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RESUMO

MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA E CROMATOGRAFIA GASOSA
BIDIMENSIONAL ABRANGENTE: APLICACOES EM LIPIDOMICA

Neste trabalho foram desenvolvidas metodologias para a analise de lipidios na
forma de seus ésteres metilicos de acido graxo (FAME) em diversas matrizes. Para isso
foram empregadas e otimizadas de forma multivariada técnicas de derivatizagdo dos
lipidios por transesterificagdo por catélise basica, seu isolamento e concentragdo por
Microextracdo em Fase Sdlida (SPME) e andlise por Cromatografia Gasosa
Bidimensional Abrangente (GCxGC). A partir do perfil de extragcédo foi escolhida a fibra
comercial com revestimento de poli(dimetilsiloxano) (PDMS) com espessura de filme de
7 pym. O tempo de extragédo escolhido foi de 10 min pois atingiu a condi¢do de sistema
estacionario. Os parametros cromatograficos, tais como a programacao de temperatura
do forno, periodo de modulacéo e tipo de fase estacionaria das colunas utilizadas no
prototipo GCxGC, foram também otimizados. Além disso, durante o progresso deste
trabalho, foi desenvolvido o primeiro protétipo brasileiro de GCxGC acoplado a um
Espectrdmetro de Massas com Analizador Quadrupolar rapido (GCxGC-gMS). Dentre
0s parametros operacionais do gMS, foram otimizados o intervalo de varredura do
analizador quadrupolar e sua frequencia de aquisicdo. O sistema GCxGC-gMS foi
empregado para a identificacdo dos FAME presentes nas amostras empregadas neste
estudo, através do uso das informacbes obtidas pelos espectros de massas obtidos
das amostras, com padrées analiticos e combinando o uso de indices de retencéo
(LTPRI) e da estrutura cromatogréafica. Neste trabalho, devido ao incremento em
detectabilidade e sensibilidade, foi possivel observar diversos FAME comumente nao
detectados por Cromatografia Gasosa Convencional (GC), como FAME de
comprimento impar de cadeia e a presenca de agrupamento metila no carbono 2 (-bry).
Além disso, em virtude da baixa abrangéncia do banco de dados disponiveis, foi
possivel, e necessario, criar um banco de dados com indices de retencdo para analise
de lipidios. Espera-se que estas metodologias desenvolvidas e os resultados
apresentados possam ser empregados como ferramenta em estudos de lipiddmica e

aplicacbes correlatas.
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ABSTRACT

SOLID PHASE MICROEXTRACTION AND COMPREHENSIVE TWO-DIMENSIONAL

GAS CHROMATOGRAPHY: APPLICATIONS IN LIPIDOMICS

The aim of this project was to develop alternative methodologies for lipidomic
studies and related applications. A method for the analysis of lipids in different samples
such as waxes, edible oils and cheek cells was developed. The isolation and
concentration of the analytes was performed by Solid Phase Microextraction (SPME)
combined with Comprehensive Two-dimensional Gas Chromatography (GCxGC).
Firstly, the base-catalysed transesterification of the lipids into their respective fatty acid
methyl esters (FAME) was optimized according to a multivariate model. Thus, the
sample prepation was optimized considering the thickness of the coating and their
respective  extraction profiles. The choosen commercial coating was a
poly(dimethylsiloxane) (PDMS) with 7 um film thickness, the extraction time was 10 min
where stationary state conditions were achieved. Secondly, chromatographic
parameters were also optimized, such as the temperature programming, modulation
period, the identity of the first and second dimensional columns used in the GCxGC
prototype. During the current study, the first brazillian prototype of a GCxGC coupled to
a mass spectrometer with a rapid quadrupolar analyzer was developed (GCxGC-gMS).
Also, the scan interval and acquisition frequency of the gMS were optimized. For the
identification of the analytes similarity searches for mass spectra, analytical standards
and the combination retention indexes with chromatographic structuration were used.
Additionally it was possible to detected and identify FAME which couldn’t be detected by
conventional GC such as odd numbered chain length and branched FAME. Moreover,
elution pattern of a branched FAME was reported, specifically the FAME with a methyl
group in the carbon 2 (-bro). Because of the restricted content of the retention indexes
and mass spectra database, the construction of a database with retention indexes for
lipid analysis was built. Hence the ultimate goal of the current study is to present the
potencial and applicability of SPME for lipidomic studies and related applications.
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1. Introducao

Os lipidios apresentam uma variedade quimica muito grande, de forma que
existem diversas definicbes a cerca de seu grupo. A definicdo utilizada ao longo deste
trabalho restringe os lipidios aos acidos graxos e seus derivados (triacilglicerideos e
fosfolipidios) [1,2]. Demais definices e sistemas de nomenclatura sédo citadas na se¢ao
“Revisado Bibliografica”.

Os lipidios possuem um nicho de aplicagdes muito importante, principalmente no
setor industrial e clinico.

Na area tecnoldgica, o conhecimento da composicdo quimica dos lipidios em
matérias-primas como cera e Oleos de origem animal e marinho, é de grande
importancia para a industria quimica, farmacéutica e de alimentos, seja na selecdo de
fornecedores, na avaliagdo do produto acabado, ou nas inspec¢des desses pelos érgaos
fiscalizadores oficiais [3]. Além disso, analises capazes de identificar a origem destas
matérias-primas sdo fundamentais em protocolos de certificacdo, utilizados para
garantir a qualidade e agregar valor comercial a estes produtos.

Neste contexto, a cera de carnauba, produzida pelas folhas da Copérnica
prunifera, ou Carnaubeira, como mecanismo de defesa contra desidratacdo excessiva
da planta em regides semi-aridas, € utilizada industrialmente, na fabricacao de vernizes,
revestimentos, impermeabilizantes, e no revestimento de microchips. Além disso,
depois de sofrer processos de refino pode também ser empregados na fabricagcao de
produtos farmacéuticos, cosméticos, filmes plasticos, fotograficos e eventualmente,
utilizados no processo de producdo de obras artisticas (telas e esculturas, por
exemplo).

O estudo da composicdo de cera em obras de arte pode ser utilizado para
fornecer informacdes a respeito do tipo de cera — naturais ou sintéticas - utilizadas em
esculturas permitindo identificar se houve a presenca de restauracdes na peca, visto
gue o uso de cera sintética comegou apenas a partir do século 19. Além disso, o estudo
de sua composicao pode identificar a autencidade e origem da obra [4-6]. Entretanto, a
aplicabilidade destas certificacdes ira depender, principalmente, da quantidade e
disponibilidade da amostra.
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Outro setor que vem se destacando é dos alimentos funcionais. Por defini¢cdo, os
alimentos funcionais sdo aqueles que além de exercer seu papel nutritivo, possuem
efeitos benéficos no sistema fisioldgico humano e/ou auxiliam na prevencao de doengas
crénicas [7-9]. Como exemplo, o 6leo de peixe é muito utilizado como suplemento
alimentar devido ao seu alto teor de acidos graxos poli-insaturados da classe émega 3
(w3), principalmento os acidos a-linoleico {(9Z,12Z,15Z)-octadecatrienoico}, acido
araquidénico  {(5Z,8Z,11Z,14Z)-eicosatetraenoico}, 4acido eicosa pentandico
(52,82,112,14Z,17Z)-eicosapentaenoico (do inglés “eicosapentaenoic acid’, EPA) e
acido docosahexanédico (42,72,102,13Z,16Z,19Z)-eicosahexaenoico (do inglés
“docosahexaenoic acid”, DHA). O acido a-linoleico, por exemplo, € denominado de
acido graxo esséncial, pois ndo é sintetizado no organismo humano, porem serve de
precursor para a sintese dos acidos poli-insaturados de cadeias mais longas, como o
EPA e DHA [10-12]. Estudos mostraram que uma maior ingestao desses acidos graxos
diminui consideravelmente a incidéncia de doengcas coronarias e auxilia no
desenvolvimento de fung¢des cognitivas de recém nascidos e criangas [10,12-15]. Dada
esta importancia, é fundamental a etapa de controle de qualidade de alimentos
funcionais ricos nestes componentes [3].

No ambito das ciéncias médicas e da quimica, temos a lipidémica. Esta é uma
das mais recentes ciéncias “dmicas”, sendo um segmento da metabolémica [16,17].
Esta ciéncia interdisciplinar tem como alvo os lipidios, uma vez que estes apresentam
diversas funcdes biolégicas, abrangindo desde espécies armazenadoras de energia
(gorduras e Oleos), elementos estruturais de membranas biologicas (fosfolipidios e
esteroides), cofatores de enzimas, transportadores de elétrons, horménios e
mensageiros intracelulares [1]. Os fosfolipidios, por sua vez, vém sendo utilizados como
biomarcadores para diversas doengas tais como alguns tipos de diabetes, osteoartitre,
Alzheimer e arterosclerose [18-22]. Além disso, devido ao fato dos lipidos serem,
também, reguladores de processos de producdo das proteinas, e de participarem de
diversas rotas bioquimicas, o0 estudo do lipidoma pode prover informacdes
complementares integrando a genémica, protedmica e metabolémica para a elucidagao
e tratamento de patologias diversas [23].

Os &cidos graxos poli-insaturados sdo armazenados, apds sua ingestao,
principalmente na forma de fosfolipidios. Os fosfolipidios, por sua vez, sédo os principais
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elementos estruturais das membranas de células, principalmente do sistema nervoso
central humano [18]. Consequentemente, a baixa ingestdo destes acidos graxos ao
longo da gestacao e durante os primeiros anos de vida do recém nascido ocasionardo
fenotipos como baixa acuidade visual [10,12,13,18]. Por isso, os fosfolipidios vém
sendo utilizados, principalmente, como biomarcadores do estado nutricional de
criangas, de forma a previnir tais fenétipos. Estes lipidios podem ser coletados tanto de
células vermelhas do sangue, plasma humano e tecidos adiposos quanto através de
métodos nado invasivos e menos desconfortaveis como a coleta de células do epitélio
bucal ja que seus perfis lipidicos sao equivalentes [24,25]. Esta ultima, embora nao
invasiva, requer metodologias muito sensiveis devido a baixa quantidade de material —
é estimado alguns milhares de células por esfregaco.

Uma vez situada a importancia dos lipidios nas areas clinica e tecnoldgica, torna-
se crescente a necessidade de métodos analiticos com uma maior confiabilidade, que
sejam tanto robustos quanto rapidos. Tipicamente, um método analitico consiste do
preparo da amostra, separacao de seus constituintes e a detecdo em si. Na andlise de
lipideos, as formas mais comuns de preparo de amostra sdo extragéo liquido-liquido (do
inglés “liquid-liquid extraction’, LLE), extracdo em fase solida (do inglés “solid phase
extraction”’, SPE), extracdo sélido-liquido continuo (Soxhlet), extragdo utilizando um
fluido supercritico (do inglés “supercritical fluid extraction”, SFE) e extragdes assistidas
por micro-ondas (do inglés “microwave-assisted extraction”, MAE) [2,26]. Essas
técnicas de isolamento sdo muito adequadas para analise de macroconsituintes e de
lipidios saturados. Entretanto, quando a quantidade de material € muito pequena e sua
estabilidade quimica baixa algumas dessas tecnologias convencionais passam a
envolver manipulagdo da amostra e/ou condigbes experimentais, principalmente
aquecimento, que favorecem a degradacdo e perda dos lipidios, principalmente dos
poli-insaturados, levando a resultados menos confidveis e de pouca sensibilidade [3,17-
27]. Como exemplo, a taxa de degradacdo do acido a-linoleico € cerca de 20 vezes
mais rapida do que o &cido oleico. Ademais, € estimado um incremento de duas vezes
na taxa de decomposicdo de acidos graxos por insaturagdo presente em sua cadeia
[2,28]. Por isso, a crescente busca por metodologias mais rapidas, robustas, confiaveis
e passiveis de automacéao na analise de lipidios insaturados em baixa quantidade.
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Com relacdao aos métodos de separacdo, quando presentes na andlise dos
lipidios, temos usualmente a combinagédo entre duas técnicas cromatogréaficas, sejam
elas a combinacdo da cromatografia planar (do inglés “Thin Layer Chromatoraphy’,
TLC) com cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés “High Performance Liquid
Chromatography’, HPLC), da TLC com a cromatografia gasosa (do inglés “Gas
Chromatography’, GC) ou da Cromatografia Liquida com GC, principalmente quando na
presenca de uma coluna de HPLC dopada com ions prata. Devido a alta complexidade
da matriz (amostras biolégicas e ceras), torna-se necessario um maior poder de
separacao de seus constituintes. Por isso a combinacdo entre duas técnicas
cromatograficas. Entretanto nestas andlises s&o observadas transferéncias néo
quantitativas resultando em perdas ao longo do processo, e, portanto um decréscimo na
detectabilidade do método. Uma vertente que alcangou o status de estado-da-arte em
lipidémica é denominada de “shotgun lipidomics”, no qual a amostra é infudida
diretamente no espectrdmetro de massas. As amostras tornam-se passiveis de analise
pelas técnicas infusdo direta quando o fendmeno de supresséo ibnica ndo afeta os
analitos alvo — fendbmeno no qual demais espécies presentes na amostra competem
com o analito alvo pelo agente ionizante. Consequentemente caso esse fend6meno
esteja presente na metodologia, uma etapa adicional de preparo de amostra seria
necessario. Ja com relacdo ao poder de separagdo é muito comum o uso de
espectrometros de massas sequenciais (do inglés “tandem mass spectrometry”, MS")
[2,17,21,26]. Nas técnicas de MS tradicionais a sua principal limitacdo é a distingao
entre isdbmeros, principalmente de posicdo. Isto ocorre principalmente porque, a
principio, nas técnicas convencionais de espectrometria de massas com ionizagao
suave (do inglés, “soft ionization”), ou seja, sem fragmentagédo, as massas moleculares
séo idénticas, impossibilitando a sua distincdo. E na técnica de ionizagédo por elétrons,
por exemplo, os fragmentos gerados pelos isdbmeros sao extremamente similares, o que
dificulta sua distingdo em amostras mais complexas, conforme ilustrada na Figura 1 [2].
Para a distincdo entre isbmeros algumas possibilidades como medidas de mobilidade
ibnica e formagdo de adutos durante a ionizagdo podem ser alternativas. Embora
adequado a grande parcela dos estudos lipidémicos, as metodologias de “shotgun’ se
tornam restritas a aplica¢gdes académicas, devido ao elevado custo dos equipamentos.

Consequentemente o desenvolvimento de metodologias mais simples e baratas, porém
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robustas e confiaveis, se torna necessario para assegurar 0 implemento e
popularizacdo dos estudos lipiddmicos. Uma alternativa, das inimeras disponiveis, € o

uso da GC nestes estudos.
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Figura 1. Representacio das estruturas dos acidos graxos e seus respectivos espectros de massa obtidos por
ionizacdo por elétrons. A — Acido Linolénico. B — Acido Gamoleico. Estruturas quimicas e espectros de massas
foram obtidos do banco de dados da NIST.

A anadlise de lipidios por GC é dificultada pela baixa volatilidade dos analitos.
Consequentemente é necessaria a derivatizacao dos analitos para espécies com maior
pressao de vapor — no caso a transesterificacdo (metandlise) de triacilglicerideos e
fosfolipidios. Por exemplo, a metodologia convencional para a analise de fosfolipidios
em recém-nascidos e criangcas, por Cromatografia Gasosa, consiste de uma
metodologia nao invasiva, no qual células do epitélio bucal sdo coletadas por uma
escova citolégica, o material lipidico é entdo extraido, derivatizados e analisados por
GC [10]. Em seguida, os lipidios do esfregaco sao isolados geralmente pelo método de
Bligh and Dyer — extragdo de lipidios a frio — sob ultrasom. Logo, o extrato é
reconcentrado, sob fluxo de gas nitrogénio seco, e aplicado em uma placa
cromatografica de silica gel. Entdo é feita a separacao por TLC dos lipidios neutros e
dos fosfolipidios. A fracao dos fosfolipidios é reconstituida e hidrolisada. Entao, o meio
é acidificado e extraido com um solvente apropriado, tal como n-hexano, e os acidos
graxos dos fosfolipidios sao derivatizados por meio de uma reacdo de condensacao
com metanol, utilizando como catalizador um &cido de Lewis (trifluoreto de boro). No
caso de amostras muito complexas, € muito comum encontrar relatos da utilizacdo da

Cromatografia Planar Bidimensional, garantindo a seletividade do método. Os ésteres
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metilicos dos acidos graxos (do inglés “Fatty Acid Methyl Esters”, FAME) sao, entao,
analizados por Cromatografia Gasosa com dete¢do por ionizacdo em chama (do inglés
“Gas Chromatography with flame ionization detection”, GC-FID) [10,23,24][10],[13],[24].

A Figura 2 ilustra um cromatograma reproduzido das condicdes de Connor et al.
[24]. O tempo de preparo da amostra, sem contar a corrida cromatogréafica com o uso
desta metodologia, leva cerca de 40 - 60 minutos e apresenta muita manipulacao da
amostra, resultando em perdas, transferéncias nédo quantitativas e possiveis
degradacgdes. Neste cromatograma pode ser observada a presenca de possiveis
coeluicbes e a baixa intensidade dos FAME, compromentendo a integridade dos
resultados. Pode ser observado que os biomarcadores mais comuns, o DHA e EPA, se
encontram no limite de detecao, dificultando as quantificagdes. Além disso, apenas 14
constituintes foram identificados.
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Figura 2. Cromatograma ilustrando os ésteres metilicos dos acidos graxos (FAME) do esfregaco de bochecha,
obtidos por GC-FID. A terminologia utilizada se refere aos acidos graxos correspondentes aos FAME. As
condicoes de preparo da amostra sao segundo Connor et al. [24]. Programacio de temperatura: de 170 °C a 3
°C-min™" até 240 °C por 25 min. Temperatura do injetor e detector: 280 °C. Coluna: HP-5. Gs de arraste: H,
(0,6 mL-min™). O cromatograma acima foi obtido no Laboratério de Cromatografia Gasosa e Microtécnicas
de Extracao — LCG — IQ/UNICAMP.

Neste contexto, a introducédo de tecnologias de microextracdo para manipulagcao
de lipidios acoplada a uma técnica cromatografica com alta sensibilidade e poder de
separacao é extremamente desejada. Portanto, a utilizacdo da Microextracao em Fase
Sdlida (do inglés “Solid Phase Microextraction”, SPME) junto a Cromatografia Gasosa
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Bidimensional Abrangente (do inglés “Comprehensive Two-dimensional Gas
Chromatography’, GCxGC) pode diminuir consideravelmente o tempo gasto com o
preparo da amostra, e a manipulagao da mesma, uma vez que o GCxGC apresenta
uma elevada capacidade de pico, 0 que elimina a necessidade de combinar TLC com
GC. Além disso, a utilizacao de uma microtécnica de extracdo apresenta a vantagem de
préconcentrar os analitos, aumentando ainda mais a detectabilidade geral do método.
Consequentemente este acoplamento podera levar a detecdo e quantificagdo de um
namero superior de constituintes e, por conseguinte, a possibilidade de se encontrar
novos biomarcadores em estudos lipidémicos.

A GCxGC, descrita originalmente por Liu e Phillips [29], usa cromatégrafo a gas
convencional modificado, com uso de duas colunas capilares conectadas em série; com
um dispositivo entre elas denominado de modulador, dispositivo este que coleta,
reconcentra e reinjeta continua e periodicamente fracées do eluato da primeira para a
segunda coluna. Os conjuntos de colunas tipicos em GCxGC consistem em uma coluna
capilar convencional (30 m) conectada a outra coluna capilar (< 2 m) do tipo utilizado
em Fast GC (dc < 0,1 mm), curta o suficiente para que o material coletado e reinjetado
seja completamente eluido antes que a préxima fracdo seja nela introduzida. E
altamente desejavel (mas nao imprescindivel) que as fases estacionarias das colunas
sejam diferentes, de forma que os mecanismos de separacao sejam ortogonais entre si.
Portanto espécies co-eluidas na primeira podem ser separadas na segunda eluicao
[30]. A capacidade de pico (numero maximo de picos separaveis) de um GCxGC
aumenta geometricamente em relagdo & GC. Se a capacidade de picos da primeira ('D)
e da segunda dimensdo (°D) forem, respectivamente, n; e n, picos, a capacidade de
pico total de um sistema bidimensional sera incrementado para ny x nz picos [30]. Como
exemplo, pode-se citar o trabalho de Dalllige, onde cerca de 30.000 compostos foram
separados e detectados pela técnica, em uma Unica analise [31].

A representacdo dos cromatogramas em GCxGC ¢é diferente da GC
convencional, pois a partir do registro do sinal do detector e conhecendo-se o periodo
de modulacao (intervalo constante de tempo de cada ciclo de modulag&o, da ordem de
alguns segundos) pode-se construir cromatogramas tridimensionais Sinal x Tempo na
12 Coluna ('tg) x Tempo na 22 Coluna (%tg), normalmente representados por superficies
de resposta com escalas crométicas de sinal (diagrama de cores). A Figura 3 mostra
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um cromatograma obtido por GCxGC-FID para éleo essencial de folhas da planta
amazoOnica macacaporanga (Aniba fragrans). No diagrama, cada mancha corresponde
a um composto, e diversos eluatos perfeitamente resolvidos sao visiveis, sendo que
muitos destes coeluiriam em GC convencional ou nao seriam detectados. Uma
caracteristica unica e poderosa de GCxGC € a estrutura dos cromatogramas, como
pode ser também observado no diagrama anterior. Substancias relacionadas
estruturalmente (séries homologas, isbmeros, etc.) encontram-se agrupadas em regiées
claramente definidas, por exemplo, os picos dos monoterpenos agrupam-se sobre a
superficie 'tr x %tg em “jlhas” (clusters), cada um correspondente a monoterpenos nao
oxigenados ou oxigenados, bem como as sesquiterpenos nao oxigenados e
oxigenados. A estrutura cromatografica € uma ferramenta qualitativa importante, pois,
quando presente, a identificacdo dos analitos (e de sua classe) pode ser realizada
visualmente, fornecendo uma ferramenta simples e rapida. A GCxGC acoplada ao
espectrometro de massas (GCxGC-MS) permite 0 uso desse recurso para auxiliar a

identificagéo por MS.

6,0

4,0

tempo de retencdo / s
W
@]

N
o
T

tempo de retencao / min

Figura 3.Regido expandida do cromatograma de dleo essencial de folhas de macacaporanga (Aniba fragrans)
por GCxGC-FID. Conjunto de colunas: HP-5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 pm) + SupelcoWax (1,0 m, 0,10 mm, 0,10
um). Periodo de modulaciio 6 s. Taxa de aquisicio 100 Hz. Programaciio de temperatura: 60 °C a 3 °C-min™
até 240 °C. 1. Monoterpenos nao-oxigenados; 2. Monoterpenos oxigenados; 3. Sesquiterpenos nao-oxigenados;
4. Sequiterpenos oxigenados. Cromatograma produzido pelo grupo LCG e adaptado de Pedroso et al.
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A largura dos picos produzidos em GCxGC é da ordem de 100 — 600 ms por
causa do efeito de compressdo de banda e focalizagcdo (exceto em moduladores
baseados em valvulas), consequentemente os detectores devem possuir baixas
constantes de tempo, ou de maneira equivalente, elevadas taxas de digitalizagdo. Com
isso a demanda por detectores com baixo volume interno, e com um sistema eletronico
suficientemente veloz se tornou necessario, entretanto poucos detectores possuem
estes requisitos. O detector por ionizacdo de chama satisfaz esta demanda devido ao
seu volume interno desprezivel e aprimorada eletrénica, sendo um dos detectores mais
utilizados desde sua introdugédo. Entretanto esse detector por si nao fornece
informagdes qualitativas, j& o acoplamento com a espectrometria de massas permite
obter outras informacdes devido aos padroes de fragmentagcdo, dos analitos
possibilitando extrair informacdes qualitativas (quando se utiliza ionizacao por elétrons).
Um dos primeitos relatos deste acoplamento se deu com um espectrdmetro de massas
com analizador quadrupolar (gMS), entretanto, na época, esse apresentava uma
frequencia de aquisicdo muito baixa. O analizador por tempo de vdo, por outro lado,
permite uma coleta 500 espectros por segundo tornando-se o sistema ideal para a
GCxGC, embora apresente a desvantagem do seu elevado custo (~ U$ 350 mil)
[32,33]. Nos ultimos anos, com o aprimoramento do sistema eletrénico o analizador
quadrupolar superou sua baixa velocidade de varredura alcancando velocidades de
10.000 Th-s™' e 20.000 Th-s™' permitindo taxas de digitalizagdes compativeis com a
GCxGC, tornando-se, entdo, uma alternativa viavel aos sistemas TOFMS [34]. Esses
instrumentos ja foram testados como plataforma para GCxGC [35], e mesmo com
algumas limitacbes, em comparacdo a sistemas GCxGC-TOFMS, a relacao
custo/beneficio é atraente. Além disso, um GCxGC-gMS apresenta desempenho muito
superior quando comparado com GC-gMS, visto que os sinais para os compostos sao
mais intensos e mais puros.

Neste contexto, foi proposto foi o desenvolvimento de uma metodologia rapida e
eficiénte para analise de lipidios para lipidémica e aplicacbes correlatas (adequado
tanto a macro como a microconstituintes) em um intrumento com elevada sensibilidade
e poder de separagdo com a finalidade de simplificar os procedimentos experimentais
sem prejudicar a integridade dos resultados. Portanto o uso da SPME combinada a
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GCxGC-gMS para o estudo e caracterizagdo de lipidios, abrangendo matrizes como
cera, Oleos e lipidios das mebranas das células da mucosa bucal, foi desenvolvido. A
metodologia desenvolvida para o estudo da composi¢cao das membranas de células do
epitélio bucal foi feita em parceria com o Dr. Stanislau Bogusz Junior, durante o periodo
de seu pbds doutoramento. O procedimento de otimizagdo do processo de
transesterificacao foi realizada em conjunto com a aluna de iniciacdo cientifica Mayra
Fontes Furlan. Espera-se que estes métodos e dados possam ser empregados como
ferramentas em estudos lipidémicos e afins, demostrando o potencial e aplicabilidade

da SPME a andlise de FAME com elevada massa molecular.
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2. Objetivos

Conforme apresentado na sec¢ao introdutéria desse trabalho, para dar inicio aos
estudos lipiddmicos no grupo foi necesséario primeiramente, dentre outros obijetivos,
desenvolver uma metodologia para analise de lipideos poli-insaturados em baixissima

quantidade. Baseando-se nesse meta, os objetivos foram:

i) Desenvolver uma metodologia rapida e eficiente para analise de lipidios,
sendo adequado tanto a macroconstituintes bem como microconstituintes.

ii) Empregando um meétodo de derivatizacdo brando sem a degradacao dos
analitos e introducao de artefatos.

iii) Miniaturizagdo do processo de derivatizacao e simplificacdo da metodologia
analitica para a utilizagdao da Microextracao em Fase Sdélida.

iv) Adaptacdo e configuracdo de um modulador criogénico ao equipamento
comercial GC-MS modelo QP2010 Plus.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Lipidios
3.1.1. Nomenclatura e Miscelanea

O grupo dos lipidios apresenta uma variedade quimica muito grande de forma
qgue existem diversas definicdes a cerca de seu grupo. Apesar de suas incosisténcias, a
definicdo mais abrangente é a de que os lipidios sdo compostos insoluveis em meio
aquoso [1]. Segundo Christie, 0 uso do termo lipideo é restrito aos 4cidos graxos e seus
derivados, e substancias relacionadas biossinteticamente ou funcionalmente a esses
compostos [2,28]. A definicdo de Fahy comtempla moléculas pequenas hidrofébicas ou
anfifilicas que podem ser originadas inteiramente, ou parcialmente, pela condensagéo
de tioésteres e/ou pela condensacao de unidades de isopreno [2]. Sob essa definicao,
os lipidios compreendidos sdo acidos graxos, glicerolipidios, fosfolipidios,

esfingolipideos, lipideos de esterois, lipidios de prendis, sacarolipidios e entre outros.

Tabela 1. Nomenclatura de acidos graxos segundo a comissio [IUPAC-IUB, sua abreviatura e a nomenclatura
utilizada usualmente. Tabela adaptada de Christie et al. [36].

Nome IUPAC  Abreviatura Usual Nome IUPAC Abreviatura Usual
butanoico 4:0 Butirico pentadecanoico 15:0 -
hexanoico 6:0 Caproico hexadecanoico 16:0 palmitico
Octanoico 8:0 Caprilico heptadecanoico 17:0 margarico
Nonanoico 9:0 pelargbnico octadecanoico 18:0 esteadrico
Decanoico 10:0 Caéprico nonadecanoico 19:0 -
Undecanoico 11:0 - eicosanoico 20:0 araquidico
Dodecanoico 12:0 Laurico heneicosanoico 21:0 -
Tridecanoico 13:0 - docosanoico 22:0 behénico
tetradecanoico 14:0 Miristico tetracosanoico 24:0 lignocérico

Ja os acidos graxos sao acidos organicos cuja cadeia carbbnica se extendem de
4 a 36 carbonos (C4 a C36), sendo encontrados principalmente de fontes animais,
vegetais e de micro-organismos [1,36]. Nos tecidos animais, 0os acidos graxos mais
comuns possuem comprimento de cadeia com numero par de carbonos variando entre
14 a 22 atomos de carbono. Entretanto, ocasionalmente acidos graxos com numero
impar de atomos de carbonos também podem ser encontrados principalmente em

tecidos de origem animal. Adicionalmente, em micro-organismo ja houve relatos de
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cadeias carbdnicas com comprimento acima de 80 atomos de carbono, no entanto em
espécies vegetais este comprimento é bastante reduzido [36,37]. A cerca de sua
diversidade, ocasionalmente sdo encontrados acidos graxos ramificados, com grupos
hidroxila, cetona, éter, halogenados e variantes como, por exemplo, as oxilipinas (do
inglés, oxylipins) [36-38]. Além disso, os acidos graxos podem se encontrar na forma
saturada ou insaturada, sendo que em espécies animais 0 numero maximo de
saturacoes observadas € de 6, ao passo que em espécies vegetais este numero,
dificilmente ultrapassa 3 [36].

A terminologia utilizada para indicar o comprimento da cadeia (X) e a quantidade
de insaturacées (Y) é CX:Y. Por exemplo, C18:3 é um &cido graxo com uma cadeia
carbénica de 18 atomos com 3 insaturacées. Com relacdo ao numero de insaturacoes e
suas respectivas posicdes, temos dois sistemas de nomenclatura: oméga (w), e delta
(A). O delta de inicia a contagem a partir do carbono 1, segundo a nomenclatura da
IUPAC. Ja o sistema dmega, inicia a contagem pelo carbono mais distante do
agrupamento carbonila. Por exemplo, o acido (9Z, 12Z, 15Z)-octadecatrienoico,
também conhecido por acido a-linolénico, pode ser representado tanto por C18:3A9,
quanto C18:3w3. Usualmente, no sistema de contagem oméga, o simbolo “w” pode,
também, ser representado pelo caractere “n”. Por exemplo, o acido linolénico pode ser

representado como C18:3n-3.

Figura 4. Ilustracio do acido (9Z, 12Z, 15Z7))-octadecatrienoico (acido a-linolénico). Em azul esta representada
a contagem do sistema delta (A). Em vermelho a contagem do sistema 6mega (®).

Com relacao as possiveis ramificacbes, as formas predominantes sao de um
agrupamento metila na posicdo 2 da cadeia carb6nica, sendo designados por br, (do
inglés, “branched’); e grupos metila posicionados no penultimo e antepenultimo atomo
de carbono da cadeia, sendo denominados isémeros “anteiso” (ai — do inglés, “anteiso”)
e “iso” (i — do inglés, “iso”). Por exemplo, o termo bro-C26:0 corresponde ao acido 2-
metil-hexacosanoico [37-39], ja os termos i-C26:0 e ai-C26:0 se referem aos acidos 24-
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metil-hexacosanoico e ao acido 23-metil-hexacosanoico, conforme ilustrada na Figura 5
[36].

H3C o
i-C26:0
HaC
OH
(o]
0i-C26:0 Hac/W\/\/\/\/\/\/\/\/\A(
CHs OH
CH
o
br,-C26:0 HaC
OH

Figura 5. Representacoes estruturais dos acidos 24-metil-hexacosanoico (i-C26:0), 23-metil-hexacosanoico (ai-
C26:0), 2-metil-hexacosanoico (br,-C26:0).

3.1.2. Métodos de Derivatizacao de acidos graxos para
analise por GC

Os métodos mais comuns de derivatizacdo, para andlises de acidos graxos por
GC, em seus respectivos ésteres metilicos sao a transesterificacdo e a hidrolise
seguida da condensagdo com alcodis primarios. O ultimo método requer maior
manipulacdo da amostra e requer no minimo duas etapas (descritas abaixo),
consequentemente transferéncias nao quantitativas serdo observadas quando do seu
emprego. A primeira etapa consiste da hidrolise, sob refluxo (~ 1 hora), dos lipidios em
uma solugéo alcalina e na presencga de algum solvente apolar. Em seguida o solvente é
separado do sistema e a solucao € acidificada. Os acidos graxos sao, entao, extraidos
com algum solvente apolar como o n-hexano, por exemplo. Uma vez separados o0s
acidos graxos estes sdo condensados com metanol na presenca de trifluoreto de boro
para produzir os FAME. Entretanto, algumas limitagbes sdo observadas neste
procedimento, tais como, lipidios com grupos epoéxido e ciclopropeno sdo degradados
em meio acido e lipidos poli-insaturados podem ter suas insaturagdes oxidadas e/ou
isomerizadas — ocasionando a introducdo de isdmeros E (comumente denominado
isbmero trans) [36,40].

Ja a transesterificacao requer uma unica etapa, e os rendimentos de reacao sao
elevados. A forma de catalise pode ser tanto acida quanto basica. Na catalise acida, os
reagentes mais comuns séo solugdes em metanol, com &cido cloridrico, acido sulfurico

e trifluoreto de boro. Entretanto devido a sua cinética lenta, nenhum destes reagentes é
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utilizado a temperatura ambiente. Por exemplo, Morrison e Smith relataram a condi¢ao
6tima para transesterificacao de lipidios com uma solugédo de ftrifluoreto de boro (12-
14% m/v) a 100 °C por 2 min para acidos graxos livres, cerca de 10 min para
fosfolipidios e 90 min para esfingomielinas [41,42]. Apesar de sua popularidade este
reagente apresenta baixa estabilidade, impossibilitando o seu armazenamento por
periodos muito longos. A formagéo de artefatos e baixos rendimentos foram relatados
devido ao uso de solugdes antigas deste reagente [41].

Uma alternativa seria 0 uso de solucées de acido cloridrico ou sulfurico em
metanol. Relatos de transesterificacbes fazendo uso de solugbes a 5 % de acido
cloridrico em metanol (v/v) podem ser encontradas na literatura, entretanto, nestes
casos a amostra é submetida a refluxo por cerca de 8 horas a 50 °C. O uso de solug¢des
de acido sulfurico concentrado em metanol (1-2 % v/v) também pode ser encontrado na
literatura, entretanto o tempo excessivo e aquecimento sdo necessarios para estas
reagOes [40]. Na catalise 4cida, assim como no processo de hidrélise e condensacao,
devido a elevada temperatura e longos tempos de reacdo a formagédo de artefatos é
comum, assim como a deterioragdo de grupos epodxidos e ciclopropenos. Além disso, €
comum o processo de auto-oxidacdo das insaturacao presentes na amostra, uma vez
que a presenca de radical livre d& inicio a degradacgao das insaturacdes, sendo que, a
presenca de ions metalicos e incidéncia de luz irdo acentuar este processo. Uma vez
dado o inicio a auto-oxidacédo esta reacao prossegue de forma autocatalitica [36]. O
acido linolénico é oxidado a uma taxa 20 vezes mais rapida do que o acido oleico
[2,28,40,41]. Por isso, recomenda-se 0 uso de antioxidantes, tal como o hidréxido de
tolueno butilado (BHT, do inglés “butylated hydroxy toluene”) quando o método
escolhido for a transesterificacdo por catélise acida. Além disso, comumente em
amostras bioldgicas, a presencga de plasmalégenos em meio acido resulta na liberagéo
de aldeidos que sao convertidos em dimetilacetais, estes sdo muito dificeis de serem
separados de alguns ésteres metilcos, tal como o metil palmitato, em uma Unica corrida
por cromatografia convencional [41,43-45]. Outros reagentes tais como cloreto de
aluminio e cloreto de acetila foram utilizados em processos de transesterificagao,
entretanto o cloreto de aluminio possui a desvantagem de néao esterificar acidos graxos
livres [41,46,47].
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Por outro lado, os reagentes mais utilizados em reagdes de transesterificagcdo por
catalise basica sdo o metdxido de sbdio, e hidréxido de sédio em metanol [41,44,48]. A
principal vantagem com relagdo ao uso deste tipo de catalise é que a reagdo procede a
temperatura ambiente, consequentemente ndo € necessaria a utlizagdo de
antioxidantes como tocoferol ou BHT, visto que o risco de decomposicdo dos acidos
graxos poli-instaturados (do inglés “polyunsaturated fatty acids”, PUFA) é muito
reduzido. Entrentanto uma limitacdo da transesterificacdo basica é a baixa cinética de
conversdo de acidos graxos livres, assim este reagente € indicado para analise de
lipidios tais como triacilglicerideos e seus derivados [40,41]. Além disso, o BHT e seus
derivados coeluem com os picos do miristato e palmitoleato de metila em GC [49].
Outra vantagem da catdlise basica é a rapida cinética de transesterificacdo para
fosfolipidios e triacilglicerideos, que € da ordem de minutos. Entretanto para que o uso
do metdxido de sddio seja eficiente 0 meio deve estar isento de humidade, uma vez que
na presencga de agua o processo tende a saponificacao [41,48]. J& 0 uso de hidroxido
de potassio em metanol permite uma maior tolerancia de agua no meio reacional, de tal
forma que o seu uso esta relacionado a metandlsie seletiva de fosfolipidios, devido a
diferencas em cinéticas de reacao [50]. Além disso, o uso de sal de alquil aménio, como
hidréxido de tetrametilamonio, permitem a transesterificagdo on-line dos lipidios em
cromatdgrafos a gas com injetores piroliticos [39,51,52]. Apesar de muito utilizado em
analises de lipidios saturados, 0 seu uso para o estudo da composicdo de espécies
insaturadas pode levar a formacéo de arefatos e degradagao dos analitos.

3.1.3. Separacao cromatografica e Acoplamentos diversos

A separagdo de FAME por cromatografia gasosa convencional utiliza,
basicamente, trés tipos de filmes liquidos como fase estacionaria: apolar, polar e muito
polar. Os revestimentos apolares, tal com filme de metilsiloxanas (por exemplo, SPB-1,
SPB-5, HP-5, DB-5, CP-Sil 8CB, DB-1, OV-1), sdo comumente empregados em
andlises de baixa compexidade devido as suas elevadas temperaturas de operagéo. A
separacao dos constituites nestas colunas é baseada, essencialmente, nas diferencas
de pressdao de vapor. Consequentemente, a ordem de eluicdo dos FAME segue:
tr(C18:0) > tr(C18:1) > tg(C18:2) > tg(C18:3). Para FAME com o mesmo numero de
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insaturacdes, porém com posicoes diferentes, a ordem esperada é: tg(C18:1 w3) >
tr(C18:1 w6) > tg(C18:1 w7) > tg(C18:1 w9). Entretanto, devido a sua baixa seletividade
comumente sdo observadas coelui¢des parciais entre C18:2w6 e 18:1w9; C18:w6 e
C13:w3, por exemplo. Esta limitagdo torna-se ainda mais complicada para 0s grupos
C20 e C22 [36,41].

O uso de revestimentos polares como por exemplo, os derivados de etilenoglicol
(DB-Wax, Supelcowax 10, Carbowax 20M), j& sdo mais populares em andlises de
amostras bioldgicas, tais como tecidos adiposos, membranas e plasma sanguineo.
Nestas andlises a ordem de eluicdo esperada é: tg(C18:3) > tg(C18:2) > tg(C18:1) >
tr(C18:0). A ordem de eluigédo entre os isdbmeros de PUFA se mantém essencialmente a
mesma, entretanto as diferencas entre os tempos retengdo sdo acentuadas com o
aumento da polaridade da coluna. Nestas colunas, por exemplo, é esperado que 0s
constituintes insaturados do grupo C18 eluam antes do C19:0, tg(C18:0) < tr(C18:1w9)
< tr(C18:1w6) tr(C18:1w3) < tg(C19:0).Entretanto no uso de colunas com revestimento
muito polar, tal como siloxanas com agrupamentos cianopropil (SP-2340, OV-275, CP-
Sil 88) pode ser observado a eluicdo de FAME do grupo C18 apds os constituintes do
grupo C19. Por exemplo, tr(C18:3w3) > tg(C20:0); tr(C20:3) > tr(C22:0) e tr(C22:4) >
tr(C24:0) [36,41,53]. No caso de isdmeros “anteiso” e “iso”, em colunas polares, a forma
“iso” elui antes da forma “anteiso”. Com relacédo aos isbmeros Ze E (cis e trans sao um
caso particular de isdbmeros Z e E, respectivamente [54]), estes coeluem em colunas
apolares, e, em colunas polares, o isbmero Z (2) elui depois da forma E (e) [36,41].
Wolff reportou o padrdao de eluicdo para todos isébmeros do éster metilico do acido
linolénico em uma coluna CP-Sil 88 sob andlise isotérmica por 45 min. A ordem de
eluicdo observada foi eee (todas insaturacoes E) < zee < eze < zze < eez < zez< €2z <
zzz (todas insaturacoes 2) [41,55].

Os principais acoplamentos com GC encontrados em analises de FAMEs séo
TLC-GC,LC-GC, GC-GC. O uso destes sistemas hifenados sao pouco explorados em
analises de rotina, devido a sua maior complexidade e sua restricdo a aplicacoes
especificas. O acomplamento entre TLC e GC é, na maioria dos casos, empregado
visando um incremento na seletividade, permitindo estudar a composicdo de
determinadas fracoes de lipidios. Por exemplo, o uso da TLC permite separar os lipidios
neutros de fosfolipidios, dessa maneira realizando o seu acoplamento off-line com a GC
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se torna possivel o estudo da composicao de cada fracao destes lipidios [10,13,24,56].
O acoplamento LC-GC se deve, principalmente, a possibilidade de se utilizar colunas
cromatograficas de HPLC dopadadas com ions prata. Este acoplamento tem sido
proposto em sua forma on-line de tal forma que apenas determinadas fracées do eluato
do LC sé&o introduzido no GC. A vantagem seria que na LC a separagdo dos FAME
seria pelo numero de insaturacdes, e a fracao introduzida no GC seria separada por
pressdo de vapor [56,57]. J& no uso de cromatografia gasosa de fragbes parciais
comumente a primeira coluna é de carater apolar, separando os constituintes em
grupos (C18, C20, C22) e a segunda coluna possui um revestimento polar, permitindo a
separacdo dos compostos poli-insaturados e seus respectivos isdmeros [56,57].
Entretanto nestes acoplamentos apenas algumas fragdes sao introduzidas a uma nova
separacdo, sendo que estes sistemas requerem uma maior complexidade na
instrumentacao, principalmente na LC-GC e GC-GC [56,57]. Por outro lado, com a
introducdo da GCxGC foi possivel a separacdo de centena de FAME em uma Unica
analise, em 0leo de peixe, por exemplo, sendo que para a GC convencional dificilmente
isso seria observado. Além disso, devido ao fendmeno de compressdo de banda e
focalizacao, presentes em moduladores criogénicos, diversos FAME com comprimento
de cadeia impar foram identificados, ao passo que na GC estes dificimente seriam
detectados [58].

3.2 Microextracao em Fase Sdélida

As técnicas empregadas no preparo da amostra podem ser classificadas
segundo os modelos de transferéncia de massa utilizados para sua descricdo —
extracdo exaustiva e ndo exaustiva em estado estacionario (do inglés,“steady state
exhaustive and non-exhaustive”), extragao em pré-equilibrio e equilibrio em sistemas de
fluxo (do inglés,“flow through equilibrium and pre-equilibrium’), extragdo em pré-
equilibrio e equilibrio em batelada ( do inglés, “batch equilibrium and pre-equilibrium’)
[59]. Nesse contexto, a SPME &, essencialmente e na maioria das aplicagdes, uma
microtécnica de extracdo nao exaustiva cujos aspectos teoéricos se assemelham aos
fenbmenos de transferéncia de massa em reatores em batelada (sistemas fechados)
[59]. As modalidades de microextragdo em fase sélida sdo classificadas, basicamente,
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segundo o0 seu meio de extracdo sendo, em sua maioria, através do headspace ou pela
imersao da fibra na matriz. Quando utilizada no modo de imersdao na amostra,
geralmente liquidos, a fibora de SPME pode estar em contato intimo com o meio, ou
protegida por uma membrana, no qual é restringido o tamanho/massa molecular dos
compostos extraidos [59]. O modo de extracdo € selecionado segundo algumas
propriedades da matriz e dos analitos. Para compostos de média a alta pressdo de
vapor é recomendada a extracao através do headspace, ao passo que para compostos
de baixa volatilidade é recomendado o uso da imercao, seja ela direta ou protegida por
membranas — esta Ultima é usualmente empregada para matrizes com muitos
interferentes e/ou particulados [60]. Por exemplo, foi relato o uso da SPME para analise
de esteroides — brassicasterol, campésterol e B-sitosterol — em O6leos vegetais por
imersao direta da fibra, enquanto que a fragéo de triacilglicerideos foi reconstituida da
fibra, transesterificada e injetada no GC-MS, separadamente [61]. Entretanto, o uso da
SPME para a caracterizacdo dos FAME de lipidios ainda € incipiente [3].

O principio fundamental comum a todas técnicas de extracao no qual temos a
distribuicdo de um analito entre duas fases - matriz e a fase extratora - é a constante de
distribuicao, Kes. Consequentemente, esta constante ira refletir a afinidade do analito
alvo pela fase extratora, portanto a mudanca da natureza quimica dessa fase ira alterar
sua seletividade. Embora quando operada no modo de extragdo através do headspace
a constante de Henry (K) podera apresentar um papel importante na seletividade [60]. A
constante de distribuicao é a razdo entre as atividades do analito na fase extratora e na
matriz, a. € as respectivamente. Em situacdes na qual a forca ibnica é desprezivel, o
coeficiente de atividade pode ser aproximado a unidade [62], consequentementea Kes
pode ser descrita pela razao entre as concentragdes do analito na fase extratora e na
matriz, ce € Cs respectivamente (Equacao 1). Entretanto, quando a fase extratora for um
sélido, os termos kes € @e deverdo ser substituidos por ks € Se, respectivamente, no
qual o primeiro se refere ao coeficiente de distribuicdo no qual a fase extratora € um
sOlido e o ultimo a concentracado superficial do analito adsorvido na superficie do
extrator [63].

kes = ac/as = ce/cs

Equacao 1. Representacao da constante de distribuicdo (K.) de um analito entre duas fases em funcao da
razio entre as atividades (“a”) e concentracio (“c”) do analito (aproximac¢io para quando o coeficiente de
atividade for proximo de um) na fase extratora e matriz, indicados por “e” e “s” respectivamente.



Revisao Bibliografica 27

A quantidade de analito extraido, no equilibrio, pelo revestimento da fibra pode
ser calculada a partir da condicao de que os potenciais quimicos do analito nas diversas
fases do sistema séo iguais, desta forma, utilizando a lei de Henry e as constantes de
distribuicdo obtém-se a Equagao 2. Onde os termos Ve e Vs se referem aos volumes da
fase extratora e da amostra, respectivamente; Cq se refere a concentracao analitica do
analito; Kis, Vi se referem a constante de distribuicdo do analito entre a i-ésima fase e a
matriz e ao volume da i-ésima fase, respectivamente.

kVeCoVs

n= e
ke.S‘Ve""Z;:?;L kisVi+Vs

Equacao 2. Massa de um analito extraida pelo revestimento de uma matriz com diversas fases (i fases).
Equacio adaptada de Solid Phase Microextraction: Theory and Pratice por J. Pawliszyn [60]. A terminologia
foi combinada com a de Sample Preparation: Quo Vadis [59].

Portanto para um sistema bifasico (matriz homogénea e a fase extratora) a
quantidade de massa extraida sera em funcao, principalmente, da constante de
distribuicdo (Kes) € 0s respectivos volumes das fases (Ve e Vs). Além disso, para fibras
com espessuras de recobrimentos variando entre 7 a 100 um, como as diponiveis
comercialmente, sdo observados volumes de recobrimento da ordem de 0,03 uL a 0,7
uL. Consequentemente, para a condicao de que o volume da amostra seja superior ao
do recobrimento (Vs>>V.) e que a quantidade extraida pelo revestimento ndo altera a
composicao do sistema, a quantidade de massa extraida para uma matriz homogénea
sera dada pela Equacéo 3.

n = keV.Co

Equacao 3. Massa de analito extraida em funcio do coeficiente de distribuicio do analito entre a matriz
homogénea e a fase extratora, volume da fase extratora e da concentracio analitica do analito. Equacio
adaptada de Solid Phase Microextraction: Theory and Practice por J. Pawliszyn [60]. A terminologia foi
combinada com a de Sample Preparation: Quo Vadis [59].

Neste contexto, em termos termodinanicos, a quantidade extraida, no equilibrio,
dependera principalmente da constante de distribuicdo do analito entre as duas fases —
ou seja, da afinidade pela fase extratora. Entretanto, do ponto de vista cinético, o
sistema apresenta uma certa resisténcia a transferéncia de massa, ou seja, a partir do
momento em que as duas fases sao postas em contato intimo € necessario um
intervalo de tempo para que o equilibrio seja estabelecido no sistema. Em um sistema

bifasico (modo de imercao direta de uma fibra com revestimento liquido em meio
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aquoso) perfeitamente agitado a etapa limitante da cinética de transferéncia de massa
sera a difusdao do analito através do revestimento da fibra, ou seja, a resisténcia a
tranferéncia de massa sera proporcional a espessura do revestimento [60]. Entretanto,
na realidade sempre existira um camada estatica do fluido proxima a superficie do
revestimento, e a medida que o fluido se distancia do revestimento este passa a
apresentar um aumento gradual em seu movimento. Para modelar o fenédmeno de
transferéncia de massa neste sistema, € considerada a camada estatica de Prandtl, ou
simplesmente camada estatica [64], onde dentro dos limites dessa camada ndo ha
fluxos convectivos, que favorecam a tranferéncia de massa, e fora destes limites é
considerado um sistema perfeitamente agitado [60]. A espessura da camada estatica ira
depender, entdo, da velocidade de agitacdo e da viscosidade do meio. Na Figura 6 B
estd ilustrado o perfil de concentracdo (na amostra, através da camada estatica, no
revestimento) ao longo da distancia radial (em relacdo ao centro do suporte do
revestimento), no qual a cinética é limitada pela difusdo do analito através da camada

estatica.
A B
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Figura 6. Ilustracoes retidas do livro Handbook of Solid Phase Microextraction editado por J. Pawliszyn. A —
As geometrias dos trés principais modos de extracio em SPME (extra¢ido direta, através do headspace, e
protegida por membrana). B — Modelo da camada estatica (do inglés, “boundary layer model”) ilustrando as
diferentes regides consideradas e seus respectivos perfis de concentracées ao longo da distincia radial (em
relaciio ao centro do suporte do revestimento) considerando que a camada estatica é a etapa determinante na
cinética de transferéncia de massa.

3.3. Cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC)

A Cromatografia Gasosa Bidimensinal Abrangente (do inglés, Comprehensive
Two-dimensional Gas Chromatography - GCxGC) foi introduzida e originalmente

descrita em 1991 por Phillips e colaboradores [29]. Desde entdo esta vém sendo
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extensivamente aplicada a matrizes complexas, tais como derivados petroquimicos,
Oleos essenciais, fluidos biol6gicos, e amostras ambientais devido a sua elevada
capacidade de pico [65]. Por exemplo, na época, nenhuma técnica convencional de
cromatografia pbéde resolver completamente os 209 cogéneros das bifenilas

policloradas (do inglés, polychlorinated biphenyls — PCB) [66].

3.3.1. Modulacao

A interface responsavel pelo periodico, e continuo, fracionamento (coleta) da
banda cromatografica eluente da 'D, pela compresséo (focalizacdo) dessa e pela sua
transferéncia para a °D é denominada modulador [65,66]. Consequentemente o
modulador € responsavel, embora demais parametros também influenciem, na
eficiéncia dos picos da 2D, porque neste processo de modulagdo os picos devem ser
remobilizados de forma rapida sem que o efeito de alargamento dos picos esteja
associados ao processo, apenas ao fendmeno de alargamento na 2D. Os moduladores,
desde o surgimento da GCxGC ja assumiram diversas formas e geometrias embora o
principio de funcionamento destes seja essencialmente o mesmo (moduladores
térmicos [29], moduladores baseados em valvulas [67], moduladores com pecas
resfriadas [68,69], moduladores com jatos resfriados e suas variantes [70-72]). Na
Figura 7 pode ser observado o fundamento do processo de modulacao e a visualizagao
do cromatograma gerado.
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Figura 7. A — Ilustracdo do processo de modulacio basico para um modulador de 4 jatos - 1. Etapa de coleta;
2. Etapa de focagem;3. Reinicio do processo). B — 1. Ilustrac¢io de um pico cromatografico composto por 3
analitos coeluidos; 2. Ilustracdo do pico cromatografico modulado; 3. Visualizacdo do cromatograma na
forma de diagrama de contorno. Figura baseada em J. Dalliige et al. “Comprehensive Two-dimensional Gas
Chromatography: a powerful and versatile analytical tool” J. Chromatogr. A 2003.
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3.3.2. Teoria

O mecanismo de separacao no conjunto de colunas é dito ortogonal quando os
seus mecanismos de separacdo sao independentes, num equipamento GCxGC
ajustado. Neste, o uso de duas colunas cromatograficas como 'De?D possibilita a total
independéncia dos dois mecanismos de separacao, por si. Por exemplo, 0 uso de um
conjunto de colunas (dito normal), no qual uma coluna possui fase estacionaria de
poli(dimetilsiloxano) (HP-5) na 'D e poli(etilenoglicol) (SPWax) na 2D, apresenta como
correlacdo a volatilidade, uma vez que o mecanismo de separacdo na 'D é por forcas
dispersivas e volatilidade e na 2D por interagcdes especificas e volatilidade. A
ortogonalidade sera obtida quando as condi¢ées cromatograficas compensarem o fator

em comum: volatilidade. Nestes sistemas, normalmente é utilizada a programacao de
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temperatura para ajustar o grau de ortogonailidade do sistema. Na Figura 8 item 1A
pode ser observado a injecdo de 4 consituintes da série de n-alcanos num conjunto
normal, sendo ambas dimensdes mantidas a mesma isoterma. Os compostos estao
distribuidos em wuma diagonal, indicando a presenca de correlacdo entre o0s
mecanismos de separacao: volatilidade. No item 1B e 1C nota-se que o tempo de
retencdo na segunda dimens&o (*tg) se mantém o mesmo para a série de n-alcanos, ou
seja, 0 mecanismo de separacdo na °D passa a ser essencialmente a polaridade,
ilustrada na porcéo 2 da figura. A diferenca entre estes dois sistemas esta no uso de
uma programacdo de temperatura na °D, pois a taxa de aquecimento ilustrada
compensa exatamente o decréscimo na pressao de vapor a medida que observamos o
aumento da cadeia do n-alcano. No item 1B a 'D foi mantida em isoterma, e no item 1C
onde ambas dimensdes possuem programagao de temperatura, pode ser observada a
diminuicdo da largura da base dos picos cromatograficos na 'D ('wy). No item 1D pode
ser observada a distribuicao de trés séries homologas no cromatograma, no qual, com o
aumento da polaridade da série observa-se um aumento no 2ts. Via de regra,

compostos muito retidos pela fase estacionaria da 'D sdo pouco retidos pela 2D [66].
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Figura 8.Cromatogramas teoricos utilizados para ilustrar o conceito de ortogonalidade num conjunto normal.
1A. Distribuiciio de uma série de n-alcanos:'D e “D — isoterma; 1B. Distribuiciio de n-alcanos: 'D — isoterma, *D
— programacio de temperatura;1C. Distribuicdo de n-alcanos: De’D- programacio de temperatura;1D.
Distribuiciio de trés séries homélogas com polaridade distintas: 'D e D - programacio de temperatura. 2.
Mecanismos de separacio num conjunto dito normal. Ilustracao modificada da original de Phillips et al., 1999
[66].

Na pratica é observado que dependendo da temperatura inicial do forno

cromatografico, a temperatura em que os compostos mais leves eluem sera maior do
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que sua temperatura de eluicdo, ou seja, sua mobilidade sera maior do que aquela
apresentada pelos consituintes mais pesados de sua série homdloga.
Consequentemente, o %t serd menor do que o previsto para os demais constituintes da
série [29].

Uma das formas de se medir o grau de ortogonalidade foi proposta por Liu, no
qual foram avaliados o angulo de espalhamento dos picos de diferentes polaridades,
tempo de retengédo e fatores de capacidade para cada dimensao, permitindo entdo a
definicAo de ortogonalidade por uma matriz de correlagédo, cuja resposta varia de 0
(sistema ortogonal) a 1 (sistema totalmente correlacionado) [73]. Demais modelos foram
propostos por Slonecker baseados na teoria informacional [74,75].

A capacidade de pico de um sistema € definida como a quantidade maxima de
picos de uma amostra de dimensionalidade 1 (por exemplo série de n-alcanos) que
podem ser completamente resolvidos em uma unica corrida. A capacidade de pico
minima que uma coluna deve apresentar para resolver os constituintes de uma amostra
de dimensionalidade 1 com 100 picos sera 100. Para uma amostra complexa, de
dimensionalidade maior do que 2, de 100 constituintes sera necessario uma capacidade
de pico minima de 10.000, ou equivalentemente um aumento de 10.000 vezes no
namero de pratos tedricos [76]. Para técnicas cromatograficas multidimensionais, em
que 0s mecanismos de separa¢ao sao, em teoria, ortogonais, a capacidade do sistema
€ o produto das capacidades das dimensdes individuais. Para GCxGC, dadas duas
colunas com capacidade de pico ny € ng, respectivamente, a capacidade de pico do
conjunto de colunas sera dado por nixhy. Consequentemente, o uso de sistemas
multidimensionais, tais como GCxGC, permite um aumento geométrico da capacidade
de picos, auxiliando na resolucédo de problemas complexos de separagdo. Em 1993 foi
relatado por Phillips uma capacidade de picos de 50.000 [77]. Porém, o simples
acoplamento de duas colunas em série, sem a presenca de um dispositivo de
interfaceamento, resultara num Unico mecanismo de separacdo, porém misto.
Consequentemente, sua capacidade de pico ndo serda muito superior as capacidades
das colunas individuais [29]. Na pratica a utilizagdo da capacidade de picos estara
dependente do grau de ortogonalidade das dimensbes. Quanto mais ortogonais forem
as dimensdes, maior a magnitude do espaco de separagao utilizado, portanto mais
préximo o valor real da capacidade de picos em relagédo ao teérico [78].
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Figura 9.Comparacao da capacidade de picos para 1D-GC, GC-GC para a transferéncia de uma fracio e para
GCxGC.
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Giddings mostrou que a dimensionalidade de uma amostra é a quantidade
minima de parametros que S&0 necessarios para que seja observada a ordenacao na
separacdo de seus constituintes. Por exemplo, para a caracterizacdo de uma série
homéloga de acidos graxos, ou seus derivados, é necessario apenas um parametro ou
dimensao, no caso pressao de vapor. Em sua analise por 1D-GC é observada uma
“ordem” nos cromatogramas, ou seja, 0s picos dos constituintes da séries homologas
estardo distribuidos uniformemente ao longo do cromatograma [76]. No entanto, para
analise de derivados petroquimicos, por exemplo, é observado que, muitas vezes,
compostos alifaticos possuem temperaturas de ebulicao préximas aos de compostos
aromaticos, resultando em coeluicdo e dificilmente é observado algum padrdao de
separacdo em 1D-GC. Normamente sao necessarias pelo menos 2 variaveis
independentes para especificar os membros de uma mistura, e portanto 2 dimensdes
para que sejam observados ordenamentos nos cromatogramas. Por isso uma
ferramenta exclusiva de técnicas cromatograficas multidimensionais, tal como GCxGC,
€ a estrutura cromatografica, no qual compostos quimicamente semelhantes estdo
agrupados em “clusters” facilitando a sua identificagdo visual e conferindo uma maior
confiabilidade em sua identificacdo ja que estdo disponiveis dois parametros
independentes para sua caracterizacdo ('ts e tr) [66]. Na Figura 10, pode ser
observado o agrupamento de compostos quimicamente semelhantes no cromatograma

bidimensional de um solvente aromatico.
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Figura 10. Cromatograma GCxGC de um solvente aromatico. Ilustracio retirada de Phillips ef al. [66].

3.3.3. Estrutura Cromatografica: FAME

Desde sua introducdo, a GCxGC tornou possivel a utilizacdo da estruturacao
cromatografica como uma ferramenta qualitativa, porém ainda existem algumas
discrepancias com relagéao as estruturagdes, principalmente em relagdo aos FAME. Os
primeiros relatos de estruturagdo cromatografica para FAME mostraram curvas de
eluicdo para compostos com 0 mesmo numero de insaturagdes [79,80].

Segundo Trachida et al., a identificacdo dos compostos no cromatograma (Figura
11 A) foi feita com base apenas nos indices de retencdo da 'D, apresentando
diferencas de mais de 20 unidades com relacdo aos indices da literatura.
Consequentemente pode ser notada a identificagcdo errbnea de alguns compostos. No
cromatograma expandido (Figura 11 B), pode ser observada a eluicao de ésteres
insaturados de w4, w6, w9 em um mesmo segmento de reta. Esta inconsisténcia foi
observada na identificacdo tanto do grupo C20 quanto do grupo C22, mostrando a
necessidade do uso de padrdes na falta de espectros de massas. Além disso, ambos 0s
autores mostraram a presenca de curvas de eluicao para FAME com o mesmo numero
de insaturacdes. Esta observacdo nao é totalmente correta. Possivelmente por serem
0s primeiros relatos, os autores poderiam desconhecer da influéncia do émega nas

coordenadas de retengéao.
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Figura 11. Cromatograma GCxGC-FID de éleo de peixe Savelha (“Menhaden 0il”) retirado de Mondello et al.
— “Detailed analysis and group type separation of natural fats and oils using comprehensive two-dimensional
gas chromatography” [101].

Nos casos em que € utilizado o conjunto de colunas denominado convencional
(ou normal) irdo ser observadas diferencas mais acentuadas de 2t entre os seus
isdmeros (por exemplo, %truws > “trws > “trwo). CONsequentemente, nestas condigdes de
programacao de temperatura (2-3 °C-min’"), dificilmente ir4 existir uma Gnica curva que
ird abranger todos isébmeros, com 0 mesmo grau de insaturacao, para os FAME. Na
Figura 12 A foi possivel ilustrar curvas que descrevem a eluicdo de compostos com o
mesmo numero de insaturacdes devido a auséncia (ou nao identificacdo) dos isbmeros
de posicdo. Uma alternativa para o uso destas curvas de eluicdo, em FAME, seria as
posicionar entre os isbmeros com o0 mesmo numero de insaturagdes, ou com o aumento
da programacéo linear de temperatura levando a perda de resolucéo entre os isbmeros.
Na realidade estas curvas podem ser observadas desde que tracadas para os mesmos

isdbmeros, conforme ilustrado na Figura 12 B.
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Figura 12. Cromatograma de é6leo de arenque (“herring 0il”) retirado de Brinkman et al. [79]. Ilustraciao da
estrutura cromatografica para PUFA.

3.3.4. Desenvolvimento da GCxGC-gMS

Uma caracteristica marcante da GCxGC é o fenbmeno de compressao de banda
que ocorre em principalmente em moduladores criogénicos, e térmicos.
Consequentemente larguras de picos de 100 — 600 ms sdo observados [79,80][81],[82].
Por isso os principais requisitos de detectores, para que sejam compativeis com a
GCxGC, é a presenca de pequenos volumes internos e altas taxas de digitalizacdo — ou
baixas constantes de tempo [80,81]. O detector mais utilizado desde da introdugéo
desta técnica € o FID, devido ao seu desprezivel volume interno e elevada taxa de
digitalizacao. Entretanto as analises que utilizam GCxGC-FID sédo geralmente ausentes
de informacao qualitativa (a ndo ser que se utilize injecbes de padrdes), sendo
comumente observada a combinacao de informagdes obtidas por GCxGC-FID e GC-
MS [84]. Em meados de 2000 foi dado inicio ao acoplamento entre equipamentos de
GCxGC e técnicas de MS, sendo que um dos primeiros relatos foi feito por Shellie e
Marriott no uso de um sistema GCxGC-TOFMS para andlise de éleo essencial [85].

Apesar de sua elevada e compativel taxa de aquisicao do sistema TOFMS, que permite
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a obtencao de espectros de massa de alta qualidade e a deconvolugdo dos mesmos
[86], 0 seu custo o torna proibitivo para aplicagées rotineiras. Em 1999, Frysinger e
Gaines ja relataram o uso do sistema GCxGC-gMS [87]. Entretanto o analizador
quadrupolar utilizado possuia taxa de aquisicdo limitada a 2,34 scans-s™', num intervalo
de 45 — 350 Th. Consequentemente, neste estudo, foi propositalmente empregada
condicdo cromatograficas que alargasse intensionalmente os picos na °D, tornando-os
mais compativeis com a baixa taxa de aquisicdo, o que limitava o monitoramente e
quantificagcdo das bandas cromatograficas [82]. J& em 2003, Shellie e Marriott
mostraram que o analizador quadrupolar operando num intervalo de m/z reduzido (41 —
228 Th) poderia alcancar taxas de aquisicao de até 20 Hz para fins qualitativos [86,87].
Em 2004 Debonneville e Chaintreau propuseram o uso do analizador quadrupolar
operando no modo de monitoramento de ions selecionados (SIM, do inglés “selected
ion monitoring” [90]), apresentando taxas de 30,7 Hz, para quantificacdo de alergénicos.
Segundo estes autores foi possivel obter curvas analiticas com coeficiente de
correlacdo entre 0,999 — 1,000, sendo que desvio padrao relativo nao ultrapassou de
6,3 % nas analises [91]. Song e Marriott relataram o uso de GCxGC-gMS para fins
qualitativos utilizando um intervalo reduzido de 42 — 235 Th, a 19,36 Hz. Entretanto
apenas 26 % dos analitos apresentaram similaridades aceitaveis de espectro de massa,
sendo relatada, também, a presenca de deformacéo do espectro de massas em alguns
analitos, conforme ilustrado na Figura 13 [92]. Este fenbmeno é conhecido como “mass
spectral skewing’, ou simplesmente “peak skewing”, consequéncia de uma alta variagéo
no fluxo de massa no analizador durante uma varredura [82]. Enquanto, em 2005
Adahclour et al. relatou 0 uso de GCxGC-gMS operando a 33 Hz para fins qualitativos e
quantitativos, e reportou que com esta taxa de aquisicao nao foi observado o fenémeno
de “peak skewing”, apresentando boas buscas por similaridades espectrais e desvios

padrdes relativos inferiores a 5 % [93].
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Figura 13. 1 - Comparacio entre as abundincia dos ions de um analito ao longo do pico cromatografico obtido
por GCxGC-gMS e GCxGC-TOFMS. I-) Cromatograma de ions totais (TIC) do analito analizado por
GCxGC-gqMS utilizando um intervalo de 42 — 235 Th a 19,36 Hz. II-) Cromatograma de ions totais do mesmo
analitos obtido por GCxGC-TOFMS utilizando um intervalo de 40 — 900 Th a 50 Hz. A, B e C sao os espectros
de massas adquiridos no comeco, apice e fim do pico cromatografico. Ilustracao retirada de S. M. Song et al.
[92]. 2 — Razdo de massa entre os trés pares de m/z 136/121 146/89 126/111. A) taxa de aquisiciao de 33 Hz; B)
taxa de aquisicao de 20 Hz. Ilustracdo modificada de M. Adahclour et al. [93].
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4. Materiais e métodos

4.1. Materiais, reagentes e amostras

Todos os reagentes empregados nesta pesquisa foram grau P.A. ou superior. As
fiboras de SPME foram poli(dimetilsiloxano) (PDMS) com espessura de 100 e 7 um
adquiridas junto a Supelco (Bellefonte, Pensilvania, EUA). A fibra foi condicionada de
acordo com as recomendacodes do fornecedor antes de ser utilizada. O holder, frascos
de extracdo, micro vials e o reagente de transesterificacdo, metdxido de sodio (CH3O
Na“), utilizados também foram adquiridos junto a Supelco. Para a obtengéo dos LTPRI
foi empregada a solugdo de alcanos lineares entre 8 e 40 atomos de carbono (Fluka,
Steinheim, Suiga).

As amostras de cera de Carnauba foram fornecidas pela EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria). As amostras de cera de abelha e 6leo de peixe
foram obtidas no comércio local de Campinas-SP.

4.2. Colunas Cromatograficas e Programacao de Temperatura

Foram empregadas as colunas cromatograficas HP-5 (5% fenil-95%
dimetilisiloxano) de dimensdes 30 m, 0,25 mm, 0,25 um com 1 metro de retention gap
desativado, para as andlises por GC-FID, em um cromatégrafo a gas modelo HP 6850
com detector FID (Wilmington, DE, EUA). Para as analises feitas por GCxGC, os
conjuntos de colunas empregados e as dimensdes de cada coluna estao listados na
Tabela 2.

Tabela 2. Conjuntos de colunas empregados para analises por GCxGC-qMS e -FID

Conjunto D D
1 HP-5 (80 m x 0,25 mm x 0,25 um) SPWax (1 m x 0,1 mm x 0,1 um)
2 HP-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) HP-50 (1 m x 0,1 mm x 0,1 um)

3 DBWax (25 m x 0,20 mm x 0,20 um)  HP-5 (1 m x 0,1 mm x 0,1 um)
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Durante o processo de otimizacdo das condigdes cromatograficas do sistema
GCxGC, na escolha do conjunto de colunas da Tabela 2 foi utilizada a seguinte
programac&o de temperatura: 120 °C a 3 “C'min” até 220 °C por 10 min a uma vazao
de 0,6 mL-min™". O injetor e detector operaram a 250 "C. No processo de otimizacdo da
transesterificacdo GC-FID foi utilizada uma programacao, otimizada, de 40 °C por 7 min
seguido por 10 “C-min” até 300 °C por 9 min. Quando utilizada a solugéo de n-alcanos
o forno foi deixado a sua temperatura maxima até a eluigdo do alcano de maior massa
molar (a 240 °C foi necessario aproximadamente 5 horas).

Para a obtencdo dos resultados finais foi utilizada a programacdo de
temperatura: 170 °C @ 3 “C-min™' até 240 °C por até 50 min.

4.3. GC-FID - Injecao Splitless: Transeterificacao

O equipamento GC-FID utilizado para otimizacdo dos processos de
transesterificacdo e da microtécnica de extragédo foi 0 modelo HP 6850N (Wilmington,
DE, EUA). O géas de arraste empregado foi Hélio com pureza de 99,999% (grau 5.0) a
uma vazao de 1,0 mL-min"".

Os métodos de transesterificacdo foram avaliados foram catalise basica com
metdxido de sbdio. O perfil cromatografico foi obtido utilizando equipamento GCxGC-
FID e .gMS.

A instalacdo de um retention gap no conjunto de coluna foi realizado utilizando
um capilar desativado de silica fundida de dimensdes 1,0 m e d.i 0,20 mm. O método de
injecao utilizado foi splitless. As condigbes cromatogréaficas foram otimizadas segundo a

largura de pico (eliminag&o do efeito solvente).

4.3.1. Catalise Basica

A otimizacao do processo de transesterificagdo por catalise basica foi realizada,
em colaboragdo com a aluna M. F. Furlan, utilizando um delineamento composto
central, com sete replicatas no ponto central Para o ajuste do modelo quadratico foi
necessariaa utilizacdo de pontos axiais. Os parametros avaliados foram: volume de
isooctano (i), volume de derivatizante (D), tempo de reacéao (t) e temperatura de reacao
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(T). A concentragdo do derivatizante foi 2 mol-L™', uma vez que esta é a concentragdo
na qual o metanol esté saturado com o reagente metoxido de sodio. Os niveis avaliados
foram baseados em evidéncias experimentais ja citadas na literatura [57]. A tabela de
planejamento esta ilustrada na Tabela 4. A massa pesada de cera de abelha foi 200 mg

num frasco de 2 mL.

Tabela 3. Codificacio das variaveis no planejamento experimental.

Nivel i (uL) D (uL) T (°C) t (min)
-2 0 0 20 0
-1 250 50 30 5
0 500 100 40 10
1 750 150 50 15
2 1000 200 60 20

Tabela 4. Planejamento experimental para ajuste do modelo quadratico para determinacdo da condi¢io 6tima
do processo de transeterificacio com catalise basica.

Ponto | D T T Resposta
1 -1 -1 -1 -1 173633
2 -1 -1 -1 1 79192.3
3 -1 -1 1 -1 140457.6
4 -1 -1 1 1 102410.5
5 -1 1 -1 -1 75826.7
6 -1 1 -1 1 771417
7 -1 1 1 -1 123440
8 -1 1 1 1 127561.6
9 1 -1 -1 -1 221815.3
10 1 -1 -1 1 179611.9
11 1 -1 1 -1 131666.7
12 1 -1 1 1 120330.1
13 1 1 -1 -1 215220.1
14 1 1 -1 1 93961.7
15 1 1 1 -1 121090
16 1 1 1 1 109557.2
17 -2 0 0 0 9045.5
18 2 0 0 0 101209
19 0 -2 0 0 141627.7
20 0 2 0 0 105716
21 0 0 -2 0 43443.5
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(continuacao da Tabela 4)

Ponto I D T t Resposta
11 1 -1 1 -1 131666.7
12 1 -1 1 1 120330.1
13 1 1 -1 -1 215220.1
14 1 1 -1 1 93961.7
15 1 1 1 -1 121090
16 1 1 1 1 109557.2
17 -2 0 0 0 9045.5
18 2 0 0 0 101209
19 0 -2 0 0 141627.7
20 0 2 0 0 105716
21 0 0 -2 0 43443.5
22 0 0 2 0 138239.7
23 0 0 0 -2 132275.2
24 0 0 0 2 125705
25 0 0 0 0 129733.3
26 0 0 0 0 100691.9
27 0 0 0 0 102140.9
28 0 0 0 0 92244 .4
29 0 0 0 0 111777.3
30 0 0 0 0 135026.2
31 0 0 0 0 129512.1

4.4. Parametros Operacionais do GCxGC-FID

O protétipo GCxGC-FID foi utilizando ao longo do trabalho para a otimizagdo de
alguns parametros cromatograficos, tais como a escolha do periodo de modulagéo e a
composicdo das fases estaciondrias utilizadas na 'D e °D, enquanto o protétipo
GCxGC-gMS encontrava-se em desenvolvimento. O equipamento GCxGC empregado
foi um cromatografo a gas HP 6890 (Wilmington, DE, EUA) com detector FID e
equipado com injetor do tipo split-splitless. Foi utilizado N> ¢ aquecido como gas
quente. Os gases utilizados para a modulacdo foram controlados por duas valvulas
solenodides de trés vias (Ascoval Ind. e Com. Ltda, Brasil). O controle do sistema
GCxGC foi baseado na plataforma LabVliew® versdo 8.5 e foi utilizado o conversor
AD/DA NI DAQPad 6015 de 16 bits da National Instruments (Austin, TX, EUA).

GCxGC-FID: O injetor e detector operaram a 250 °C. O gas de arraste utilizado
foi hidrogénio grau 5.0, a uma vazdo de 0,6 mL-min. A temperatura do sistema de
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aquecimento foi ajustado para 350 °C. As pressdes de focagem e coleta foram de 12 e
10 psig, respectivamente. A porcentagem de quente na focagem e frio na coleta foram

de 50 e 60 %, respectivamente.

4.5. Protétipo GCxGC-gMS

O desenvolvimento do protétipo GCxGC-gMS teve como base experiéncias
prévias, obtidas pelo grupo de pesquisa ao desenvolver protétipos GCxGC-FID
[94,95][94][95]. O equipamento comercial utilizado foi o GC-gMS modelo QP2010Plus
(Shimadzu, Tokyo, Japao). O gas de arraste utilizado foi hélio (grau 6.0) a uma vazao
de 0,6 mL-min™". As temperaturas do injetor e da linha de transferéncia foram 270 °C e
250 °C, respectivamente. A temperatura da fonte de ions foi de 200 °C. A voltagem da
multiplicadora de elétrons foi ajustada de acordo com cada amostra. A temperatura do
sistema de aquecimento foi ajustada para 350 °C. As pressdes de focagem e coleta
foram de 12 e 10 psig, respectivamente. A porcentagem de quente na focagem e frio na
coleta foi de 50 e 60 %, respectivamente.

O processo de modulagdo neste sistema foi realizado pela incidéncia de jatos
alternandos de gas nitrogénio, frios e quentes. O gas frio foi resfriado pela sua
passagem através de uma serpentina com cerca de 2 metros de comprimento, que se
encontra dentro de um frasco de Dewar contendo nitrogénio liquido (-196 ‘C) para
modulagdo de compostos de diferentes faixas de volatilidade. O gas quente foi
aquecido ao percorrer uma serpentina de cerca de 5 metros de comprimento enroladas
sobre num tarugo de aco inox em cujo centro se encontrava dois resistores de
dissipacao térmica de 400 W. Foi utilizado um controlador de temperatura da COEL
modelo UWH 2000 (Coel, Brasil). O direcionamento dos gases para o sistema de
aquecimento e de criogénia foram realizados por duas valvulas solendides de 3 vias
(Ascoval Ind. e Com. Ltda, Brasil). As valvulas, por sua vez, foram controladas por um
software escrito pelo Dr.Ernesto C. Ferreira, em ambiente LabView versdo 8.5,
utiizando um conversor AD/DA de 14 bits National Instruments NI USB 6009 (Austin,
TX, EUA) [96]. Além disso, o software foi responsavel pela sincronizagéo entre o inicio
da operacao das valvulas com o inicio da corrida cromatografica. O diagrama genérico
do protétipo GCxGC esta mostrado na Figura 14.
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Figura 14. Diagrama geral do protétipo GCxGC-gMS. (1) sistema de controle de aquecimento, (2) sistema de
aquecimento, (3) modulador de quatro jatos, (4) espectrometro de massa com analisador quadrupolar, (5)
conversor AD/DA, (6) relés de estado solido, (7) Dewar, (8) valvulas solenéides 3 vias.

A interface do software encontra-se na Figura 15. Nesta interface gréafica o
usuario pode informar a frequéncia de modulacao, e a porcentagem do tempo na qual a
valvula ira permanecer no modo quente ou frio. Esta porcentagem é calculada sobre o
periodo de modulagdo. No canto esquerdo superior da tela esta indicado o estado da
valvula de focagem. Na regidao central superior temos o estado da valvula de coleta. O
estado de cada valvula é monitorado em tempo real, e ilustrado por sinalizadores
coloridos. Por exemplo, coloragdo vermelha na focagem significa que a valvula
solendide esta direcionando o gas para a camara de aquecimento, portanto incidindo
gas quente sobre a regido da coluna correspondente a focagem. Uma coloracao azul na
coleta indica a indidéncia de gas resfriado sobre a regidao da coluna correspondente a
coleta. No canto direito da tela se encontra a janela denominada “lines”, sendo esta
responsavel pelo canal no qual € aquirido o sinal de sincronia com o “start” do
cromatografo a gas. Na regido central a direita ha uma janela (“physical channels”) para
a selecao do conversor AD/DA conectado, quando houver mais de um conectado ao
microcomputador. Logo a baixo, na janela “source 2” é feita a escolha de qual fonte fara
o monitoramento temporal dos eventos das valvulas. Este prototipo foi utilizado para

realizar as caracterizagdes das amostras de 6leos e cera.
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Figura 15. Interface do usuario do programa de controle de valvulas do GCxGC na plataforma LabVIEW
versao 8.5 (modificacao da versao desenvolvida pelo Doutor Ernesto Ferreira [96]).

4.5.1. Identificacao dos Analitos

A identificagdo dos compostos presentes nas cera de abelha e de carnauba
foram realizadas por GCxGC-gMS através da comparagdo entre os espectros de
massas de cada eluato com os espectros da biblioteca mainlib do National Institute of
Standards and Technology (NIST) de 2008, utilizando o programa GClmage (Zoex
Corporation, Houston, USA). Foram considerados somente picos em que a similaridade
entre os espectros foi maior que 80%. Além da similaridade entre os espectros de
massas, os LTPRI foram obtidos para as analises com o jogo de colunas 1 da Tabela 2.
Para obtencao dos LTPRI, foram injetadas as solu¢des transesterificadas das amostras,
em n-hexano, e dopadas com a hidrocarbonetos lineares de C7 — C40.

4.6. Aquisicao e Interpretacao de dados

O software comercial utilizado para a aquisicdo de dados e para o controle do
cromatégrado a gas foi a Chemstation (Agilent, Wilmington, EUA). A aquisicdo dos
dados do espectrometro de massa foi realizadas pelo software comercial GCMSsolution
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versdo 5.3 (Shimadzu, Kyoto, Japao). Este software é responsavel pelo controle do
cromatdgrafo e do espectrdmetro de massas, sendo através deste a insercdo dos
parametros operacionais tais como programacao de temperatura, vazdo do gas de
arraste, temperaturas do injetor, da linha de transferéncia e da fonte de ionizagéo,
intervalo de scan em Th, e assim por diante.

Dessa forma, os dados gerados do sistema GCxGC-FID e -gMS foram tratados
pelo software comercial GC Image versao 2.0 (Zoex Corporation, Houston, USA). Neste
software os cromatogramas brutos foram remodelados para sua visualizagdo na forma
de diagramas de contorno (“contour plot”) e os parametros qualitativos (por exemplo,
processamento de espectros de massa, ajuste de linha base e métodos de alisamento
de picos) e quantitativos (por exemplo, volume dos picos) sdo passiveis de serem
tratados.

4.7. Microextracao em fase solida: Extracao Direta

As fibras utilizadas foram poli(dimetilsiloxano) (PDMS) de espessuras de filme
100 um e 7 um. Para as analises cromatogréficas foi utilizado um cromatografo a gas
modelo HP 5890 (Wilmington, DE, EUA) dotado de uma coluna HP-5. Os picos
monitorados foram previamente identificados no equipamento GC-gMS modelo QP2010
Plus. Para avaliar o perfil de extragdo foram realizados estudos de quantidade extraida
representada pela area dos picos dos FAME (C16, C18 e C24) de cera de abelha. Os
intervalos estudados foram 5, 10, 15, 20 e 30 minutos. A temperatura de extracao foi
ambiente.

A microextracao foi realizada em vials de 200 L. Ao frasco de microextragao foi
adicionado 100 pL de uma solucdo 200 mg-mL™" de uma suspenséo de cera de abelha
em iso-octano e 50 L da solugao saturada de metdxido de s6dio em metanol. O frasco
foi agitado por 2 min em vortex, e 0 solvente seco sob fluxo de nitrogénio seco por 15
minutos. Em seguida, adicionou-se 50 pyL de uma solu¢do aquosa de acido cloridrico 2
mol-L" e 150 pL de &gua destilada. Apds o preparo a fibra de SPME foi exposta a
solucdo aquosa. Antes da etapa de dessorcdo da fibra no injetor, esta foi seca
delicadamente com papel toalha (foi necessario apenas um leve contato da regido da
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fibra na qual se encontrava a goticula de agua com o papel). As anélises foram
realizadas em duplicatas.

Também avaliou-se a hipotese de adsor¢céo dos ésteres metilicos na parede do
frasco e septo. O procedimento de preparo da amostra foi 0 mesmo adotado para a
extracao direta. Porém foram investigados dois grupos: referéncia e alvo. No grupo
referéncia a extracdo dos FAME foi realizada imediatamente ap6s o preparo da
amostra, enquanto o grupo alvo a extracao foi conduzida apés 30 min do preparo da
amostra, tempo que permite a adsor¢cdo de uma parcela consideravel de FAME. As

analises foram realizadas em 6 replicatas.
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5. Resultados e Discussao

Nesta secado serao discutidos primeiramente o0s aspectos envolvidos na
otimizagdo do processo de transesterificacdo e de preparo de amsotra realizados no
equipamento GC-FID. Junto com essa discussdo serdo abordados assuntos como a
otimizagdo dos parametros cromatograficos do GC-FID no modo “splitless” (efeito
solvente), o planejamento experimental, e, por ultimo, a otimizagcdo do preparo da
amostra. Posteriormente, serd abordada a montagem do protétipo GCxGC-gMS e,
finalmente, a andlise dos lipidios, onde serdo considerados topicos pertinentes ao
desempenho analitico do protétipo (gas de arraste, conjunto de colunas utilizadas e
taxa de aquisi¢ao), e as ferramentas qualitativas utilizadas ao longo da identificagao dos

constituintes dos lipidios.

5.1. GC-FID
5.1.1. Efeito Solvente

O efeito solvente é um parametro importante a ser otimizado para que inje¢des
operando no modo splitless apresentem a maior detectabilidade sem consideravel
alargamento da banda cromatografica. Por isso, a escolha adequada do tempo no qual
o forno foi mantido a temperatura inicial de 40 °C foi estudado no intervalos de 3 a 7
minutos, comparando-se as larguras dos pico na base. Para maiores fundamentacgdes
teoricas referir-se a secdo Anexo Il.

Com este sistema, foi observada uma diminuicdo geral da largura de base dos
picos cromatograficos em relacao ao splitless sem uso de retention gap. Por exemplo,
para um pico que elui a 300 "C, a uma programacao de 40 “C (3 min) a 10 °C-min™" até
300 °C (9 min), sua largura de base foi de 8,0 s. A largura da base deste mesmo pico, a
uma isoterma de 40 °C por 5 e 7 minutos, foi de 6,5 e 5,3 s, repespectivamente. De
forma geral, o intervalo de 5 e 7 minutos apresentaram uma diminuicdo na largura de
base dos picos de 19 % e 33 %, respectivamente, em relacao ao intervalo de 3 minutos.
Portanto a programacéo utilizada para as demais analises que envolveram injecées no
equipamento GC-FID modo splitless foi: 40 °C (7 min) a 10 “C-min™ até 300 °C (9 min).
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5.1.2. Catalise Basica

A otimizacdo da catélise basica utilizando como reagente o métoxido de sodio foi
realizada utilizando um planejamento experimental 2* com pontos centrais. O modelo
ajustado foi o quadratico, sendo necessario 0 uso de pontos axiais. A matriz de
planejamento esta ilustrada na Tabela 4. A variavel dependente foi escolhida como a
razdo entre a area total dos FAME sobre a massa de cera pesada (Ac), de forma a
eliminar a variacao de pesagem da amostra.

Na Figura 12, pode ser observada a superficie de resposta que apresenta um
formato de cela o que demonstra claramente a existéncia de interacdes entre as
variaveis estudadas, e desta forma o uso de métodos univariados para otimizacao
devem ser evitados uma vez que nao permitiriam avaliar tais interagées. A equacéo
que modela o comportamento do processo de transesterificacdo em fungdo da
temperatura (7), tempo de reacdo (i), quantidade de derivatizante e volume de iso-

octano é:

Ac = 113721+19913i-9562%-11547D-13605T+8903T>-19752it+11180Dt+12487Tt

Equacido 4. Equacio utilizada para modelar a influéncia dos parimetros sobre o processo de
transesterificacdo. Ac = Area total de FAME sobre a massa pesada de cera, i = volume de iso-octano, D =
volume de derivatizante (solucao 2 M metoxido de sodio em metanol), T = temperatura de reacao, t = tempo
de reacao.

Os coeficientes da equacao foram determinados a um nivel de confianca de 95
%. Durante a modelagem optou-se por ignorar os efeitos lineares e quadraticos do
tempo, uma vez esse se mostrou nao significativo. O modelo ajustado conseguiu
explicar 64 % da variacdo observada (r? = 0,642), esse valor foi considerado satisfatério
uma vez que a variavel homogeinidade da amostra nao pode ser controlada, e este
modelo nao foi utilizado para fazer previsbes de areas, apenas para a determinacao da
condicao Otima de transeterificacdo. A seguir, estdo ilustradas algumas figuras de

mérito do planejamento experimental.
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Figura 16. A - Superficie de reposta para as variaveis temperatura e iso-octano (as variaveis derivatizante e
tempo foram mantidas no nivel 0). B - Diagrama de Pareto ilustrando as estimativas dos efeitos a um nivel de
confianca de 95 %. Imagem gerado pelo software Statistica versao 6.0. Legenda: (1)i-octano(L) — efeito linear
do volume de iso-octano; (2)Derivatizante(L) — efeito linear do volume de solucao de metéxido de sédio 2 M;
(4)Temperatura(LL) — efeito linear da temperatura do processo de transesterificacdo; i-octano(Q),
Temperatura(Q) e Derivatizante(Q) correspondem, respectivamente, aos seus termos quadraticos; 1Lby3L,
3Lby4L e 2Lby3L correspondem a influencia dos efeitos mistos, ou seja, interacdes entre fatores (1 = volume
de iso-octano, 2 = volume de derivatizante, 3 = tempo de reacio e 4 = temperatura de reacao).

A partir das somas quadraticas foi possivel aplicar o teste F para a soma
quadratica dos termos do modelo em relacao a soma do erro puro. O valor calculado foi
maior do que o valor do Fico, portanto, o modelo quadratico se mostrou valido [97]. No
entanto, ao comparar a soma quadratica da falta de ajuste com o erro puro, o valor do
teste F era superior ao Feriico, CONsequentemente a previsdo de respostas se tornou
impossibilitada.

A partir da analise dos dados foi possivel concluir que dentro dos valores
testados, o tempo de reacdo nao influencia no rendimento da reacao, as variaveis iso-
octano e derivatizante devem ser mantidas no nivel 0, ao passo que a temperatura deve
ser mantida no nivel 0. Portanto a condicao 6tima para transesterificacao foi de 200 mg
de cera dissolvida em 500 pL de iso-octano (400 mg-mL™"),100 uL de solucdo
metanodlica de metoxido de sédio 2 mol-L™" a temperatura de 40 °C com um tempo de
reacdo de 5 min. No procedimento experimental da microtécnica de extracdo foi
mantida a proporgéo entre os reagentes, de forma a manter a condigdo 6tima. Além
disso, foi observado que para a transesterificacao de células de mucosa bucal e 6leo de
peixe a reacdao pode ser processada a temperatura ambiente, sendo que,
provavelmente, para a cera de carnauba uma temperatura maior é necessaria devido a

necessidade de maiores temperaturas para a sua completa dissolucao em iso-octano.
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5.2. Microextracao em Fase Sdélida

Ao longo do desenvolvimento do procedimento de microextragéao foi escolhida a
fibra comercial com revestimento de PDMS. Porque este polimero apresenta um maior
grau de entrecruzamento de suas cadeias poliméricas, conferindo a fibra uma maior
estabilidade mecanica. Além disso, a fibora de PDMS com espessura de filme de 7 ym
possui seu revestimento quimicamente ligado ao suporte. Consequentemente, a fibra
de PDMS de espessura de 7 ym apresenta uma estabilidade quimica ainda maior do
que a fibra de PDMS de 100 um. Ademais, devido a sua baixa temperatura de transicao
vitrea, ou seja, apresenta propriedades fisico-quimicas de um liquido e, portanto
apresenta elevada faixa linear [59]. Consequentemente, devido a esta ultima
propriedade o mecanismo de extracdo predominante serd de particdo (absorgcédo) dos
analitos entre 0 meio aquoso e o revestimento, de tal forma que ndo havera
competicdo, nem deslocamento, entre espécies presentes na matriz [63]. Além disso,
como independentemente da polaridade do lipidio, uma vez convertido para em seus
FAME, o coeficiente de distribuicdo do analito entre meio aquoso e revestimento sera
favoravel, sugerindo uma maior eficiéncia de isolamento. A constante de distribuicao
pode ser estimada pelo modelo semi-empirico conhecido como a equacao de Kamlet-
Taft. Nessa equacado, dentre outros termos, o “termo de cavidade” e de interagdes
eletrostaticas sugerem uma constante de distribuicdo favoravel a distribuicdo dos
analitos no polimero. Porque os FAME possuem uma estrutura quimica semelhante a
das cadeias polimericas de PDMS e as interagbes entre os analitos e o revestimento
extrator sdo favoraveis pois ambos possuem elevadas constantes de polarizabilidade
(a) - o que aumenta as forcas dispersivas (dipolo induzido/dipolo induzido ~ a;ag/r®).
Além disso, ao utilizarmos a SPME para isolamento dos analitos é observado um maior
valor na razao entre as fases () pois os revestimento apresentam tipicamente volumes
da ordem de microlitros.

O preparo da amostra consistiu, basicamente, na derivatizagcdo dos lipidios em
FAME, evaporacdo do solvente orgéanico, neutralizacdo do excesso de reagente e
introducdo do meio microextrator no frasco de 200 pL. A evaporagédo do solvente tem

esséncialmente duas finalidades: retirar o solvente orgénico para nao alterar o
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coeficiente de distribuicdo dos FAME entre meio aquoso e meio extrator, e ao evaporar
o solvente a fim de criar um filme homogénio de amostra sobre a parede interna do
frasco. Com a distribuicdo da amostra na forma de um filme homogénio, sua espessura
é reduzida e o intervalo de tempo necessario para a difusdo do analito através deste
filme sera menor tornando a etapa limitante da transferéncia de massa a difusdo do
analito através do revestimento da fibra, como pode ser observado na Figura 17.

Para avaliar a aplicabilidade da SPME na extracao direta dos FAME de cera
foram utilizadas as fibras comerciais de PDMS de 100 e 7 um. Teoricamente a cinética
de transferéncia de massa para a fibra de menor espessura é mais rapida, em relacao a
fibras de maior espessura, porém a capacidade extratora aumenta com o aumento da
espessura do filme. Na pratica, pode ser observado que a fibra de 7 um atingiu o estado
estacionario em 10 min, enquanto a fibra de 100 um no intervalo estudado n&o atingiu
sua etapa de equilibrio. Intervalos maiores poderiam ter sido avaliados, porém na
pratica o uso da fibra mais espessa iria aumentar demasiadamente o processo de
preparo de amostra. Ao se observar a Figura 17 pode ser visto que entre o intervalo de
5 a 10 min a quantidade extraida aumenta proporcionalmente ao tempo de exposicao,
enquanto aos 10 minutos € atingido o estado estacionario seguido pela perda de FAME
no sistema. Com um periodo de exposicdo de 10 min a quantidade extraida foi

suficiente para a deteccéo e identificacao dos compostos minoritarios.
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Figura 17. Perfil de extracio dos FAME da cera de abelha metilada. As fibras avaliadas foram PDMS de 100
pm e 7 pm de espessura. Os pontos foram obtidos em duplicata. Para os pontos de 5 min da fibra PDMS de 7
pm e 20 min para a fibra de PDMS de 100 pm, os desvios relativos foram de 10 e 15 %, respectivamente.
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O perfil de extracdo para a fibra de PDMS com espessura de 7 ym sugeri a
presenca de dois processos que competem pelos analitos. O primeiro processo seria a
particdo dos analitos entre o revestimento de PDMS e meio aquoso. Ao passo que o
segundo processo sugeri a adsorcdo dos analitos nas paredes do frasco e
possivelmente no septo. Para ilustrar a hipétese, considerando o sistema aberto na
interface do revestimento com meio aquoso, teriamos dois processos de transferéncia
de massa. A primeira seria no sentido do meio aquoso para o revestimento — entrada do
sistemas - +0m;/6t (variacdo da massa pelo tempo), e a segunda no sentido de saida
do sistema, -dmy/dt, conforme ilustrada na Figura 18.

sm/st 4

estado estacionario
2 — taxa de saida

1 - taxa de entrada

>
Text tempo

Figura 18. Grafico ilustrando as duas cinéticas de transferéncia de massa tedricas consideradas na hipétese
para explificar o perfil de extracio para a fibra comercial de PDMS com espessura de 7 pm.

Para ilustrar a presenca destes processos “competitivos”, tal como a adsorcao
dos analitos nas parede do frasco e septo, foi avaliada a disponibilidade de FAME
obtidos ap6s o preparo da amostra. Foram avaliados dois grupos: de referéncia e alvo,
diferindo apenas em seu tempo de exposicdo a solucdo aquosa. No grupo de
referéncia, imediatamente apds o preparo da amostra, foi realizada a extragdo dos
analitos, ao passo que no grupo alvo a extracao foi realizada apdés um periodo de 30
minutos. Deve ser ressaltado que o tempo de exposicao foi mantido o mesmo em
ambos casos (10 min). Foi possivel observar que a disponibilidade dos FAME é cerca
da metade com relagdo ao grupo de referéncia. Este resultado pode, portanto, ser
utilizado como suporte da hipdétese mesmo que parcialmente. Portanto, a taxa de saida
do sistema, -dmy/dt , pode ser atribuido a adsor¢céo dos analitos nas paredes do frasco,
septo e, demais, fendmenos ndo considerados pelo modelo.



Resultados e Discusséo 59

5.3. Desenvolvimento do protétipo GCxGC-qMS

Foi escolhido o equipamento comercial GC-gMS modelo QP2010 Plus, pois este
possui uma elevada velocidade de varredura (10.000 Th-s™') podendo fornecer taxas de
aquisicao de até 33 Hz com uma faixa de varredura de até 244 unidades, ou 50 Hz

operando no modo “Single lon Monitoring” (SIM).

Figura 19. A. Foto do equipamento GC-qMS modelo QP2010 Plus sem alteracdes. B. Foto do controlador da
interface GCxGC montado no laboratério.

Primeiramente foi realizada a montagem do sistema conversor com base nos
equipamentos previamente desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do LGC [95]. Apds a
montagem da interface GCxGC, esta foi instalada no GC-FID modelo 6890 para avaliar
o desempenho eletrénico da interface. Foi observada compatibilidade dos tempos de
resposta dos relés de estado soélido e do controlador AD/DA. Para avaliar o
desempenho eletrénico foi injetada uma amostra de querosene para comparar 0 seu
perfil cromatografico com o de equipamentos previamente desenvolvidos no laboratorio
[95]. Foi observado no cromatograma paralelismo da série de alcanos com 0 eixo
correspondente ao tempo de retencdo da 'D. Isso indicou a auséncia de atraso
eletrénico. Caso houvesse estes atrasos, eles estariam presentes em cada modulacao
e ao final da corrida seria observada uma inclinacdo da série de alcanos
correspondente ao acumulo de atrasos. Consequentemente nesta série seria observado

um aumento gradual dos tempos de retencéo na °D.
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Entdo, a interface foi adaptada no equipamento QP2010 Plus. Durante a
instalacao foi necessario criar um isolamento que nao permitisse queda de agua na
parte eletrénica do equipamento. Por isso, foi construido um guia de acrilico pelo qual
os tubos de inox passariam, e ao seu redor 1a de vidro para evitar eventuais trocas de
calor. Esse equipamento GCxGC-gMS apresentou um isolamento térmico semelhante

as versoes previamente desenvolvidas no LCG [95], com um consumo de nitrogénio

liquido de cercade 2,5 L-h™.

Figura 20. Foto do equipamento GC-qMS QP2010 Plus apds conversao para GCxGC-qMS. A. Isolamento dos
tubos do modulador com 1la de vidro e guia de acrilico. B. Interface GCxGC mostrando o sistema de
resfriamento dos gases de N,, e ao fundo as valvulas solenoides e controladores de pressao.

Ao longo da utilizacdo do equipamento foram observadas limitacoes,
originalmente desconhecidas, que se mostraram cruciais ao longo de seu
funcionamento. Estas serdo apresentadas em suas respectivas ordens cronolégicas.
Primeiramente, o sistema de aquecimento era constituido por tubos de cobre
aquecidos. Portanto, apds continua exposicao a elevadas temperaturas (300 — 400 °C)
este material foi oxidado. Consequentemente, o modulador ndo era capaz de
remobilizar os analitos durante o processdo de modulagcdo, causando, entre outros, o
aprisionamento dos analitos na regiao do modulador. O segundo problema foi com os
conectores de colunas utilizados, estes consistiam de material de vidro. Entretanto,
como este equipamente utilizava como gas de arraste o hélio que apresenta alta

viscosidade, o equipamento operava a pressdées na cabeca da coluna da ordem de 250
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— 600 kPa. Consequentemente, devido a elevada diferenca de pressdo o conector
possuia tempo de vida curto, exigindo sua periddica substituicdo. Portanto, o material
do sistema de aquecimento foi substituido por ago inox, um material mais resisténte e
inerte, assim como o conector das colunas cromatograficas foi substituido por um
modelo metalico. Além disso, foi realizada a instalacdo de um sistema de exaustao
interno do cromatégrafo para forcar fluxos convectivos que eliminassem qualquer
humidade que poderia se depositar sobre a parte eletrénica do sistema. Na Figura 21,
pode ser observado um cromatograma de querosene adquirido no sistema GCxGC-
gMS.
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Figura 21. Cromatograma de querosene comercial adquirido no sistema GCxGC-qMS. Programaciao do
forno cromatografico: 40 °C a 3 °C-min™' até 240 °C. Periodo de modulacdo = 5 s. Gas de arraste H, (0,6
mL-min™?). Taxa de aquisicio 33 Hz com intervalo de varredura 40-284 Th. Modo de ionizacao EI (0,7 eV).
Voltagem da multiplicadora 0,8 kV. Volume injetado 0,5 pL (razao de split 1:200). Temperatura do injetor e
linha de transferéncia 250 °C. Temperatura da fonte de ionizacido 200 °C. Conjunto de colunas 1.

Outra mudanga crucial no desempenho do sistema GCxGC-gMS foi a mudanga
do gas de arraste de hélio para hidrogénio, principalmente devido a sua menor
viscosidade e menor perda de eficiéncia devido a mudancgas de velocidades linear do
gas de arraste [98]. llustrada na Figura 22. Comparativamente, o sistema GCxGC-gMS
operava a uma pressdo de 396 kPa para que fosse observada uma vazao de 0,6
mL-min” operando com hélio, a 170 °C. Entretanto, com a mudanca do gas para
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hidrogénio o sistema passou a necessitar de cerca de 170 kPa para apresentar vazao
de 0,6 mL-min”". Comumente, em sistemas GCxGC a primeira dimensdo opera em
condi¢cbes proximas ao seu 6timo, ao passo que na segunda dimensdo opera em
velocidades lineares abaixo do seu 6timo [33,99,100]. Consequentemente, com o
acoplamento ao gMS a saida da coluna de segunda dimensao esta sob vacuo, de
forma que sua queda de pressao na segunda coluna sera ainda maior (em relagdo ao
GCxGC-FID). Portanto, sua velocidade linear sera maior na 2D, passando a operar em

condi¢des mais proximas de sua velocidade linear ideal.
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Figura 22. A. Diagrama comparando o desempenho cromatografico para trés tipos de gas de arraste.
Representado em vermelho, azul e verde estio ilustradas as curva de van Deemter para os gases hidrogénio,
hélio e nitrogénio. B. Diagrama mostrando a varia¢ido da viscosidade dos gases hélio, nitrogénio e hidrogénio
com relacdo a temperatura. Ilustragio retiradas e adaptadas de J. V. Hinshaw [98].

5.4. Colunas cromatograficas

Para a escolha do conjunto de colunas foi utilizado o equipamento GCxGC-FID.
A programacéao de temperatura utilizada foi 120 °C até 220 "C (10 min) a 3 *C'min’".
Foram obtidos cromatogramas utilizando os conjuntos de colunas da Tabela 2. O
critério utilizado para escolha do conjunto de colunas foi o aproveitamento do espaco
cromatografico e a temperatura maxima de operagao. Foi observado que nos conjuntos
de colunas HP-5+SPWax (A) e DBWax+DB-5 (C) os picos cromatograficos estavam

bem distribuido no espaco de separacao, ao passo que no conjunto HP-1+HP-50 os
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picos se distribuiam numa regido inferior ao observado em A e C. Por isso o conjunto B
nao foi escolhido pois a utilizagdo do seu espaco de separagdo € menor em relacdo aos
demais conjuntos, devido a sua menor ortogonalidade, ou seja 0s mecanismos de
separacao da 'D e 2D sao parcialmente correlacionados. Visualmente as diagonais
correspondentes aos alcanos, ésteres metilicos e alcoois estariam distribuidas numa
regidao muito préxima umas das outras, conforme mostra a Figura 23. O conjunto C ndo
foi utilizado devido a sua inferior temperatura maxima de trabalho. O limite da coluna
DBWax é de 260 ° (250 °C operando em isoterma) enquanto a coluna SPWax possui
um limite de 280 °C (270 °C operando em isoterma). Portanto o conjunto A foi
escolhido, pois apresenta o maior grau de ortogonalidade e consequentemente a maior
capacidade de pico, e devido a maior temperatura de operacdo. Consequentemente
este conjunto € o mais adequado para a andlise de matrizes mais complexas, pois
teriamos uma maior distribuicdo dos seus constituintes no cromatograma, conforme

ilustrado na Figura 23.
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Figura 23. Ilustracdo genérica do comportamente de trés classes de compostos: séries de alcanos alifaticos
(BRANCO), ésteres metilicos alifaticos (CINZA) e alcoois alifaticos (PRETO). A. Conjunto de colunas
ortogonais (HP-5+SPWax). B. Conjunto de colunas semi-ortogonal (HP-1+HP-50).

5.5. Analise de Lipidios
5.5.1. Estrutura Cromatografica

A alternativa proposta neste trabalho € o uso da GCxGC para analise de FAME
de seus respectivos lipidios. Com o uso do conjunto de colunas 1 e a programacao de
temperatura adequada, o mecanismo predominante na primeira dimensdo é a

separacao por volatilidade e na segunda interacoes especificas. Pelo fato da segunda
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dimenséao se tratar de uma coluna com revestimento de poli(etilenoglicol), as interacdes
especificas serdao principalmente ligagcdes de hidrogénio, interagdes entre dipolos
permanentes, além das demais forcas dispersivas. Na Figura 24 esta ilustrado o
cromatograma de 6leo de peixe. Neste pode ser observada, principalmente, a
separacdo por grupos, ou seja, na 'D os FAME estdo agrupados em determinados

intervalos de 'tg de acordo com o comprimento de suas cadeias.

(L1 e 14

Figura 24. Cromatograma de 6leo de peixe adquirido no sistema GCxGC-FID. Condicoes cromatograficas:
170 °C a 3 °C-min™" até 240 °C, seguido de isoterma a 240 °C por 25 min; Periodo de modulacao 6 s; vazao 0,6
mL-min’; taxa de aquisicao 100 Hz; introducdo da Amostra SPME; temperatura do injetor e detector 250
°C; conjunto de colunas 1.

Na Figura 25 pode ser observada uma regiao ampliada do cromatograma de éleo
de peixe. Nesta regidao pode-se observar a estruturacdo de compostos quimicamente
semelhantes e relacionados, caracteristica de técnicas multidimensionais
compreensivas. Nesta amostra, podem ser observadas duas caracteristicas principais.
A primeira € a influéncia do numero de insaturacdes nas coordenadas de retencéao.
Com o aumento do numero de insaturacées a molécula de FAME passa a apresentar
um carater mais polar, consequentemente 0 seu tg ird aumentar. Como na 'D o
mecanismo de separagao é essencialmente por volatilidade, as moléculas lineares (de
maior superficie de contato) irdo apresentar o maior tempo de retencao, devido a maior
magnitude das interagdes intermoleculares. Entdo, com o aumento do numero de
insaturacdes o 'ts ird sofrer um decréscimo devida diminuicdo de suas forcas
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intermoleculares. Por isso a eluicdo em uma diagonal PUFA, de mesmo 6mega, em
relacdo ao seu analogo saturado. A segunda caracteristica € a influéncia da posicao da
insaturacdo na cadeia principal do FAME. Quanto menor for o valor de 6mega, mais
préxima da extremidade se encontra a insaturacdo e portanto maior sua interacéo
intermolecular. Consequentemente o 'ts aumenta com a diminuicao de 6mega. Ja o %tr
apresenta um acréscimo em seu valor devido ao aumento na polaridade da molécula,

com a diminuicdo de 6mega.
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Figura 25 A. Regiao ampliada do cromatograma de 6leo de peixe. Regiao utilizada para ilustrar a estrutura
cromatografica de PUFA em oéleo de peixe. B. Cromatograma teérico ilustrando o perfil de eluicio de grupos
de FAME com o0 mesmo niimero de insaturacao.

Conforme abordada na secao de revisao bibliografica, os relatos inciais de
estruturacdo de PUFA afirmavam a presenca de uma Unica curva que abrangesse
todos analitos com mesmo numero de insaturagdes. Entretanto, esta observacédo nao é
totalmente correta. Possivelmente por serem os primeiros relatos, os autores poderiam
desconhecer da influéncia do d&mega nas coordenadas de retencéo.

Nos casos em que € utilizado o conjunto de colunas denominado convencional
(ou normal) irdo ser observadas diferencas mais acentuadas de 2t entre os seus
isdmeros (por exemplo, %truws > trws > “truws), conforme observado nos resultados desse
trabalho. Consequentemente, nestas condigcdes de programacao de temperatura (2 - 3
°C-min™"), dificiimente ira existir uma Unica curva que ird abranger todos isdmeros, com

0 mesmo grau de insaturacdo, para os FAME. Na Figura 12 A foi possivel ilustrar
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curvas que descrevem a eluicdo de compostos com o0 mesmo numero de insaturacoes
devido a auséncia (ou nao identificacao) dos isdmeros de posicdo. Uma alternativa para
0 uso destas curvas de eluicdo, em FAME, seria as posicionar entre os isbmeros com o
mesmo numero de insaturagbes, ou com o0 aumento da programacao linear de
temperatura levando a perda de resolucao entre os isébmeros. Na realidade estas curvas
podem ser observadas desde que tracadas para os mesmos isébmeros, conforme
ilustrado na Figura 12 B. Ao longo do trabalho, durante as etapas de montagem das
estruturas cromatograficas foi utilizada curvas posicionadas entre os is6meros. Além
disso, foi possivel observar que a necessidade de padrdes analiticos para a “calibracéo”
das curvas e retas de eluicdo é muito importante, principalmente para a construcao das

retas de eluigdo dos isémeros de posigao (w).

5.5.2. Otimizacao dos parametros do GCxGC-qMS

A otimizacao dos parametros do espectrdbmetro de massas com analizador
quadrupolar rapido foi necessario devido ao uso de intervalos de varredura limitados e
também devido a necessidade de elevadas taxas de aquisicdo. Ao longo do trabalho
foram avaliadas essencialmente trés modalidades de varredura. A primeira cuja taxa de
digitalizacao foi de 25 Hz, com um intervalo de varredura de 40 — 383 Th. A segunda foi
a uma frequéncia de 33 Hz com um intervalo reduzido de 40 - 284 Th, e por ultimo uma
varredura programada de 40 - 284 Th (de 4 - 15 min), 70 - 314 Th (15 - 20 min), 100-
344 Th (20 - 25 min) e 130 - 374 Th (25 - 48,33 min) sempre a uma taxa de 33 Hz. O
motivo para tais programagdes foi, primeiramente, devido a necessidade de altas taxas
de aquisicdo sem que se fosse observado o fenémeno de deformacéo do espectro de
massa, e,segundo, devida a impértancia de se incluir no intervalo de varredura
fragmentos chave que pudessem fornecer informacao a respeitos dos constituintes, tais
como o ion molecular [92,93,101]. Por isso o intervalo de varredura foi ajustado e

programado segundo a massa molecular do FAME saturado de cada grupo.
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Figura 26. Cromatogramas de o6leo de peixe adquiridos no sistema GCxGC-qMS. Programacio de
temperatura 170 °C a 3 °C-min™" até 240 °C, isoterma a 240 °C isoterma a 240 °C por 25 min. Vazio do gis de
arraste 0,6 mL-min-1. Volume injetado 1 pL (razao de split de 1:50). Voltagem da multiplicadora de elétrons
700 V. Técnica de ionizacdo EI (70 eV). A. Intervalo de varredura de 40- 284 Th, a 33 Hz. B. Intervalo de
varredura programado para 40-284 Th (de 4 a 15 min), 70-314 Th (15-20 min), 100-344 Th (20-25 min) e 130-
374 Th (25-48,33 min), a 33 Hz.

Entretanto, conforme ilustrada na Figura 26, a utilizacdo de um intervalo de
varredura constante permite o melhor monitoramento dos compostos mais pesados
(FAME acima do grupo C18), ao passo que utilizando a programacao de varredura para
os compostos do grupo C20 e C22 e principalmente C24 a intensidade dos picos
cromatograficos dimuinui drasticamente, ocasionando a ndo deteccdo dos mesmos.
Com relagcédo as similaridades dos espectros de massas, foi possivel observar que a
partir do grupo C20, utilizando a programacao de varredura, nao foi possivel indentificar
0s compostos e, principalmente, para o grupo do C24 nao foi possivel atribuir o principal
grupo funcional aos picos. Isto se deve principalmente a menor quantidade de
informagdo contida nos espectros de massas, conforme ilustrada na Figura 27. Na
Figura 27 A, pode-se observar o espectro de massas para o éster metilico do DHA. No
entanto, ao usar a programacao de varredura do analizador de massas, a regiao
observada em B compreende apenas uma pequena parcela da informacédo contida em
A, a regiao de 105 - 246 Th mostrada na Figura 27 B correspondente as regides de
menor intensidade do espectro mostrado em A, sendo que os ions/fragmentos mais
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importantes como 67, 79 e 91 ndo foram monitorados. Consequentemente, a
intensidade do seu pico cromatografico ira diminuir, quando comparada com a
varredura de intervalo fixo, pois a quantidade de fragmentos que serdo utilizados para a

construcao do cromatograma de ions totais sera menor.
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Figura 27. Espectros de massas do éster metilico do DHA. Técnica de ionizacdo: EI (70 eV). Voltagem da
multiplicadora de elétrons 700 V. A. Espectro adquirido a 33 Hz com intervalo fix de 40-284 Th. B. Espectro
adquirido a 33 Hz com intervalo de varredura moével — neste intervalo 100 — 344 Th.

Portanto, ao longo do estudo optou-se pelo uso de intervalos de varredura
constante. Consequentemente, foi necessario verificar a integridade dos espectros de
massas. Para isso, monitorou-se a razao entre os fragmentos de m/z 79 e 67; 91 e 80;
119 e 93. Adahclour e colaboradores haviam relatado que a uma taxa de aquisicao de
20 Hz era observada a deformacgédo dos espectros de massas de um mesmo analito em
diferentes varreduras [93]. Por isso, foi estudada uma taxa de 25 Hz e 33 Hz para
verificar este fendbmeno. Como resultado, foi observado que a deformacdo dos
espectros estava mais acentuada a uma taxa de aquisicao de 25 Hz, conforme ilustrada
na Figura 28 A. Enquanto que a uma taxa de 33 Hz este fenébmeno praticamente n&o foi
observado, conforme ilustrado na Figura 28 B e relatado por Adahclour.
Consequentemente, para fins qualitativos se for necessario o uso de um intervalo de
varredura maior uma taxa de 25 Hz pode ser considerada. Entretanto, a qualidade das
buscas por similaridades serdo prejudicadas, consequéncia que pode ser tolerada
desde que se faca uso de indices de retencao e da estrutura cromatografica, quando
presente. Neste estudo, foi observado que para analise de FAME uma taxa de 33 Hz
com intervalo reduzido foi suficiente para a identificagdo confiavel dos picos. O intervalo
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de varredura foi deslocado de 40 — 284 para 50 — 294 com a finalidade de se abranger
uma maior numero de ions moleculares ao longo da corrida cromatografica, sem
prejudicar a quantidade de informacao presente nos espectros de massas. Entretanto, a
identificacdo dos analitos de grupos ainda mais pesados como C23 dependera
principalmente de parametros como indice de retencao e estrutura cromatogréfica, uma
vez que fragmentos importantes mais pesados ndo foram monitorados durante a

analise devido ao intervalo reduzido de varredura.
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Figura 28. Diagrama ilustrando o fenémeno de distorcio do espectro de massa (do inglés, “mass spectral
skewing”) para o pico do éster metilico do DHA, obtido no sistema GCxGC-qMS. Taxa de aquisicao: A. 25
Hz; B. 33 Hz.

Na pratica, para analise de volateis, fragrancias e 6leos essénciais um intervalo
de varredura de 244 unidades a 33 Hz seria suficiente para cobrir 0os principais
fragmentos produzidos por seus constituintes e forneceria espectros de massas de boa
qualidade. No entanto, para analise de lipidios, portanto FAME, talvez uma taxa de
digitalizacao de 25 Hz fosse mais aconselhado, entretanto, uma taxa de 33 Hz
proporcionaria identificacbes mais exatas. Consequentemente, isso permitiria a
identificagdo dos constituintes mais leves, e através da estrutura cromatogréfica inferir a
identidade dos constituintes mais pesados. Adicionalmente, 0 uso de indices de
retencao para identificagdo é também necessario, especialmente devido aos padrbes

de fragmentacao similares entre analitos de uma mesma série.

5.5.3. Identificacoes

Com o0 uso de um intervalo de varredura reduzido (50 — 294 Th), a 33 Hz, a
identificacdo de compostos, por GCxGC-gMS, mais leves tais como FAME dos grupos
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de C12 — C20 e alguns compostos do grupo C22, tal como o DHA, apresentou buscas
por similaridade espectral variando entre de 837 a 934. No entanto, para compostos
mais pesados, tal como o FAME C24:0, os espectros de massas permitiram apenas a
identificagdo do grupo funcional, indicando se o composto seria um hidrocarboneto,
alcool ou éster metilico, por exemplo. Porém, para tais compostos o0 uso da
estruturagdo cromatografica e indice de retencao permitiu a sua identificacdo. Além
disso, quando disponivel, foram realizadas buscas em referéncias para confirmagao da
presenca de determinados analitos.

Os indices de retencao foram calculados segundo a equacao de van den Dool e
Kratz para programacao linear de temperatura [102,103]. Para analitos cujos tempos de
retencdo se encontravam no intervalo no qual o forno cromatografico operava em
isoterma a 240 °C, o indice de retencgéo foi calculado segundo a equacao de Kovats. O
uso dos indices de retencdo gerados em colunas de silicone apresenta baixas
flutuagbes, quando determinadas em condigbes cromatograficas diferentes, entretanto
colunas com revestimentos de CarboWax 20M apresentacgdes flutuagdes, quando
alteradas as condicbes cromatografica, superando 50 unidades [104]. Na GC
convencional, o uso de colunas polares para a total resolucdo de PUFA é mais
tradicional, entretanto os indices gerados estdo sujeitos a elevadas flutuacées, porém
com a introducdo da GCxGC o uso de conjuntos normais, no qual a 'D é uma coluna
com revestimento de silicone e a ?D é uma coluna curta de CarboWax, a separacéo de
seus constituintes é possivel sem que sejam observadas elevadas flutuacdes nos
indices de retencdo. Tipicamente, os indices de retencdo obtidos por GCxGC, no
conjunto normal, sdo comparados aos indices obtidos por GC, em fases apolares,
entretanto para compostos muito polares, tais como alcoois, o indice obtido por GCxGC
pode chegar a ser 50 unidades superior, quando comparado com o indice por GC,
devido a maior retencao destes compostos no revestimento polar [105].

Os compostos identificados na cera de abelha estdo registrados na Tabela 5 e
numerados na Figura 29. Os principais constituintes detectados e identificados na cera
de abelha por GCxGC-gMS foram FAME de saturados, sendo o C16, C18 e C24 os
compostos majoritarios, e hidréxi-FAME C16 e C18:1, sendo o ultimo relatado em
algumas espécies vegetais [106-108]. Um dos motivos pelos quais esse ainda nao foi
relatado em cera de abelha possivelmente deve-se a maior pureza e intensidade do
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espectro de massas proporcionado pela GCxGC-gMS. No entanto, apesar de sua baixa
incidéncia, alguns autores ja relataram o isolamento de outros hidroxi-FAME
insaturados [37,109]. Ao contrario desses, a ocorréncia de hidroxi-FAME saturados ja é
mais comum [37,110]. Além disso, devido ao incremento em detectabilidade e
sensibilidade, um maior niumero de FAME insaturados - C15:1, C18:1n-9 e C20:1n-9 — e
de cadeia impar — C11, C15, C17, C19 e C23 — foram identificados, apesar de serem
compostos minoritarios. O composto C18:1n-9 foi identificado pela coinjecdo de
padrdes, sendo que o C20:1n-9 foi identificado pela curva caracteristica de FAME com
1 insaturacdo na posicdo w9. Ja a posicao da insaturagdo no C15:1 foi determinada
pelo indice de retendo da mesma espécie presente em 6leo de peixe, sugerindo se
tratar da posicdo w9. Os FAME saturados de numero impar foram identificados pela
curva dos compostos saturados e pelos indices de retengdo. De forma geral, os
compostos majoritarios identificados estdo de acordo com a literatura [37,39]. Um grupo
peculiar ainda pouco relatado em GCxGC sao as coordenadas de eluigdo de br>-FAME.
Na cera de abelha foi possivel identificar o br>-C16:0 pois 0 espectro de massas sugeriu
a presenca de ramificagdes, e o indice de retencdo confirmou sua identidade. Além
disso, Asperger e colaboradores também relataram a presenca destas espécies em
cera de abelha [39], embora sua incidéncia em lipidios seja menos comum [36,37,111].
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Figura 29. Cromatograma de cera de abelha obtida no protétipo GCxGC-qMS. Foi utilizada uma fibra
comercial com revestimento de PDMS com espessura de 7 pm. Programacio de temperatura: 170 °C — 3
°C-min” — 240 °C por 35 minutos. Temperatura do injetor: 270 °C. Temperatura da linha de transferéncia:
250 °C. Temperatura da fonte de ionizaciio: 200 °C. Vazdo do gis de arraste: 0,6 mL-min”. Modo de
ionizacio: EI (70 eV). Faixa de varredura: 50- 294 Th. Taxa de aquisicao: 33 Hz. Corte do Solvente: 4 min.

Os compostos identificados na cera de carnauba do tipo amarela estao
registrados na Tabela 6 e numerados na Figura 30. Os principais constituintes
detectados e identificados na cera de carnauba por GCxGC-gqMS foram FAME
saturados, sendo o C18, C20, C24, C26 e C28 os compostos majoritarios, conforme

reportado por Asperger e colaboradores [39].
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Figura 30. Cromatograma de cera de carnauba amarela obtida no protétipo GCxGC-qMS. Transesterificacio
por catalise basica. Volume injetado 1 pL (razio de split 1:50) de uma solu¢do 100 ppm. Programacao de
temperatura: 170 °C — 3 °C-min" — 240 °C por 50 minutos. Temperatura do injetor: 270 °C. Temperatura
da linha de transferéncia: 250 °C. Temperatura do fonte de ionizacio: 200 °C. Vazao do gas de arraste: 0,6
mL-min"'. Modo de ionizacdo: EI (70 eV). Faixa de varredura: 50 - 294 Th. Taxa de aquisiciio: 33 Hz. Corte
do Solvente: 4 min.

Novamente, devido ao incremento em sensibilidade e detectabilidade, foram
detectados e identificados FAME insaturados e saturados de cadeia impar, porém em
baixas intensidades. No cromatograma pode ser observada a presenca de cerca de
cinco series homaologas — hidrocarbonetos lineares, ésteres metilicos saturados, ésteres
metilicos com uma insaturagéo, e mais duas séries curtas representados pelos analitos
indicados por 1, 3, 14 e 19; 12 e 15. A primeira consiste de uma série de alcoois e a
segunda de hidroxi-FAME, sendo estas espécies encontradas em cera de carnaubas e
analogos [36,37,39,40,111]. Entretanto nao foi possivel identificar os constituintes dessa
segunda série devido a baixa disponibilidade de indices de retengdo e busca por
espectros de massas.

Os compostos identificados no éleo de peixe estdo registrados na Tabela 7 e
numerados na Figura 31. Os principais constituintes detectados e identificados no éleo
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de peixe por GCxGC-gMS foram FAME de poli-insaturados do grupo w3,
principalmente. Novamente devido ao incremento em sensibilidade foram detectados
FAME de comprimento de cadeia impar saturados e poli-insaturados.
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Figura 31. Cromatograma de 6leo de peixe obtida no protétipo GCxGC-qMS. Transesterificacio por catalise
basica. Foi utilizada uma fibra comercial com revestimento de PDMS com espessura de 7 pm. Programacio
de temperatura: 170 °C — 3 °C-min™" — 240 °C isoterma a 240 °C por 25 minutos. Temperatura do injetor:
270 °C. Temperatura da linha de transferéncia: 250 °C. Temperatura da fonte de ionizacdo: 200 °C. Vazao do
gas de arraste: 0,6 mL-min”. Modo de ionizacdio: EI (70 eV). Faixa de varredura: 50 - 294 Th. Taxa de
aquisicao: 33 Hz. Corte do Solvente: 4 min.

Ao longo das identificagbes foi observada a baixa disponibilidade de espectros
de massas e indices de retengao para a identificacao principalmente para espécies com
comprimento impar de cadeias saturadas e insaturadas, ramificados, e de hidroxi-
FAME; tornando ainda mais recorrente a necessidade da criacdo de um banco de
dados com espectros de massas e indices de retencao para GCxGC-gMS.

Uma vez ilustrada a aplicabilidade da microextracao em fase sélida combinada a
cromatografia gasosa compreensiva para analise de lipidios essa metodologia foi
aplicada para analise de células de mucosa bucal em recém-nascidos, em colaboracéo
com o Dr. S. Bogusz Jr. O procedimento experimental consiste na coleta das células da
mucosa bucal por esfregagcos de bochecha, extraidos e transferidos ao vial de 200 pL;
no frasco foi adicionado o metéxido de sodio seguido de sua evaporacdo e
neutralizacdo; entdo o conteudo do frasco € preenchido com agua destilada para
eliminar a presenca de headspace, e a fibra com revestimento de PDMS de espessura
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de 7 um é exposta a solucdo do frasco por 15 min seguido de sua introducdo no
equipamento GCxGC. Esta metodologia vinha sendo desenvolvida na area clinica
devido, principalmente, ao seu carater nado-invasivo e indolor. Entretanto devido a
limitacdo da GC convencional era necessario combina-la a TLC para se obter uma
capacidade de pico e seletividade necessarias as identificacées e quantificacbes com
emprego de GC convencional. Porém, o uso da GCxGC proporcionou um incremento
no poder de separacdo permitindo, entao, a eliminagdo da TLC do método. Além disso,
com a combinacdo da SPME com esta técnica compreensiva foi possivel obter um
incremento consideravel na detectabilidade dos FAME, conforme ilustrado na Figura 32,
ao passo que na metodologia convencional poucos analitos eram detectados.
Consequentemente a simplificacdo da metodologia o tempo gasto no preparo de
amostra foi reduzido de 40 — 60 min para 5 — 10 min. No cromatograma pode ser
observado claramente a presenca do DHA e EPA, os principais marcadores de estado
nutricional conhecidos. Espera-se que o coeficiente de correlagdo conhecido entre a
quantidade de DHA em células da mucosa com a acuidade visual possa ser ainda mais
expressivo do que os descrito na literatura ate entdo [112], visto que, na metodologia
utilizada nestes trabalhos, era comum a presenca de transferéncias nao quantitativas,
envolvendo as etapas de TLC e hidrélise, baixa pureza dos picos cromatograficos e

pobre relagao sinal/ruido especialmente aos compostos DHA e EPA.
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Figura 32. Cromatograma de lipidios obtidos pelo esfregaco de células de mucosa bucal obtido no
equipamento GCxGC-FID. Transesterificacdo por catilise basica. Introducio e preparo da amostra por
SPME (filme de PDMS de 7 um de espessura). Programacio de temperatura: 170 °C — 3 °C-min™" — 240 °C
isoterma a 240 °C por 25 minutos. Temperatura do injetor e detector: 270 °C. Vazio do gas de arraste (H,):
0,6 mL-min™. Taxa de aquisi¢do: 100 Hz.
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De forma geral, ao longo do desenvolvimento deste trabalho pode ser observado
que para amostras de origem marinha os PUFA apresentavam como os principais
isdbmeros de posicdo espécies w3, w6 e w9, sendo ocasionalmente identificado
isdmeros de w1. Ja amostras de origem animal, e inclusive as células da mucosa bucal,
a incidéncia de isdbmeros w1 era maior. Ja em éleos de origem animal a incidéncia de
isbmeros w4, w7 e, eventualmente, w11 eram mais comuns. Apesar de haver certa
dificulade de se distinguir entre os isbmeros w4 do w3, e w6 do w7. Com relagédo as
ceras, a incidéncia de espécies saturadas é mais comum, apesar de terem sido
detectados e identificados alguns FAME monoinsaturados . Com relagédo a presenca de
ramificagdes, no Oleo de peixe e células de mucosa bucal foi comum observar a
presenga de ramificagdes do grupo “iso” e “anteiso”. Ao passo que em cera foi mais
comum a presenca de espécies com ramificagdes no carbono 2 (grupo “brs"). Além

disso, em ceras foi detectada a presenca de hidroxi-FAME.
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Tabela 5. Compostos identificados com uso de SPME-GCxGC-qMS em cera de abelha transesterificada.

Identificacao

# Identidade Formula Simbolo "ta/min  *tr/s Similaridade LTPRI

Match R.Match Padrdao Estrut Exp Lit CAS
1 undecanotato de metila Cy,H240, C11:0 4.80 1.02 851 894 X - - 1421  1731-86-8
2 n-hexadecano CigH3s Cil6 5.60 0.81 - - X 1600 1600 629-62-9
3 n-heptadecano CysHsg c17 7.00 0.87 - - X X 1700 1700 544-76-3
4 tetradecanoato de metila Cy5H300, C14:.0 7.40 1.29 837 842 X - 1724 1723  124-10-7
5 n-octadecano CigHsg C18 8.70 0.93 - - X X 1800 1800 629-78-7
6 pentadecenoato de metila Cy6H300, C15:1n-3 9.10 1.50 - - - X 1820 - -
7 pentadecanoato de metila Cy6H3,0, C15:0 9.20 141 - - - X 1825 1824  7132-64-1
8 n-nonadecano Ci9Hao C19 10.70 0.99 - - X X 1900 1900  593-45-3
9 hexadecanoato de metila Cy7H340, Cl6:0 11.30 1.74 954 953 - X 1927 1921 112-39-0
10 2-metil-hexadecanoato de metila C1gH360, br,-C16:0 11.70 1.80 - - - X 1945 1944  2490-53-1
11 ? - - 11.70 1.80 - - X - 1945 - -
12 n-eicosano CyoHaz C20 12.90 1.05 - - X 2000 2000 629-92-5
13 heptadecanoato de metila C1gH360, C17:0 13.60 1.68 - - - X 2029 2030 1731-92-6
14  n-heneicosano Cy1Hug c21 15.30 1.14 873 874 - X 2100 2100 112-95-8
15  9(Z)-octadecenoato de metila C1oH360, C18:1n-9 15.40 1.98 - - X 2104 2103 112-62-9
16  octadecanoato de metila Cy9H350, C18:0 16.10 1.80 844 859 X - 2132 2128 112-61-8
17  hidroxi-hexadecanoato de metila C17H3405 OH-C16:0 16.30 4.80 757 790 - - 2140 - -
18  18-metil-nonadecanoato de metila C,1H4,0, i-C19:0 17.70 1.80 - - - X 2196 2197 1731-94-8
19 n-docosano CyyHye C22 17.80 1.20 - - - X 2200 2200 629-94-7
20  12-hidroxi-9-octadecenoato de metila Ci9H3603 12-OH-C18:1 20.20 5.28 899 901 - - 2296 - 141-24-2
21  n-tricosano Cy3Hyg C23 20.30 1.29 - - - X 2300 2300 629-97-0
22 9(Z)-docosenoato de metila Cy1H400, C20:1 n-9 20.40 2.25 - - - X 2304 - 2390-09
23 eicosanoato de metila C,1H4,0, C20:0 21.10 2.10 - - - X 2332 2332 1120-28-1
24 n-tetracosano CysHsg C24 22.80 1.35 - - - X 2400 2400 646-31-1
25 n-pentacosano CysHs, C25 25.40 1.56 - - - X 2500 2500 629-99-2
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(continuacao da Tabela 5)

# Identidade Férmula Simbolo  'tr/min tr/s Similaridade Ferramenta LTPRI

Match R. Match  Padrao Estrut Exp Lit CAS
26 docosanoato de metila Cy3H460, C22:0 26.40 2.79 848 858 X X 2589 2530 929-771
27 n-hexacosano CyHss C26 28.60 1.80 - - - X 2600 2600 630-01-3
28 tricosanoato de metila Cy4H450, C23:0 30.00 3.63 - - - X 2634 2628 2433-97-8
29  n-heptacosano Cy7Hse c27 32.70 2.16 - - - X 2700 2700  593-49-7
30  n-heptacosanol Cp7Hs60 C27-OH 32.70 0.51 - - - X 2700 - 2004-39-9
31 tetracosanoato de metila Cy5Hs500, C24:0 34.30 4.38 - - X X 2730 2731 2442-49-1
32 n-octacosano CygHsg Cc28 38.00 2.70 - - - X 2800 2800 630-02-4

Tabela 6. Compostos identificados com uso de SPME-GCxGC-qMS em cera de carnaiiba amarela transesterificada.

Identificacao

Similaridade LTPRI
# Identidade Formula Simbolo 'tg/min “ts/s Match R.Match Padrio Estrut Exp Lit CAS T S
1 ? - - 4.50 4.23 - - - - - - x X
2 undecanotato de metila Cy5H540, C11:0 4.80 1.05 - - X - 1421 1731-86-8 x X
3 ? - - 7.00 4.62 - - - - - - x X
4 tetradecanoato de metila Ci5H300, C14:.0 7.40 1.29 - - X 1702 1723 124-10-7 x X
5 n-nonadecano Ci9Hao C19 10.70 0.99 - - X 1900 1900  593-45-3 x X
6 hexadecanoato de metila C17H340, C16:0 11.30 1.62 948 951 X 1927 1921 112-39-0 x X
7 2-metil-hexadecanoato de metila C1gH360, br,-C16:0 11.70 1.80 - - X 1945 1944 2490-53-1 x X
8 n-eicosano CyoHay C20 12.90 1.08 901 905 X 2000 2000 629-92-5 x X
9 n-heneicosano Cy1Has C21 15.30 1.11 874 877 X 2100 2100 112-95-8 x X
10 9(Z)-octadecenoato de metila Ci9H360, C18:1n-9 15.40 1.92 - - X 2104 2103 112-62-9 X X
11 octadecanoato de metila Cy9H350, C18:0 16.00 1.83 895 896 X 2128 2128 112-61-8 x X
12 ? 16.30 4.53 - - - - 2140 - - x X
13 n-docosano CyyHas Cc22 17.80 1.20 - - X 2200 2200  629-94-7 X
14 hidroxi-octadecanoato de metila CioH3g0;  OH-C18:0 18.20 5.85 - - X 2216 - - X X



Resultados e Discussao

(continuacao da Tabela 6)

Identificacao

79

Similaridade LTPRI
# Identidade Formula _Simbolo 'ts/min__ %g/s Match R.Match Padrio Estrut Exp  Lit CAS
15 ? 20.20 4.89 - - - - 2296 - -
16 n-tricosano Cy3Hys c23 20.30 1.26 - - X 2300 2300 629-97-0
17 eicosanoato de metila C,1H4,0, C20:0 21.10 2.19 837 839 X 2332 2332 1120-28-1
18 n-tetracosano CysHsg C24 22.80 1.32 - - X 2400 2400 646-31-1
19 hidroxi-eicosanoato de metila Cy1Ha504 OH-C20:0 23.30 6.57 - - X 2419 - -
20 heneicosanoato de metila CyH440, C21:0 23.60 2.22 - - X 2431 2428 6064-90-0
21 n-tetracosanol Cy4Hs00 OH-C24 25.20 3.99 868 868 X 2492 2456 506-51-4
22 n-pentacosano CysHs, C25 25.40 1.59 - - 2500 2500 629-99-2
23 docosanoato de metila Cy3H460, C22:0 26.40 3.78 824 826 X 2531 2530 929-771
24 2-metil-docosanoato de metila Cy4H450, br,-C22:0 26.80 3.45 X 2544 - -
25 n-hexacosano CyHsy C26 28.60 2.07 - - X 2600 2600 630-01-3
26 n-pentadocosanol CysHs,0 OH-C25 32.60 6.36 - - X 2698 - 26040-98-2
27 n-heptacosano Cy7Hsg Cc27 32.70 2.37 - - X 2700 2700 593-49-7
28 tetracosanoato de metila Cy5H500, C24:0 34.60 5.31 800 801 X 2738 2731 2442-49-1
29 n-octacosano CygHsg C28 37.90 2.67 - - X 2800 2800 630-02-4
30 pentacosanato de metila Cy6Hs5,0, C25:0 40.10 5.40 - - X 2834 2823  55373-89-2
31 n-nonacosano CygHgo C29 44.80 3.42 - - X 2900 2900 630-03-5
32 hexacosenoato de metila Cy7Hs5,0, C26:1 47.10 1.53 - - X 2928 - -
33 hexacosanoato de metila Cy7Hs40, C26:0 47.90 6.54 - - X 2937 2934 5802-82-4
34  n-triacontano CsoHe2 C30 53.60 3.96 - - X 3000 3000 638-68-6
35 2-metil-heptacosanoato de metila CyoHsg0, br,-C27:0 58.70 6.51 - - X 3046
36 n-hentriacontano C31Hga C31 65.40 5.07 - - X 3100 3100 630-04-6
37 octacosenoato de metila CyoHs60, C28:1 67.50 321 - - X - - -
38 octacosanoato de metila CygHs550, C28:0 71.30 2.97 - - X - 3121 55682-92-3
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Tabela 7. Compostos identificados com uso de SPME-GCxGC-qMS e dleo de peixe.

Identificacao

Similaridade LTPRI
# Identidade Formula Simbolo 'ts/min 2ts/s Match R.Match Padrio Estrut Exp Lit. CAS
1 undecanotato de metila C1,H,40, C11:0 4.70 1.02 - - X - 1525 1421  1731-86-8
2 tetradecanoato de metila Cy5H300, C14:0 7.40 1.26 898 904 X - 1724 1723 124-10-7
3 13-pentadecenoato de metila Ci6H250, C15:1n-3 9.10 1.50 - - - X 1818 - -
4 pentadecanoato de metila Cy6H3,0, C15:0 9.20 1.38 759 797 - X 1825 1824  7132-64-1
5 8,11,14 - hexadecatrienoato de metila Cy7H550, C16:3n-3 10.60 2.25 - - - X 1892 - -
6 11(2) - hexadecenoato de metila C7H3,0,  Cl16:1n-6Z  10.90 1.62 899 910 X - 1911 - 5000-42-5
7  11(E) - hexadecenoato de metila Cy7H3,0,  Cl16:1n-6E 11.00 1.83 - - - X 1925 - -
8 hexadecanoato de metila Cy17H340, C16:0 11.30 1.53 934 936 X - 1927 1921 112-39-0
9  16-metil-heptadecanoato de metila Ci19H350, i-C17:0 12.60 1.68 - - - X 1983 - 5129-61-3
10 12-heptadecenoato de metila CigH3,0,  C17:1n-6 13.10 177 - - - X 2003 - -
11 heptadecanoato de metila CigH360; C17:0 13.60 1.62 836 857 - X 2029 2030 1731-92-6
12 17-metil-octadecanoato de metila Cy0Ha00; i-C18 1440 1.74 - - - X 2083 - -
13 7,10,13,16 - octadecatetraenoato de metila Ci19H300, C18:4n-3 15.10 2.55 854 855 - 2080 - -
14 9,12 - octadecadienoato de metila Ci19H340; C18:2n-6 15.40 1.89 910 911 - 2096 2092 112-63-0
15 12-octadecenoato de metila CioH360, C18:1n-6 15.50 2.34 - - - X 2103 - -
16 octadecanoato de metila C1oH350, C18:0 16.00  1.77 842 866 X - 2132 2128  112-61-8
17 nonadecanoato de metila Cy0H400, C19:0 18.60 1.86 - - - 2196 2197  1731-94-8
18 5,8,11,14 - eicosatetraenoato de metila C,1H340, C20:4n-6 19.40 2.76 736 736 - X 2254 2274  2566-89-4
19 5,8,11,14,17 - eicosapentaenoato de metila C,;H3,0, C20:5n-3 19.60 3.15 918 919 X - 2254 2282 -
20 8,11,14,17 - eicosatetraenoato de metila Cy1H340; C20:4n-3 2010  2.94 818 818 - X 2258 - -
21 14 - eicosenoato de metila Cy1Ha00, C20:1n-6 2040  2.13 - - - 2310 - -
22 ejcosanoato de metila Cy1H420, €20:0 21.10 2.01 - - X - 2332 2332 1120-28-1
23 9,12,15,18 - heneicosapentaenotato de metila Cy,H360, C21:4n-3 22.20 3.33 754 759 - X 2379 - 28874-58-0
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Similaridade LTPRI
# Identidade Féormula Simbolo 'ts/min 2ts/s Match R.Match Padrio Estrut Exp Lit. CAS

24 13,16 - docasadienoato de metila CyHap0,  C21:2n-6 22.90 2.61 - - - X 2397 - 7370-49-2
25  heneicosanoato de metila Cy,H105 C21:0 23.60 2.34 - - - X 2428 2428  6064-90-0
26 4,7,10,13 - docosatetraenoato de metila Cy3Hig0,  C22:4n-9 24.10 3.63 - - - X 2451 - -

27 4,7,10,13,16,19 - docosahexaenoato de metila Cy3H3,0,  C22:6n-3 24.30 4.23 867 867 X - 2470 2470 2566-90-7
28 7,10,13,16,19 - docosapentaenoato de metila Cy3H360, C22:5n-3 24.70 4.02 - - X - 2458 2426 -

29  13-docosenoato de metila Cy3Ha0, C22:1n-9 25.50 2.79 - - X - 2500 2507 1120-34-9
30 16-docosenoato de metila CyHuO, C22:1n-6  25.80 2.88 - - - X 2505 - -

31 docosanoato de metila Cy3H460, C22:0 26.40 2.85 - - - X 2589 2530 929-771
32 4,7,10,13,16,19 - tetacosahexaenoato de metila  C,gH3s0,  C24:6n-3  32.60 5.79 - - - X 2673 - -

33 tetracosanoato de metila Cy5Hs500, C24:0 33.10 4.38 - - X - 2730 2731 2442-49-1
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6. Conclusoes

Os objetivos propostos no inicio desse trabalho foram alcangcados com sucesso.
Ao longo desta pesquisa foi possivel otimizar a forma de derivatizagdo para andlise de
lipidios insaturados em baixa quantidade. De forma a reduzir a manipulagdo da
amostra, o consumo de tempo e prevenindo a formacao de artefatos, sendo escolhida a
transesterificacdo por catalise basica. Este processo de transesterificacao foi otimizado
segundo uma metodologia multivariada de delineamento composto central que permitiu
identificar as condigbes experimentais que proporcionassem o maior rendimento
reacional.

A utilizacado de curvas de eluicdo para o monitoramento das coordenadas de
retencdo de PUFA constituiram um recurso inestimavel para identificacdo destes
constituintes, se mostrando uma ferramenta poderosa na identificagcdo séries
homélogas. Entretanto, é necessario a utilizacdo de padrbes analiticos para a
construcao inicial das estruturas cromatogréficas.

A montagem e configuragdo do modulador criogénico de quatro jatos ao
equipamento GC-gMS comercial QP-2010 Plus foi realizado com éxito. Neste prototipo
foi necessario modificar determinados mddulos do sistema GCxGC, tais como material
do sistema de aquecimento e conectores de colunas. Além disso, outras adaptacdes
como o sistema de isolamento térmico e de exaustédo adicional no equipamento, foram
necessarias. Ao longo do desenvolvimento foi possivel substituir o hélio como gas de
arraste por hidrogénio devido a suas inUmeras vantagens, sem a introducédo de riscos
operacionais aos usuarios do equipamento. O analizador quadrupolar, modelo 2010
Plus, permitiu uma velocidade de varredura maxima de 10.000 Th-s' resultando em
taxas de aquisicdo de comumente 25 Hz (intervalo de 343 unidades), 33 Hz (intervalo
de 244 unidades) e até 50 Hz (intervalo de 50 unidades). Neste estudo, foi verificado
que com uma taxa de digitalizacdo de 33 unidades foi possivel a identificacdo de FAME
sem a deformacdo do espectro de massas. No mercado ja se encontram disponiveis
equipamentos com analizadores quadrupolares ainda mais rapidos (20.000 Th-s™)
permitindo, possivelmente, intervalos de varreduras de 488 unidades a 33 Hz ou de 343
unidades a 50 Hz. Consequentemente a modernizagao destes analizadores viabilizara o
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uso da GCxGC-gMS como uma potencial alternativa aos equipamentos GCxGC-
TOFMS.

Finalmente, foi possivel desenvolver ao longo deste trabalho uma metodologia
rapida e eficiénte para analise de lipidios que é adequado tanto a macroconstituintes
assim como a microconstituintes. Os constituintes majoritarios presentes em cera de
abelha e carnauba foram FAME saturados com comprimento de cadeia par, havendo
também a incidéncia de hidroxi-FAME. Nas amostras de Oleo de peixe foram
detectados e identificados FAME saturados tanto de cadeia com comprimento par
quanto impar além de PUFA de predominancia w3. Além disso, foi possivel identificar
espécies insaturadas de cadeia impar, devido ao incremento em sensibilidade, com
relacdo a GC-MS. De forma geral, com o emprego da GCxGC-gMS foi possivel
detectar e identificar compostos pouco relatados, tais como FAME de comprimento de
cadeia impar tanto saturados e insaturados. Além disso, foi possivel observar novos
padrées de eluicdo para FAME com ramificagées, principalmente do grupo bre-, i-, ai-
FAME.

No ambito dos microconstituintes, esta metodologia foi aplicada em segmentos
da lipiddmica com sucesso. Com a combinacdo da GCxGC com SPME foi possivel
simplificar a metodologia utilizada para analise de células de bochecha, eliminando
etapas tais como separacdo em placas preparativas e processos de extracéo liquido-
liguido. Em geral o método apresentou um incremento na detectabilidade e
sensibilidade possibilitando a deteccao e identificacao de diversos FAME e PUFA, além
do DHA e EPA. Consequentemente existe uma possibilidade de que estes demais
analitos venham a ser novos marcadores para se avaliar o estado nutricional de recém-
nascidos e de sua acuidade visual. Atualmente esta nova metodologia vem sendo

aprimorada, e mais estudos a cerca de sua seletividade vem sendo realizadas.
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8. Anexo |: Tabela com indices de Retencido (LTPRI) para identificacao de lipidios

Na analise de lipidios por cromatografia gasosa existem trés principais ferramentas qualitativas: o indice de retencao (indice
de Kovats, para analises em isoterma, e indice de van den Dool e Kratz, para programacgao linear de temperatura),
comprimento equivalente de cadeia e tempo de retencao relativo. Apesar do indice de retencao ser amplamente utilizado
por usuarios da cromatografia gasosa, o seu uso em analise de lipidios ainda é limitado [40]. O uso de um analogo ao indice
de retencdo seria o comprimento equivalente de cadeia (ECL, do inglés “equivalent chain-lenghts”), no qual o “indice de
retencdo” € medido com relagdo a uma série acidos graxo livres, ao invés de uma série de hidrocarbonetos. E uma segunda
vertente € o tempo de retencéo relativo ao éster metilico do acido graxo C18:0 (ris.0). Entretanto, o ryg.0 quando utilizado
para identificar analitos em condigcbes cromatografica muito diferentes deve apresentar um desvio maior do que o LTPRI e
ECL. Com o objetivo de disponibilizar e integrar estas formas de identificacdo foi construida a Tabela 8, na qual esta
disponivel o indice de retengcado e o tempo de retencéao relativo para os analitos identificados e para os padrdes utilizados ao
longo deste trabalho.

Tabela 8. Tempo de retencao relativo (rg.¢) e LPTRI dos FAME encontrados e utilizados ao longo deste trabalho.

Simbolo LTPRI Rigo Simbolo LTPRI Rigo Simbolo LTPRI Rigo
C10:0 1340 0.1868 C18:1n-9 2100 0.9639 OH-C20:0 2419 1.4563
C11:0 1525 0.2892 C18:1n-6 2103 0.9688 C21:0 2428 1.4699
C14:0 1722 0.4578 C18:1n-7 2104 0.9699 C22:5n-9 2438 1.4880

ai-C15:0 1767 0.5060 C18:0 2124 1.0000 C22:6n-3 2445 1.5000

i-C15:0 1783 0.5241 OH-C16:0 2140 1.0124 C22:4n-9 2451 1.5121

C15:1n-3 1818 0.5688 C19:5n-3 2164 1.0602 C22:5n-3 2458 1.5241

C15:0 1824 0.5723 ai-C19:0 2172 1.0723 C22:6n-3 2470 1.5188
i-C16:0 1886 0.6506 C19:0 2196 1.0994 C22:6n-1 2474 1.5542

C16:4n-3 1886 0.6506 OH-C18:0 2216 1.1375 C22:4n-3 2478 1.5602
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Simbolo LTPRI Rigo Simbolo LTPRI Riso Simbolo LTPRI Rigo
C16:2n-6 Z 1890 0.6566 C19:0 2227 1.1566 C22:1n-11 2478 1.5602
C16:2n-6 E 1890 0.6566 C20:5n-3 2254 1.1988 C22:1n-9 2500 1.6024

C16:3n-3 1892 0.6625 C20:4n-6 2254 1.1988 C22:1n-6 2505 1.6125

C16:1n-6 1904 0.6747 C20:3n-9 2254 1.1988 C22:0 2526 1.6566

C16:0 1925 0.7048 C20:4n-6 2254 1.2125 br,-C22:0 2544 1.6750

br,-C16:0 1945 0.7267 C20:5n-3 2254 1.2250 C22:0 2589 1.6398

ai-C17:0 1971 0.7711 €20:4n-3 2258 1.2563 C23:0 2634 1.8634

i-C17:0 1983 0.7892 C20:3n-6 2273 1.2289 C24:6n-3 2673 2.0375
C17:3n-3 1983 0.7892 €20:4n-3 2277 1.2349 OH-C25 2698 2.0375
C17:2n-6 2000 0.8133 C20:2n-9 2281 1.2410 C24:1n-9 E 2702 2.1145
C17:0 2020 0.8434 C20:5n-1 2285 1.2470 C24:1n-9Z 2703 2.1205

ai-C18:0 2068 0.9157 12-OH-C18:1 2296 1.2547 C24:0 2729 2.2108

C18:3n-6 2072 0.9217 C20:1 n-9 2304 1.2671 C25:0 2834 2.5063

C18:4n-3 2080 0.9438 C20:1n-6 2310 1.2750 C26:1 2928 2.9438

C18:4n-3 2080 0.9337 C20:0 2328 1.3133 C26:0 2937 2.9938

i-C18 2083 0.9000 C21:5n-3 2364 1.3675 br,C27:0 3046 3.6688

C18:2n-6 2096 0.9625 ai-C21:0 2372 1.3795 c28:1 - 42188
C18:2n-6 E 2096 0.9578 i-C21:0 2376 1.3855 C28:0 - 4.4563
C18:2n-6 Z 2100 0.9639 C21:4n-3 2379 1.3875 - - -

C18:3n-3 2100 0.9639 C21:2n-6 2397 1.4313 - - -
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9. Anexo ll: Injecao Splitless

A vantagem de se realizar andlises utilizando o injetor do GC no modo splitless é
o fato de aumentar a detectabilidade dos compostos minoritarios, ja que estes podem
ser importantes para o desenvolvimento de protocolos de certificagdo de cera ou
identificacdo de metabdlitos importantes em estudos lipidémicos. No entanto, quando tal
modo é empregado, observa-se um maior alargamento dos picos cromatograficos
devido, dentre outros fatores, a velocidade de transferéncia do plug de vapor para a
coluna capilar. Tipicamente s&o utilizados volumes de injegcdo da ordem de 1 puL, e
quando vaporizados a transferéncia do plug de vapor chega a levar algumas centenas
de milisegundos. O uso de retention gap é uma forma de eliminar tal fendbmeno de
alargamento de banda. O plug de vapor depois de introduzido no retention gap ira
condensar, uma vez que o forno do GC estara operando a uma temperatura de cerca
de 25 °C abaixo da temperatura de ebulicdo do solvente. Entdo no capilar desativado o
solvente ira formar um filme homogéneo sobre a parede interna do mesmo, atuando
como uma pseudo fase estaciondria retendo os analitos nele dissolvidos. Este filme
espesso de solvente ird diminuir a razdo entre o volume de fase movel e fase
estacionaria (B), levando a um aumento do coeficiente de particdo. A medida que o gas
de arraste passa sobre o filme, o solvente é evaporado enquanto a fragao liquida
remanescente é arrastada no mesmo sentido do fluxo. No momento em que quase todo
solvente € evaporado os analitos estardo retidos no inicio da fase estacionaria na forma

de um plug muito estreito. A partir de entdo é dado inicio ao aquecimento do forno.

Referéncia:
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