onde o numero de extragdes e dessor¢des ¢ maior, 0
tempo total necessario pode chegar a mais de 30 minutos (sendo em média cinco
minutos por amostra). Comparando esses tempos com o tempo obtido no dispositivo
semi-mecanizado, percebe-se que o dispositivo mecanizado ¢ mais lento.

Isso se deve ao fato de o dispositivo precisar sempre zerar sua posi¢do, €
principalmente, pelas caracteristicas de seus atuadores lineares: barras roscadas nao sao
o material ideal para essa fungdo, mas mesmo assim, nao deixam de realizar o processo,
sendo um dos materiais mais baratos para efetuar tal trabalho. Usar materiais mais
avancados como fusos de esferas, e motores mais fortes, pode reduzir
significativamente o tempo total necessario para efetuar as analises. No entanto, o custo

do sistema seria significativamente elevado.
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5.3.4 Avaliacio da robustez do prototipo — Comportamento térmico do sistema

Inicialmente observou-se empiricamente que os motores - quando atuavam por
horas seguidas - tinham um aquecimento sensivel ao toque, ficando levemente
mornos/quentes. Esta observacdo levou ao estudo do comportamento térmico do
sistema, avaliando-o em situacdo de uso continuo prolongado, verificando se havia
superaquecimento.

A Figura 39 apresenta um grafico de variagao da temperatura do sistema em

relacdo a temperatura ambiente, no periodo de 5 horas (300 minutos) de uso continuo.

Figura 39. Avaliacao da variagdao de temperatura dos motores de passo e da placa

controladora com o tempo de uso do instrumento

-
N

10

Motores
de passo

Arduino +
- CNC Shield

Variacao de temperatura
(em relagédo a temperatura ambiente) °C
()]

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tempo de uso do instrumento (minutos)

Elaborado pelo autor (2023)

Como pode ser observado, o Arduino e a CNC Shield que contém os drivers dos
motores de passo, mantém uma temperatura constante, levemente acima da temperatura
ambiente. Isso pode ser justificado pelo uso de um cooler para resfriamento desta parte
do sistema, de modo a proteger os componentes eletronicos que fazem o controle do

dispositivo, fazendo a regulacdo de corrente e poténcia para os atuadores mecanicos.
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J4 em relagdo aos motores de passo, foi observado que nos primeiros 20 minutos
ha uma taxa de aquecimento aproximadamente linear, onde a temperatura sobre pouco
menos de 2 °C a cada cinco minutos (aproximadamente 0,4 °C min™). No entanto,
depois de 30 minutos ha uma estabilizagdo, onde os motores permanecem a 8 = 2 °C
acima da temperatura ambiente até cinco horas de uso continuo, ndo havendo
superaquecimento. Esta variagdo de temperatura ¢ algo natural, visto que os motores
estdo realizando trabalho continuamente, movendo os eixos para realizacdo das
extragdes e dessor¢des. Cabe salientar que a temperatura ambiente estava em torno de
20 °C, ou seja, a temperatura dos motores ndo ultrapassava 30 °C, estando todos eles

numa condig¢do aceitavel.

5.3.5 Avaliacio da robustez do protétipo — Eficiéncia analitica

Para avaliacao da precisdo do dispositivo, o método de anélise de migracao de
ftalatos previamente desenvolvido e validado foi utilizado, a fim de comparar o
protétipo eletromecanico com a extragao manual. Foram realizadas andlises nas mesmas
concentragdes do estudo anterior (repetibilidade em 5, 50, 100 € 200 ug L™, e precisdo
intermediaria — andlise em dias diferentes — em 100 ug L'). Os dados obtidos estdo

presentes na Tabela 14.

Tabela 14. Analise de precisao do dispositivo eletromecanico em método analitico
DMP DEP DBP BBP DNOP

LOQ (5pgL™) 72 88 100 83 150

50 pg L' 132 11.8 135 145 12.8
100 pg L™ 8.8 9.2 8.5 8.4 4.6
200 pg L™ 10.0 9.9 11.7 9.7 9.6

INTER100 pg L' | 10.5 108 94 9.3 8.8

Como pode ser visto, a precisdo do método aplicado com o protdtipo manteve as
excelentes respostas quanto a precisao, onde a repetibilidade variou entre 4,6 e 15,0%
(enquanto o método manual flutuou entre 2,2 e 20,1%), e a precisdo intermediaria
situou-se entre 8,8 e 10,8% (método manual foi de 7,9 a 16,2%). O conjunto de dados

de comparagdo ¢ finito, mas ja pode ser observado que a precisdo para o dispositivo
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mecanizado foi aprimorada, sendo essas uma das maiores vantagens de se utilizar

dispositivos mecanizados para o preparo de amostras.

5.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Para permitir ampla utilizagdo do instrumento criado, foi desenvolvido um
Procedimento Operacional Padrao (POP), que apresenta seu funcionamento e permite
ao usuario compreender os passos necessarios para sua operagao. Tal documento pode
ser encontrado no Apéndice C. Um video demonstrativo do instrumento em operacao
pode ser acessado através de /ink disponivel no Apéndice D.

Para complementar o objetivo de desenvolver instrumento de baixo custo, a
Tabela 15 (a seguir) exemplifica os gastos com cada material necessario para a

elaboragdo eletronica e mecanica do instrumento.

Tabela 15. Descricdo dos componentes utilizados para produzir o instrumento de
mecaniza¢do da DPX e seus respectivos valores no momento da compra (meados de

2020)
Valor unitario Valor total
Item Descricao Quantidade aproximado aproximado
(R9) (R
Arduino Uno R3 +
1 Cabo Usb 2.0 1 49,89 49,89
2 CNC Shield V3 1 25,11 25,11
Motor de Passo
NEMA 17-3,5
3 kefem /0.4 A - 3 53,98 161,97
Wotiom
Motor de Passo
NEMA 17-7,0
4 kefem/ 1.5 A - 1 79,16 79,16
Wotiom
Driver de motor de
5 passo A4988 4 13.41 53,64
Conector Mini Jumper
6 Sem Aba 5 0,08 0,40
7 Barra roscada M10 ) 8,00 16,00
(metro)
3 Cantoneiras de ferro ) 8,00 16,00
sucata (kg)
9 Barra de aluminio 0,5 30,00 15,00




91

sucata (kg)
10 PEAD (300x300x15 1 40,00 40,00
mm)
11 Parafusos variados 50 0,25 12,50
12 Corredica telescopica 1 30,00 30,00
(par)
13 Base MDF 15 mm 1 5,00 5.00
14 Fim de curso 3 1,50 4,50
Fonte chaveada
15 (12Ve 10 A) 1 50,00 50,00
16 Acopladores de motor 3 15,00 45,00
de passo
Estimativa de total ~600

Elaborado pelo autor (2023)

Como pode ser visto na tabela acima, o custo total de aquisicdo do material
necessario para construgdo do protdtipo € de aproximadamente R$ 600 (US$ 120 a US$
150, considerando cambio médio do periodo de compra das pecas), um valor bastante
acessivel quando comparado a dezenas ou centenas de milhares de reais necessarios
para aquisi¢do de sistemas automatizados comerciais. O custo operacional para
usinagem das pecas aproximado seria de R$ 300 a R$ 500, mas foi isentado pela
parceria realizada.

Um aspecto importante a ser discutido ¢ o tempo total necessario para realizar o
preparo de amostras. Enquanto o método manual necessitava de aproximadamente 40
segundos por amostra (considerando que eram cinco extragdes simultineas), o0 método
mecanizado com o prototipo precisa de 3 minutos por amostra (considerando seis
extragdes simultaneas) para realizar os mesmos cinco ciclos de extragdo e de dessorcao.
Este tempo € significativamente maior, mas ainda sim um tempo extremamente baixo
quando comparado com técnicas classicas e convencionais. O protdtipo tem sua
velocidade determinada pelos aspectos mecanicos para execu¢do dos movimentos,
limitados pelos motores de passo e pelas barras roscadas que transmitem a energia. O
dispositivo foi otimizado para executar da maneira mais rapida, dentro do limite de
seguranca ¢ de boa funcionalidade, mas sua caracteristica estrutural pode ser

aprimorada, permitindo extracdes mais rapidas.
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Comparando a precisdo entre os dois sistemas, ambos apresentaram resultados
satisfatorios, mas o dispositivo mecanizado foi melhor. Para afirmar essa melhora
significativa, novos estudos comparativos devem ser realizados.

O melhor funcionamento do instrumento, que pode ser produzido com materiais
ligeiramente mais caros e robustos, mas mais apropriados e avangados, tem intengdo de
ser estudado, como a constru¢ao de um novo instrumento (Apéndice E). Para esse novo
protétipo, uma nova interface grafica também sera proposta, onde a experiéncia do
usudrio sera mais fluida, através de uma janela propria, sem a necessidade de utilizar a

IDE Arduino.
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6 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Através do uso de materiais acessiveis, foi possivel desenvolver estratégias de
preparo de amostra baseadas na extracdo em ponteiras descartaveis de modo semi-
mecanizado e mecanizado. As estratégias desenvolvidas se mostraram robustas,
eficientes e seguras, e estdo de acordo com um grande numero de principios da Quimica
Analitica Verde. Os dispositivos manuais semi-mecanizados foram utilizados também
por outros colaboradores do grupo, que puderam comprovar sua eficiéncia e alta
frequéncia analitica.

Com o método de Pa-DPX desenvolvido nesse trabalho foram obtidas
excelentes eficiéncias de extracdao para os PAE estudados. O tempo de extracdo médio
foi inferior a 40 segundos por amostra, a precisdo se apresentou na faixa aceitavel pelos
principais 6rgdos regulatorios, o limite de detecg@o foi de 1,5 pg L-!, com faixa linear de
5,0 a 200 ug L-! para todos os seis analitos, sendo possivel analisar um grande numero
de amostras, encontrando a migracdo de PAE em mais de 80% das amostras. Tais
resultados sdo facilmente comparaveis aqueles obtidos com outras técnicas de
microextragdo, sendo eles as vezes melhores que os demais.

O dispositivo mecanizado, por sua vez, apresentou vantagens semelhantes,
permitindo maior segurancga ao analista. Contudo, hd um conjunto de fatores que podem
ser aplicados para melhoria da experiéncia do usuario. A mecanizagdo e sua relacao
com a Quimica Analitica tem sido uma crescente, onde suas potencialidades ainda estio
pouco exploradas. Procedimentos de preparo de amostra diminuem o esfor¢o manual,
permitem ao analista maior foco em atividades de criagdo e menos em atividades de
repeticao, facilitando o desenvolvimento de métodos rapidos, precisos e reprodutiveis.

Espera-se que com as discussdes e desenvolvimentos dessa tese, as distancias
entre a Quimica Analitica, Programacao e Eletromecanica sejam encurtadas,
encorajando novos pesquisadores a mergulhar nessa jungdo que pode ser muito
promissora, trazendo resultados positivos para ambas as areas. Através de abordagens
multidisciplinares, podem ser alcancados resultados que permitem aumento de
eficiéncia, seguranca, diminuam a frequéncia de erros e impactem menos o meio-

ambiente.
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APENDICE A - Informacodes das amostras utilizadas na aplicacdo do método Pa-

DPX

Tabela A1l. Informacdes das amostras

Classe

Amostra

Descricao

Pais de origem

Material escolar

Capa da borracha

Capa protetora de borracha
escolar

NI*

Caneta

Corpo de caneta esferografica

NI

Fundo caneta

Parte inferior (fundo) de
caneta esferografica

NI

Tampa de caneta

Tampa plastica de caneta
esferografica

NI

Tampa de caneta 2

Tampa plastica de caneta
esferografica

NI

Boneco caneta

Boneco maleavel decorativo
presente na tampa de caneta.
Material removivel.

NI

Brinquedos infantis

Boneco militar

Boneco militar de brinquedo
de plastico com arma
acessoria. Nao recomendado
para criangas menores de 3
anos

China

Brago de boneca

Perna de boneca

Boneca. Nao recomendado
para criangas menores de 3
anos

Brasil

Cavalo de fazenda

Brinquedo de plastico para
animais em forma de cavalo.
Acompanhado por um arbusto
de plastico. Nao recomendado
para criangas menores de 3
anos

China

Boi de fazenda

Brinquedo em forma de boi,
acompanhado de caminhdo da
fazenda

NI

Brinquedo mini cdmera

Camera de brinquedo de
plastico que simula a
fotografia de animais. Nao
recomendado para criangas
menores de 3 anos

China
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Mini espatula de cozinha

Espatula de brinquedo para
simular utensilios de cozinha.
Outros utensilios
acompanhados e uma panela

Brasil

Macaco

Brinquedo em forma de
macaco derivado de um
famoso videogame

NI

Itens de contato oral

Flauta

Flauta de poliestireno. Nao
recomendado para criangas
menores de 3 anos

Brasil

Gaita de boca

Gaita de boca infantil. Ndo
recomendado para criancas
menores de 3 anos

China

Chupeta

Chupeta infantil de
polipropileno e silicone, para
criangas maiores de 6 meses

Brasil

Dentes de vampiro

Proteses de vampiro para
festas infantis. Nao
recomendado para criangas
menores de 3 anos

Brasil

Brinquedos de

cachorro

Mordedor de cachorro

Mordedor para cachorro,
formato circular

China

Brinquedo para cachorro (haltere)

Brinquedo em forma de haltere
para cachorro

China

Brinquedo para cachorro (bola)

Brinquedo em forma de bola
para cachorro

China

*NI — Nao informado pelo produtor/vendedor. Fonte: Elaborada pelo autor (2023).
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APENDICE B — Informagdes complementares sobre os dispositivos alternativos

desenvolvidos para melhoria do projeto de Pa-DPX
Inicialmente, para exemplificar o dispositivo de Pa-DPX desenvolvido, ¢
possivel assistir a um video demonstrativo através do link a seguir (ou pelo

escaneamento do QR Code):

https://youtube.com/shorts/ROMttohwNvo

Os novos modelos de Pa-DPX produzidos com usinagem de PEAD buscaram
manter a eficiéncia pelo uso de varias seringas simultaneamente, mas garantindo maior
conforto do analista. Uma alternativa pensada foi o aumento do tamanho da base,
facilitando o encaixe das maos do analista. Essa peca também ganhou formas mais
arredondadas, facilitando o encaixe dos dedos. Todas as bordas também foram
desbastadas, tornando o dispositivo mais suave ao toque.

Inicialmente foram produzidos alternativas similares ao dispositivo anterior,
unindo cinco seringas, de modo a aproveitar o mesmo porta-amostra do estudo

apresentado.


https://youtube.com/shorts/ROMttohwNvo
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Novos porta-amostra também foram produzidos, a fim de permitir o uso dos

novos aparatos, que tem diferentes capacidades de seringas cada um. Uma versdao mais
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compacta foi produzida, contendo apenas trés seringas, que permitem uma analise em

triplicata de uma so6 vez.
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Pensando em expandir a capacidade analitica, uma versao foi desenvolvida para
12 extragdes simultaneas. Com esse aparato, os tempos de extracao pode chegar na casa

de poucos segundos por amostra.
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Uma ultima versdao foi desenvolvida, mudando a disposicdo da secdo de

manuseio dos émbolos, permitindo pegada ainda mais facilitada do analista.
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Por fim, um video exemplificando o novo aparato desenvolvido pode ser

acessado através do link a seguir (ou pela leitura do QR Code):

https://youtu.be/n jgLygi7Ag



https://youtu.be/n_jqLygj7Ag
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APENDICE C — Procedimento operacional padrio Pa-DPX mecanizada

1. Antes de executar qualquer ac¢ao, leia atentamente todo o processo de
operacdo. Em caso de dividas, consulte alguém com experiéncia no
manuseio do instrumento.

2. Durante a opera¢ao mecanica, caso encontre algum erro, pressione o botao de
emergéncia para que a maquina pare imediatamente. Caso o botao seja
pressionado, a energia que alimenta a maquina sera interrompida, e a execugao
sera parada.

3. Para comegar, ajuste o computador.

4. Baixe e instale a IDE Arduino (https://www.arduino.cc/en/software)

5. Abra o programa e inclua a biblioteca “SpeedyStepper”. Clique em Sketch >
Incluir Biblioteca > Gerenciar Bibliotecas

M
Il Bildierera
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Kegbans
LinuidCrztal
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Digite “Speedystepper” no campo de busca e instale a biblioteca.


https://www.arduino.cc/en/software
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6. Encaixe uniforme e firmemente as ponteiras no dispositivo, e coloque os frascos
das amostras. Garanta que as ponteiras estejam bem alinhadas, caso contrario,
irdo se chocar no porta amostra e se danificar, ou danificar o equipamento.
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Nota: Durante a primeira operagdo apos colocar as ponteiras, ¢ fortemente sugerido que se
tenha atengdo na entrada da ponteira nos vials. Faga ajustes manuais se necessario, a fim de alinhar todas

as ponteiras e impedir que ela se choque com o porta amostras.

7. Abra a o codigo fornecido (Arquivo “codigo_prototipo.ino”).

mestas Apudi

B o - @ & @ O ¢ B 15°C Emoloado A 9 B g,y

8. Conecte o cabo USB do protétipo no seu computador.
9. Conecte o protdtipo na tomada (alimentacao 220 V).

10. Abra a aba “Ferramentas” na IDE Arduino



Ausharmatgis ‘
Arguiver Sketch

WIF01 | WA Frmseare

nisster

Blacx “Arduing Ung™
Porta: “0OM3 {Ardeno Uno;
Oies informades da Paca

Frogramador; "t gy 50 (A

[

w @ & @ O © B 15°C Emsolorado -~ 88 04

2

11. Selecione a placa “Arduino Uno’
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12. Selecione a Porta COM correspondente ao Arduino Uno.

v Sitar Skeleh femamestes djuda

CirisShitel
HIMA Fisoia pitatr
o rdunz U
| o COME iardane Usor - e
337 ot intammagies da Placs GO (Anuing Lng;
Frogramedarn “Artuing a5 BR 4 mega i) ’

teravar Boatizader
ZTECTERS ZHASLE ©
o LINIT SWITCH ¥ DTH
£ LTMTT_BRTTOH_¥_TTH

a5
peiasrlu_s = 513015
Lot Lot moeisento_y — S13%20;

T Fralarada 8

13. Na aba “Ferramentas”, abra o monitor serial.
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14. Adicionar a instruc¢do da sele¢ao de “Nenhum final-de-linha” dentro do monitor

serial
© coms - ] *
0la, bem-vindo!
Por favor, indique o numero de ciclos de extracdo desejado:
[ Auto-rolagem [ ] Show tmestamp Menhum final-deinha - | 9500 velocidade Deleta a saida

Nenhum final-de-inha
hova-inha

Retorno de carmo
Ambos, NL e CR

15. Escolha o nimero de ciclos de extragdo (digite o numero desejado e tecle
ENTER)

|

0la, bem-vindo!

Por favor, indique o numero de ciclos de extragdo desejado:

16. Escolha o numero de ciclos de dessorc¢ao (digite o nimero desejado e tecle
ENTER).
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|

014, bem-vindo!

Por favor, indigue o nimerc de ciclos de extracao desejado:
Vocg selecionou: 1

Agora, indique o numero de ciclos de dessorgdo desejado:

17. Confirme a escolha (digite 1 e tecle ENTER) ou faca uma nova escolha (digite 0
(zero) e tecle ENTER).

|

0la, bem-vindo!

Por favor, indigue o numero de ciclos de extracdo desejado:
Vocé selecionou: 1

Agora, indique o numero de ciclos de dessorgdo desejado:
Vocé selecionou: 1

Vocé selecionou 1 ciclo(s) de extracgdo(des) e 1 ciclo(s) de dessorgdo(des).
Para corrigir digite 0. Para iniciar digite 1

18. Aguarde execucdo. O instrumento ird ajustar as posi¢des de todos os eixos,
fazendo auto zero da maquina. Entdo, ird seguir com as etapas de extragdo e
dessor¢ao conforme infomado.
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|

0la, bem-vindo!

Por favor, indigue o numero de ciclos de extragdo desejado:
Vocé selecionou: 1

Agora, indique o numero de ciclos de dessorcgdo desejado:
Vocé selecionou: 1

Vocé selecionou 1 ciclo(s) de extracdo(des) e 1 ciclo(s) de dessorcgdo(des).
Para corrigir digite 0. Para iniciar digite 1

Iniciando o procedimento...

Fazendo verificagdo do aparelho...

Posigdo Z verificada.

Posigdo Y verificada.

Posigdo X verificada.

Executando extracaoc...

Executando dessorgdo...

Voltando a posicgdo de origem

0 tempo total aproximado foi: 5 min e 7 segundos.

Obrigado por utilizar este programa!

Nota: Apds a verificagdo dos eixos, preste atengdo para que as ponteiras entrem nos vials do

porta amostra, evitando choques.

19. Caso deseje repetir extragdes, feche o monitor serial e volte ao passo 15.



118

APENDICE D — Material digital para visualizacio do instrumento mecanizado

Um video exemplificando o funcionamento do instrumento mecanizado

desenvolvido pode ser acessado através do link a seguir (ou pela leitura do QR Code):

https://youtu.be/jHsp5xdHRIo



https://youtu.be/jHsp5xdHRIo
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APENDICE E — Fotografias do novo instrumento em desenvolvimento

Uma visdo geral da proposta de novo instrumento construido com materiais de

mais facil manuseio e construcdo pode ser vista abaixo.

Em vez de utilizar cantoneiras metalicas recicladas, o novo instrumento tem
estrutura em perfis de aluminio estrutural, com encaixes rapidos via cantoneiras internas
para perfil V-slot. Todo o material ¢ comprado em dimensdes adequadas, ndo sendo

necessario o corte ou adaptacdo mecanica.
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O movimento do eixo Z (movimento horizontal do sistema Pa-DPX) agora tem
previsdo de uso de dois motores de passo, dividindo o esfor¢o e mantendo o movimento
mais uniforme.

Os motores de passo utilizados sdo equivalentes aos usados no primeiro
instrumento. No entanto, em vez de usar barras roscadas para transmissdao do
movimento, agora sdo aplicados fusos metdlicos com castanhas acopladas, permitindo

movimento mais rapido e suave aos €ixos.
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O dispositivo de Pa-DPX também foi aprimorado, permitindo execug¢do de nove

extragdes simultaneas.

Auxiliando o movimento do eixo Z, eixos lineares retificados foram adaptados

para melhor movimentagao.
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Similarmente, ao movimento do eixo X (porta amostra) foram adicionados os

mesmos eixos lineares retificados.
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APENDICE F — Resumo da produgio cientifica no periodo de doutorado
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