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RESUMO

Titulo: DISPOSITIVOS HIFENADOS PARA MICROEXTRACAO EM FASE
SOLIDA
Autor: Rogério Cesar da Silva
Orientador: Prof. Dr. Fabio Augusto

Neste trabalho foram construidos sistemas para amostragem em Headspace
Dindmico (DHS) combinados a Microextragdo em Fase Solida (SPME), e foram
feitas as avaliagbes de diferentes fibras de SPME para aplicages em Espectrometria
de Massas por Introdu¢do via Fibra (FIMS). Nos sistemas DHS-SPME
desenvolvidos, analitos de amostras solidas, liquidas ou viscosas podem ser
extraidos. Um fluxo continuo de gas de stripping passa através da amostra ¢ 0 gas
enriquecido com os compostos volateis é direcionado a uma cela, onde a fibra de
SPME ¢ exposta para extragdo. Foi verificado que tanto o tempo de extra¢io quanto
a vazdo do gas de stripping aplicado devem ser otimizados. Trés formas de
propulso do gas de stripping foram estudadas, sendo duas destas portateis e
potencialmente uteis para andlise intralaboratoriais ¢ a amostragem de campo. Os
dispositivos proporcionaram alta sensibilidade, além de ter facil manuseio, com
reduzido consumo de amostra e baixo custo. Em FIMS (acoplamento direto entre
SPME e Espectrometria de Massas), trés fibras de SPME foram avaliadas
(polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um, PDMS / Divinilbenzeno (PDMS / DVB) de
65 pm e Carbowax / DVB de 65 um) além de uma feita em laboratorio (PDMS /

alcool polivinilico de ~ 5 um) para a determinagdo de ftalatos em agua mineral e de
pesticidas em folhas de maracuja, respectivamente. Para as fibras avaliadas
diferentes perfis dos sinais analiticos foram observados. A formacgdo de picos

espurios caracterizados como “ruido quimico™ ocorreu para fibras com sorventes

hidrofilicos ou porosos.



ABSTRACT

Titulo: HYPHENATED DEVICES FOR SOLID PHASE
MICROEXTRACTION

Author: Rogério Cesar da Silva

Supervisor: Prof. Dr. Fabio Augusto

In this work systems for Dynamic Headspace sampling (DHS) combined to
Solid Phase Microextraction (SPME) were develloped, and different SPME fibers
were evaluated for applications in Fiber Introducton Mass Spectrometry (FIMS). In
the DHS-SPME systems assembled, analytes from solid, liquid or viscous samples
can be extracted. A continuous flow of stripping gas percolates the sample and the
gas containing the volatile compounds is directed to a cell, where the SPME fiber is
exposed for extraction. It was observed that both the extraction time and the
stripping gas flow should be optimized. Three different stripping gas propulsion
methods were studied, being two of them portable and potentially useful for
intralaboratorial analyses and field sampling. The devices provided high sensitivity,
in addition to easy handling and low cost. For FIMS (direct coupling of SPME and
Mass Spectrometry), three commercial (100 pm polydimethylsiloxane (PDMS), 65
nm PDMS / divinylbenzene (PDMS / DVB) and 65 um Carbowax / DVB) and one
home-made (~5 um PDMS / polyvinylalcohol) SPME fibers were evaluated to the
determination of phthalates in mineral water and of pesticides in passion fruit leaves,
respectivelly. To the evaluated fibers, different profiles for the analytical signals
were observed. Generation of extraneous peaks characterized as chemical noise

happened for fibers with hydrophilic or porous coatings.
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LISTA DE SIMBOLOS

AAS - Espectrometria de Absor¢do Atdmica;

CE-MS — Eletroforese Capilar acoplada a Espectrometria de Massas;
DEHP - Di(2-etilexil) fialato;

DHS - Headspace Dinamico;

DHS-SPME - Amostragem em Headspace Dinamico;

DVB — Davinilbenzeno;

de — Didmetro externo;

ds— Espessura da fibra;

d; — Didmetro interno;

d, — Diametro de orificio;

EI — Ionizagéo eletronica;

EPA — Environmental Protection Agency;

FID — Detector por Ioniza¢4o em Chama;

FIMS — Espectrometria de Massas por Introdugdio via Fibra;

GC - Cromatografia Gasosa;

GC-MS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas;
HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

HS - Headspace Estatico;

HS-SPME - Amostragem em Headspace Estatico;

ICP-MS - Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado;
L — Comprimento;

LD - Limite de detecgdo;

LLE - Extragdo Liquido-Liquido;
LPME - Microextragdo Liquido-liquido;
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LQ - Limite de quantificagéo;



MMT - Tricarbonil metilciclopentadienilmanganés;
MIMS - Espectrometria de Massas por Introdu¢éio de Membrana;
MS - Espectrometria de Massas;

OCP - Pesticidas Organo Clorados;

OPP - Pesticidas Organo Fosforados;

P. edulis — Passiflora edulis,

PDMS / PVA - polidimetilsiloxano / 4lcool polivinilico;
PA — Poliacrilato;

PAH - Hidrocarbonetos Poliaromaticos;

SFE - Extra¢do com Fluido Supercritico;

SPE — Extragdo em Fase So6lida;

SPME — Microextragdo em Fase Sélida;

SIM — Monitoramento de fon Seletivo;

Ty = Temperatura do injetor;

Tper = Temperatura do detector;

Tcor - Temperatura da coluna;

UV - Ultra Violeta.
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1.1 INTRODUCAO.

Um instrumento analitico ideal seria aquele que pudesse operar sem
intervengdo humana, que realizasse todos os passos analiticos da amostragem a
analise dos dados, e que pudesse tomar decisdes baseadas nos resultados obtidos.
Meétodos tradicionais de preparo de amostras tipicamente consomem tempo, €
envolvem procedimentos com muitos passos, o que pode levar a perda de analitos e
uso extensivo de solventes organicos." Uma das muitas técnicas apropriadas na
andlise de compostos ¢ a Cromatografia Gasosa (GC) devido a suas caracteristicas,
na qual incluem eficiéncia de separagdo extremamente alta, disponibilidade de um
sistema de detec¢do universal (como por exemplo o detector por ionizagdo em chama
— FID), e a possibilidade de acoplamento a técnicas espectroscopicas (como por
exemplo Espectrometria de Massas - MS) .2

Muitas técmicas analiticas s3o utilizadas em preparo ou pré-tratamento de
amostra na extragio de espécies de interesse para analises subseqiientes por GC e em
outros equipamentos analiticos. Algumas destas técnicas seriam Extracdo Liquido-
Liquido (LLE), Extragdo com Fluido Supercritico (SFE), Extracdo em Fase Solida
(SPE), ¢ mais recentemente as técnicas de microextragfo - como a Microextragio em
Fase Solida (SPME) e a Microextragio Liquido-liquido (LPME).>® Todavia, as
técnicas de LLE e de SPE demandam o uso de grandes quantidades de solvente ¢ a
SFE o uso de altas temperaturas e pressdes.

Com base na extragdo e pré-concentragdo de compostos volateis, nas ultimas
décadas, duas técnicas foram descritas como preferidas para analise por GC, sendo
estas a amostragem em headspace estatica (HS), na qual a amostra se encontra
dentro de um frasco lacrado e o headspace acima da amostra ¢ coletado com uma

seringa propria (gas-tight) ou por pressurizagio do frasco: e a amostragem em
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headspace dindmico (DHS), na qual um gas passa através da amostra e os analitos
voldteis sdo coletados por um material sorvente (purge and trap).°

Recentemente, a técnica de Microextragio em Fase Solida (SPME — do inglés
Solid Phase Microextraction) vem sendo um atrativo no preparo e pré-tratamento de
diversos tipos de amostras. SPME ¢ uma técnica de extragdo ndo exaustiva que
utiliza materiais sorventes revestidos sobre uma fibra de silica.*” A GC ¢ a principal
tecnica de analise para a SPME desde o seu desenvolvimento sendo que a
amostragem das espécies de interesse por headspace ou por imersio direta em
solugdo foi fundamental para o sucesso da técnica. Desde entdio, tem-se buscado o
desenvolvimento de novos métodos de extragdo e de acoplamento de SPME a outros
equipamentos analiticos para aumento de sensibilidade e rapidez em analises, assim
como a modificagdo e o desenvolvimento de novos tipos de recobrimento para as
fibras, que evidenciam a busca em obter maior eficiéncia de extragdo, seletividade e
estabilidade.*™

Em vista das mengdes sobre a GC ¢ a SPME na extragio de compostos em

amostras diversas os objetivos propostos do trabalho foram:

1.2 OBJETIVOS GERAIS.

- Desenvolver um dispositivo para extracdo e pré-concentracdo de COMpOStos

voldteis combinando a amostragem em headspace dindmico e SPME:

- Estudar o acoplamento direto da SPME com Espectrometria de Massas para

identificacdo e quantificagdo de espécies diversas.
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1.3 OBIJETIVOS ESPECIFICOS.

Os objetivos especificos foram relacionados nas seguintes etapas:

=> Montagem e caracterizagdo inicial do dispositivo e da sub-técnica a ela
associada (DHS-SPME);

=> Teste com a versdo modificada portatil e semiportatil do dispositivo DHS-

SPME (em diferentes temperaturas ¢ vazdes do gas de stripping);

=>» Aplicagéo do dispositivo para amostras verdadeiras;

=> Avaliagdo do uso de diferentes fibras de SPME na extragdio de ésteres de
acido ftalico com detecgio direta por MS;

= Extragdo de pesticidas em folhas de maracuja (Passiflora edulis)

utilizando-se uma fibra de polidimetilsiloxano / alcool polivinilico com

detecgdo direta por MS.



CAPITULO I TESE DE DOUTORADO — ROGERIO CESAR DA SILVA

1.4 REVISAO BIBLIOGRAFICA.

1.4.1 Microextracio em Fase Sélida (SPME).

Um procedimento analitico pode ter varios passos: amostragem, preparo da
amostra, quantificagdo, avaliagdo estatistica ¢ tomada de decisdes. A técnica de
Microextragdo em Fase Solida (SPME) foi desenvolvida por Janusz Pawliszyn na
década de 90, combinando extragfio e pré-concentragido das espécies de interesse em
uma {inica etapa € com subseqiiente analise por um instrumento analitico.'®!!

O dispositivo basico de SPME consiste de um bastdo de fibra 6tica, de silica
fundida de 100 mm de comprimento, ¢ com 10 mm de uma extremidade recoberto
com um filme fino de um polimero liquido ou um sélido disperso em matriz
polimérica.'""?
para SPME.

A Figura 1 mostra com detalhes todo o conjunto comercial de fibra

3 L Wﬁ/z

4

/1

Figura 1: Conjunto comercial de fibra para SPME: A) fibra retraida no interior da
agulha (tubo hipodérmico de didmetro externo de 0,56 mm); B) fibra exposta; C)
detalhe ampliado da fibra de SPME; 1- agulha de ago inoxidavel; 2 - base de latio; 3
- septo de silicone; 4 - mola; 5 - porca; 6 - fibra de silica recoberta; 7 — microtubo de
ago inoxidavel; 8 - silica fundida e 9 - niicleo de silica fundida.

6
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Devido a fragilidade das fibras de SPME ¢ para o seu manuseio adequado, o
conjunto comercial é adaptado a um dispositivo (holder) proprio com funcionamento
similar ao de uma seringa para injegdio liquida.”” A Figura 2 mostra com detalhes o

dispositivo € o conjunto comercial de fibra para SPME adaptado.

Figura 2: Dispositivo comercial para SPME “holder”: 1 - fibra extratora; 2 - agulha
de ago inoxidavel; 3 - corpo do aplicador; 4 - septo de silicone; 5 - guia do aplicador;

6 - guia do émbolo e 7 — émbolo.

O conjunto de fibra (Figura 1) ¢ instalado no holder (Figura 2), na qual a porca
da fibra (4 - Figura 1) é rosqueada ao émbolo (7 — Figura 2). Na outra extremidade a
agulha de ago inoxidével (2 — Figura 2) fica exposta ao ambiente ¢ a fibra de silica (1
— Figura 2) protegida em seu interior. A agulha de ago inoxidavel é utilizada na
perfuragio de septos, € com o movimento do émbolo, a fibra revestida por um
material sorvente extrator € exposta ao ambiente ocorrendo assim a extragdo. Apos
um tempo de extragdo adequado a fibra é retraida novamente ao interior da agutha ¢

levada ao mjetor do GC para analise cromatografica.
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1.4.2 Tipos de revestimentos existentes para as fibras de SPME.

As fibras de silica para SPME sdo revestidas por filmes finos de um polimero
(como o polidimetilsiloxano (PDMS) ou poliacrilato (PA)), ou por filmes com base
em solidos adsorventes (como carvio ativo (Carboxen) ou divinilbenzeno (DVB)),
dispersos em uma matriz polimérica de PDMS ou Carbowax 20M. As espessuras

desses filmes variam de 7 a 100 um, resultando em um volume de fase extratora de

0,03 a 0,7 uL. Dependendo do tipo de fibra escolhida podem-se ter dois mecanismos
fisico-quimicos caracteristicos responsaveis pela extragdo, a partigdo (ou absorg¢éo) ¢
a adsorgdo. No caso das fases poliméricas, o fendmeno responsavel € a partigdo, e
para as fibras recobertas com so6lidos dispersos em matriz polimérica 0 mecanismo €
a adsor¢do. A Tabela 1 mostra algumas das fibras de SPME disponiveis e suas

zzlplicag:ﬁes.“’12

Tabela 1: Fibras de SPME disponiveis comercialmente.

Composig¢do Quimica de/pm Aplicagdo sugerida
Recobrimentos poliméricos puro: Partigdo
PDMS (polidimetilsiloxano) 7, 30, 100 Para compostos apolares,
volatilidade vanada;
Poliacrilato (PA) 85 Para compostos de média a
alta polaridade;
Recobrimentos de solidos porosos dispersos em matriz polimérica: Adsor¢io
PDMS / DVB (divinilbenzeno) 60", 66 Volateis e ndo volateis de
alta polaridade;
Carbowax / DVB 65,70 Para compostos de média a
alta polaridade;
Carboxen / PDMS 75, 85 Para compostos volateis;

*Fibras para a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. d¢= espessura da fibra (um).
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As sugestGes desta tabela sdo necessariamente genéricas, pois as fibras
relacionadas foram desenvolvidas para uso geral e potencialmente sio Gteis em
muitas aplicagles. Tipicamente, a natureza quimica de um analito que se deseja

extrair determina o tipo de revestimento a ser usado.

1.4.3 Modos de extracio.

Para SPME, dois modos bésicos podem ser usados para extragio de analitos:
extraco direta ou extragao no modo headspace. Na extragdo direta o revestimento
da fibra ¢ inserido diretamente dentro da amostra e os analitos sdo transportados da
amostra matriz para a fase polimérica. Entretanto, este procedimento de extragio
direta somente pode ser realizado quando nfio ha possibilidade de danos ao material
sorvente causado pelo contato direto com a amostra. Alguns artificios como agitagio
com barra magnética, sonicagdo ou movimentos rapidos da fibra ou do frasco da
amostra podem facilitar na extragdo aumentando a velocidade de difusdo do analito
da amostra para dentro da fibra.

No modo de extragio através do headspace a fibra é exposta a fase gasosa
acima da amostra. Este modo ¢ ideal nos casos em que os analitos sejam
suficientemente volateis na temperatura de extragio escolhida, evitando danos  fibra
causados por contato direto com a matriz e facilitando modificagdes do meio como
pH, forga idnica, etc.

A quantidade de analito extraida pelo revestimento no mesmo frasco no
equilibrio usando amostragem direta ou headspace sdo idénticas, contanto que a
amostra e 0 volume da fase gasosa seja 0 mesmo. Isto é causada pelo fato que no
equilibrio a concentragdo nas fases presentes (matriz, headspace e recobrimento) é
independente da locagdo da fibra no sistema amostraheadspace. A Figura 3 ilustra

os modos de extragdes existentes.



CAPITULO I

TESE DE DOUTORADQ — ROGERIO CESAR DA SILVA

A
direta

B
headspace

Figura 3: Modos de extragdo para SPME: A) extra¢do direta; B) extracio no modo

headspace."

1.4.4 Teoria da SPME.

A massa de um analito extraida pelo revestimento polimérico é definida pelo

equilibrio total das espécies entre as trés fases do sistema: amostra, headspace ¢ o

recobrimento da fibra. Como a massa total de um analito deve permanecer a mesma

durante o processo de extragdo, tem-se:

10
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CV, =C7V, +C;V, +C2V, Equagdo — 1
onde: C, € a concentragdo inicial do analito na amostra matriz, C7, C; e C7 sdo as
concentragdes de equilibrio do analito no revestimento, no keadspace, e na amostra
matriz, respectivamente; Ve, V,, eV, sdo os volumes do revestimento, do headspace,

e da amostra matriz, respectivamente. Se definirmos as constantes de distribuigdo de

revestimento da fibra/headspace como K,=C3/C; e a constante do

headspace/amostra matriz como X, =Cy/C?, a massa do analito sorvida pelo

a 3

revestimento, n=C7V,, pode ser expressa como:

KK,V .CV,

=
KKV +K,V,+V,

Equagdo - 2

A propria expressdo para a constante de distribuicdo deveria envolver as
atividades apropriadas, mas as concentragdes sic uma boa aproximagdo
considerando os niveis reduzidos dos analitos na amostra e assumindo uma matriz
limpa. A dire¢do das forgas para o equilibrio multifase ¢ dada pela diferenga entre o
potencial quimico dos analitos nas trés fases. O potencial quimico de um analito no

headspace pode ser expresso como:
u, = yU(T)+RTln(£%j Equagédo - 3
P

onde u, € o potencial quimico do analito no headspace; p, é a pressio de vapor do
analito no headspace; e °(T) € o potencial quimico do analito na pressdo padrio p°
(normalmente p°=101,323 kPa e na temperatura 7). Enquanto isso, o potencial

quimico dos analitos no revestimento ¢ na amostra matriz pode ser expresso como:

11
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oy = yO(T)-PRTln[p—J;J Equacédo - 4
p

o = pO(T)+RT1n[P g] Equagio - 5
p

onde x, € u, sdo os potenciais quimicos do analito no revestimento e na amostra

matriz, respectivamente; e p, € p, sdo as pressées de vapor do analito no equilibrio

com o analito no revestimento € na amostra matriz.

Quando as trés fases do sistema estio em equilibrio, os potenciais quimicos

dos analitos s3o iguais nas trés fases:
Hy =y =l Equacdo - 6
Das equagdes 3, 4 e 6 pode-se obter:
Py =Pn=Pa Equagdo — 7
De acordo com a lei de Henry, nos temos:

p,=K.C? Equagdo - 8

p,=K,C? Equagdo - 9

onde K, e K, sdo constantes da lei de Henry do analito no filme polimérnico e do
analito na matriz aquosa, respectivamente. Assumindo que a lei dos gases ideais
p.V,=mRT (n, é o numero de moles do analito no headspace) ¢ valida para o

analito vapor no headspace:
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p,=C;RT Equagdo — 10

Das equagdes 7 e 10, pode-se facilmente correlacionar a constante de

distribuigdo com as constantes de Henry:

C; RT x

——f _ 8L Equagio - 11
"TCETR, quag

Cy, K, o

—n _ By Equacido — 12
C® RT quag

Neste caso para extragdo direta em solugdo aquosa, tem-se no equilibrio:

My =p, OU p,=p,. A constante de distribui¢dio do analito entre o filme polimérico e
a solugdo aquosa, K,, pode ser expressa como K n=C7IC? =K, /K, sendo
p,=K.C;, p,=K,C;, e p,=p, quando o equilibrio ¢ estabelecido. Com base nas
equagdes 11 e 12, temos que:

fg'ga

Kfazi—HzKﬂ,K,mzK K Equagdo — 13
F

Assim considerando-se que a umidade do headspace é desprezivel, a constante de

distribuicio fibra/keadspace, K ,, pode ser substituida pela constante de distribuigdo
fibra/gas, K, e a constante de distribuigio headspace/amostra, K w» Pela constante

de distribuigdo gas/amostra, X, . Desta forma, a equacdo 2 pode ser reescrita como:

B K.V,.CV,

= Equacdo - 14
K.V, +K.V, +V,
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Assim, fica demonstrado que em condi¢do de equilibrio, a massa de analito
extraida pela fibra é independente de sua localizagdo no sistema. Esta pode estar
localizada no headspace ou diretamente na amostra, contanto que o volume do
headspace, volume do filme polimérico ¢ o da amostra sejam mantidos constantes.

Quando a amostra preencher totalmente o frasco, tem-se que X, V, no denominador,
que se relaciona com a capacidade do headspace (C;V,), pode ser eliminada,

resultando em:

_kJc,
KV, +V,

Equacdo — 15
Tem-se que a massa extraida » de um analito é proporcional a sua

concentragdo C, na amostra, sendo esta a base do uso quantitativo da SPME. A

extragdo ¢ considerada completa quando a concentragdo dos analitos alcanga o

equilibrio de distribuigfo entre a matriz da amostra e o filme polimérico da fibra.'"?

1.4.5 A Cinética da SPME.

Em SPME, a cinética do processo de extragdo ¢ baseada na segunda lei de

difusdo de Fick, que em sua forma unidimensional pode ser expressa como:

2
%(;:— oc¢ Equacgio — 16

14



CAPITULO I TESE DE DOUTORADO — ROGERIO CESAR DA SILVA

onde C ¢ a concentragio ¢ D o coeficiente de difusdo do analito. Considerando a

geometria cilindrica da fibra e o sistema de amostragem no espago tridimensional

tem-se que:
@« _ Dl[i[r‘ —Qgﬂ Equagdo — 17

A resolugio exata desta equagdo diferencial dependeria de conhecimentos do
valor de coeficiente de difusdio ¢ defini¢io de alguns valores limites. De qualquer
modo, sob condi¢des de agitagio perfeita, a velocidade do processo de absorgdo dos
analitos no filme polimérico dependeria apenas da difusio do analito no mesmo.

Nos modelos tradicionais, pode-se assumir a existéncia de uma zona adjacente
a fase extratora, na qual a convecgdo é limitada (devido a condicio estatica desta
regido, forgada pela viscosidade da matriz) e o transporte de massa é exclusivamente
difuso. Esta camada estatica é chamada de camada limitrofe de Prandtl (ou camada

limite). A Figura 4 mostra a representagio dessa camada limite em volta de uma fase

extratora.
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Fase
extratora

Camada
limitrofe

Amostra

Concentrac¢do

o
o foram—

Distancia

Figura 4: Modelo de camada limitrofe (5= espessura da camada limitrofe)."!

A situagdo € mais complexa quando sélidos estio presentes como parte de uma
amostra (por exemplo, como particulados em suspenso). Pode-se assumir que as
particulas de sdlido contém uma camada orginica depositada sobre um micleo
impermeavel ¢ poroso, ¢ o analito estd adsorvido sobre uma superficie desse poro.
Neste caso, 0 processo de extragdo pode ser modelado por considera¢des de varios
passos basicos, como mostra a Figura 5. Para remover o analito da particula o
composto deve primeiro ser dessorvido da superficie A(M,S); e entio difundir
através da camada orginica A(M,L) sem a particula até alcangar a interface
matriz/flmdo (A(M,I)). Neste momento, o analito pode ser solvatado pela fragdo
liquida da matriz ou pela fase extratora A(EP,P). Ele deve entfio difundir através da
camada estatica presente no interior do poro para alcangar a por¢do da fase extratora
ou matriz que ¢ afetada por convecgdo. O analito pode ento ser transportado através

dos canais entre as particulas, eventualmente, alcangando a fase extratora A(EP,B).
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Convencio do fluxo

AGPB)

Material particnlado

Matéria organica

Figura S: Processos envolvidos na extragio de amostras heterogéneas que contém
particulas sélidas porosas. K, é a constante de distribui¢io fase extratora/amostra
matriz, k; ¢ a razio da constante de dissociagdo do analito — matriz complexa, ¢ D, ¢

D, sdo difuso do analito na amostra matriz e fase extratora, respectivamente.’
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1.4.6 Aplica¢des da SPME.

Desde seu desenvolvimento,® SPME vem sendo utilizada em diversos tipos de
matrizes ambientais, farmacéuticas, clinicas, na industria alimenticia, etc. Alguma de
suas vantagens na aplica¢do a amostras diversas em relagdo a outras técnicas de
extragdo e pré-concentragdo seriam a rapidez na andlise, simplicidade, alta
sensibilidade, compatibilidade com outros equipamentos analiticos, possivel
automacdo, uso em amostragem de campo ¢ livre do uso de solventes ®"!

Dentre as aplicagdes em andlises de amostras de interesse ambiental podem ser
listados trabalhos com compostos organicos volateis,'*"> hidrocarbonetos aromaticos
(PAH),' herbicidas,''® pesticidas,” fungicidas,® ésteres de 4cido fialico,””
substncias com atividade biologica,” dentre outras. Para muitos desses
contaminantes, técmcas como a LLE, manipulagbes dindmicas de HS e SPE sio
tradicionalmente utilizadas nas etapas de extragdo e pré-concentragio; SPME se
revelou como uma boa alternativa para estes procedimentos tradicionais. '

SPME também tem se popularizado em analises de aromas e fragrancias.”
Algumas de suas aplicagdes foram a caracterizagdo da composigio de flavours de

26-29

alimentos industrializados como sucos e polpa de frutas’*> café,”*”! produtos

lacteos,” condimentos,* bebidas destiladas,™* etc., assim como na determinagio de
contaminantes e aromas desagradaveis (off-flavours) nos mesmo.>*>*

QOutra area de interesse para SPME seria na analise de amostras clinicas e
forenses, envolvendo matrizes como plasma, soro, urina e sangue integral em
determinagdes de drogas, substincias toxicas, esterdides. Por serem matrizes muito
complexas, muitas vezes sd0 necessarias etapas de pré-tratamento da amostra, como

desproteinizagdo, especialmente em processos envolvendo imersio direta da fibra na
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amostra. A derivatizagdo muitas vezes se torna necessaria quando analitos de baixa
volatilidade estfo presentes, o que possibilita sua extragio ao headspace.”

Muitos compostos de pouca volatilidade (produtos farmacéuticos, drogas,
peptideos e proteinas, alguns pesticidas e hidrocarbonetos poliaromaticos (PAH))
que sdo methores separados por HPLC, e aplicagdes combinando esta técnica com
SPME tem aparecido freqiientemente na literatura.®*' O primeiro sistema para
acoplamento de SPME a HPLC com detecgdo por ultra violeta (UV)* consistia em
uma camara de dessorg¢do por solvente e uma valvula de seis vias acopladas ao
cromatografo a liquido, para determinagfio de PAH. Todavia, como este processo de
dessor¢do ¢ lento ele pode ocasionar problemas na resolugdo do sinal analitico
(alargamento de pico). Uma alternativa seria a dessor¢do off-line proposta por Popp
et al.,”’ sem a necessidade da cAmara de dessorgdo. Apos a extra¢do dos analitos de
interesse, faz-se a dessor¢do dos mesmos, por imersdo da fibra em frascos conicos
com pequenas quantidades de solventes (100 pL) misciveis com a fase mdvel, ou
entdo com a propria fase utilizada para separagdo. Uma aliquota do extrato é entdo
injetada no cromatoégrafo a liquido da forma convencional Salleh et al.*
construiram um sistema de dessor¢3o empregando fluidos supercriticos. Entretanto,
este sistema pode apresentar problemas devido a vazamentos causados pela alta
pressdo aplicada, além da necessidade de otimizagdo cuidadosa do tempo de
dessor¢3o.

Além do uso em andlises cromatograficas, a SPME também tem sido
associada a técnicas espectrométricas para determinagio de compostos
organometalicos. Meste et al.,*> combinaram SPME e Espectrometria de Massas com
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) para determinagdo de organomercurios.
Para o acoplamento direto foi utilizado um bloco de aluminio aquecido contendo um
liner de vidro similar aos utilizados em injetores de GC, conectado diretamente a

base da tocha do ICP. Amostras de metilmercirio foram derivatizadas por alquilagdo
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e extraidas tanto no headspace como por imersdo direta da fibra em solugfio. A
combinago resultou em baixos limites de detecgdio (g L) e boa precisio.

SPME também foi acoplada com Espectrometria de Absor¢do Atémica (AAS)
para a determinagio de espécies metalicas volateis.* Uma cidmara de dessor¢do foi
projetada e por aquecimento, um fluxo de gas (N,) continuo, arrasta analitos volateis
extraidos para dentro de um forno de quartzo aquecido (1000 °C) onde o sinal de
transmissdo e absor¢do dos analitos é observado. Com este sistema, quantificou-se
tricarbonil metilciclopentadienilmanganés (MMT) em amostras de agua e gasolina.
Assim como em SPME-ICP-MS a SPME-AAS também apresenta baixos limites de
detecgdo (ug L), porém a eficiéncia de recuperacdo foi muito baixa.

Uma propriedade fundamental da SPME € que na parti¢do do analito entre o
revestimento da fibra e amostra, a concentragio depende da constante do equilibrio
envolvido, que por sua vez ¢ fungdio do anmalito, tipo de fibra e temperatura.”’
Infelizmente, para muitos compostos o tempo de equilibrio pode ser longo, chegando
a horas. Assim, o estudo e o desenvolvimento de amostradores de ar ambiente*®>*° e
de modelos matematicos” que descrevam a quantificagdo de compostos apos
extragdo por SPME, mas sem a necessidade de atingir o equilibrio, tem sido
proposto. Para muitos desses estudos, os tempos de extragio sdio de
aproximadamente 1 min. Nestes casos, a eficiéncia de massa extraida é dependente
do coeficiente de difuséo de cada analito no ar e no recobrimento da fibra (controle
cinético de extragio).**!

O preparo, a modificagdo de fibras e o desenvolvimento de novos materiais
sorventes a partir de processo sol-gel também tem sido de interesse em SPME na
busca de maior eficiéncia, seletividade na extragdo e estabilidade térmica do

recobrimento sobre a fibra de silica.*>>%°
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2.1 INTRODUCAO.

A amostragem em HS por SPME (HS-SPME) tem sido extensivamente
estudada na literatura e aplicada a diversos tipos amostras. Esse procedimento
convencional de amostragem por HS-SPME envolve a exposi¢do da fibra ao
headspace de uma amostra em um frasco selado, no qual onde dois processos de
transferéncia de massa ocorrem: da amostra para o headspace e entre o headspace
para o revestimento da fibra. Sabe-se que a quantidade de analito extraida na fibra é
proporcional a sua concentragdo na amostra, quando os equilibrios de distribuigio
dos analitos nas trés fases forem estabelecidos. Para se adquirir um equilibrio rapido
entre as trés fases e uma diminui¢io do tempo de amostragem, podem ser realizados
agitagdo ou qualquer outro tipo de perturbagfio na amostra resultando em uma rapida
transferéncia de massa da amostra para o headspace.®

A agitacio magnética € facil e simples para amostras aquosas, mas quando a
amostra € um liquido viscoso, ou um sélido, esta aplicagdo se torna ineficiente ou
impossivel, resultando em baixa velocidade na transferéncia de massa entre as fases
e a necessidade de tempos excessivos para a extragio.®’ Braggins et al.,% propuseram
que um fluxo de gas passando continuamente sobre a amostra ¢ expondo-se uma
fibra de SPME a este fluxo enriquecido com o gas, pode-se aumentar a sensibilidade,
precisdo e exatidfio em analises a matrizes muito complexas.

Assim, com base nesse conceito, foi desenvolvido um dispositivo combinando
amostragem por headspace dindmico e SPME (DHS-SPME). Serdo discutidas sua

montagem, caracteriza¢do e sua aplicacdo a amostras diversas.
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2.2 MATERIAIS E METODOS.

2.2.1 Equipamentos.

» Cromatégrafo a Gas HP-6850, da Agilent Technologies, Wilmington - DE,
equipado com detector por ionizagdo em chama, injetor tipo split/splitless com
liner para SPME de & = 0,7 mm, coluna cromatogrifica capilar de
polidimetilsiloxano HP-1 (Agilent Technologies, L =30 m x d; = 0,32 mm x d;
= 0,25 pum), e controle ¢ tratamento de dados pelo software HP ChemStation;

» Agitador magnético da Barnstead/Thermolyne (Iowa, USA) para extragdes
em HS;

» Manta de aquecimento da Barnstead/Thermolyne (Iowa, USA);
» Bomba peristaltica da (Ismatec — Switzerland)

» Bomba para aqudrios de 1,5 W (Elite 799, Rolfc Hagen Corp., Malasyia).

2.2.2 Fibras de SPME.

> Fibras recobertas com 100 um de polidimetilsiloxano (PDMS), 75 um de
Carboxen / PDMS e 65 pm de PDMS / divinilbenzeno (PDMS / DVB) foram
obtidas da Supelco Inc., (Bellefont — PA, EUA). As fibras foram
condicionadas conforme indicagdes do fabricante. Além disso, usou-se
também um holder para SPME da Supelco.

» Frascos de 16 mL com septo de teflon e tampas de rosca foram usados nas
extragbes por HS-SPME convencional.
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2.2.3 Reagentes.

» Clorobenzeno, 98 % (Fluka Chemika, Westchester);
» o-xileno, (Carlo Erba, Mildo — Itlia);

» Decano, 99 % (Aldrich, USA);

» Tolueno, 99 % (Vetec, Brasil);

> Benzeno, 99,5 % (Reagen Spetra, Brasil);

> Etilbenzeno, (Fluka Chemika, Westchester);

> y-terpineno, 97 %, (Aldrich, USA);

» NaCl, 99 %, (Synth, Brasil);

> Agua desionizada, sistema Milli-Q Plus (Millepore),
» Metanol, (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil);

» 2-metilpirazina, (Aldrich; USA);

» 2,5-dimetilpirazina, (Aldrich; USA);

» 2,3-dimetilpirazina, (Aldrich; USA);

» 2,3,5-trimetilpirazina, (Aldrich; USA);

» Tetrametilpirazina, (Aldrich; USA);

2.2.4 Dispositivo para amostragem em Headspace Dindmico por
SPME (DHS-SPME).

Para a montagem do dispositivo foram utilizados:
» Frita de ago;
» Rotimetro, com vazio de 0 a 37 mL min’, Supelco Inc., (Bellefont — PA,
EUA);
» Vilvula interruptora manual para controle de gas (Toggle valve, Supelco);
» Gas de stripping Ny,
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» Tubo de vidro de L = 125 mm x d; = 9 mm;

» Tubo de vidrode L =30 mm x d; =9 mm;

» Tubo de silicone L =20 cm x d. = 3,3 mm x d; = 0,7 mm;

» Tubode TeflonL=34 cm xd;= 0,03 cm x d. = 0,7 mm;

» Tubo de vidro obtido de microseringa para GC, L = 50 mm x d, = 8 mm x d;

= 1,2 mm.

As seguintes pegas foram usinadas na oficina de mecénica fina do Instituto de
Quimica da Unicamp:

» Duas pecas de Teflon de L = 40 mm x d. = 22 mm e d, =9 mm para a base
inferior x d, = 12 mm superior;

» Roscade Teflonde L =252 mm x d; = 19,3 mm x d, = 0,7 mm;

> Roscade Teflonde L =252 mm x d;= 19,3 mm x d, = 3,3 mm.

A Figura 6 apresenta o esquema basico do dispositivo de DHS-SPME

projetado e montado:
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20 mm

Figura 6: Sistema DHS-SPME. 1 — Tubo de silicone; 2 — Pega de Teflon para
conexdo; 3 — Peca de Teflon; 4 — Tubo de vidro para amostra; 5 — Conexdo para cela

de extragfio através de fluxo; 6 — Cela de extragdo através de fluxo. Néo sdo
- mostrados rotdmetro, frita e valvula interruptora manual.
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Para a montagem do dispositivo, foi conectada a frita de ago ao rotdmetro no
sentido de entrada do gas (nitrogénio) para methor controle de vazio. Ao tubo de
vidro (4) € conectado ao adaptador de Teflon (3). Um tubo de silicone (1) foi
conectado na base do dispositivo para a entrada do gas de stripping na rosca de
teflon (2). Na parte superior do tubo de amostra (4) foi conectado outro adaptador de
teflon (5) ao qual foi adaptado um tubo de vidro (corpo de microseringa). O tubo de
vidro (6) age como cela de extracio: as fibras de SPME sdo expostas ao gas que flui

em seu interior.

2.2.5 Dispositivo portatil de DHS-SPME.

Duas modificagdes foram realizadas no dispositivo basico de DHS-SPME
mostrado anteriormente. Na primeira, o rotimetro e valvula interruptora manual,
foram substituidos por uma bomba peristaltica para propulsido de ar ambiente como
gas de stripping. Na segunda modificacfio, a propulsdo do ar foi feita por uma bomba
de ar para aquarios (1,5 W), alimentada por corrente proveniente de transformadores
de 15 V a 48 V, para obtengiio de vazdes variadas proximas as estudas com as

versdes anteriores de rotimetro com valvula interruptora € bomba peristaltica.

A Tabela 2 mostra uma comparagio das vazdes obtidas no sistema de DHS-

SPME, em suas diversas versdes.
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Tabela 2: Comparagdo de vazdes obtidas nas diferentes versdes do sistema de DHS-

SPME.

Rotametro + Ny, Bomba peristiltica + ar Bomba de aquario + ar
F (mL min™) F (mL min™) F(mL min™") | Transformador

3+0,2° 3x+1,7° 2,7+1,5° 15V
4,5+0,3 - - -

6+0,3 6+3)5 7,2+1,7 24V
9,5+0,2 - - -

12+£0,3 12+29 13,2+0,6 36V

- 24+ 1,7 23,6 +4,1 48V

Nota: F = vazio de gis de stripping (mL min™); a = estimativa do desvios padrio relativo (%)
(n=3).

2.2.6 Ensaios com aquecimento do gas de stripping.

Para estes ensaios, entre a bomba de aquario ou bomba peristaltica foi
adaptado um tubo de silicone a outro de teflon de pequeno didmetro (L=34 cm x d; =
0,3 mm x d. = 0,7 mm) que foi mergulhado em um béquer contendo agua a
70 + 1 °C, para o aquecimento do ar e sua entrada no dispositivo. O tubo de teflon de
menor didmetro interno evita a entrada de materiais particulados ndo ocasionando

problemas quanto a limpeza, troca do tubo e possiveis contaminagdes.
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2.2.7 Caracterizacio analitica inicial do dispositivo DHS-SPME.

Uma solugio aquosa contendo (500 pg L) clorobenzeno, o-xileno, decano,
tolueno, benzeno, etilbenzeno e y-terpineno de cada analito foi utilizada para
caracterizagdo da versdo basica do dispositivo DHS-SPME. Aliquotas de 5 mL desta
solugdo foram extraidas com a utilizacdio de uma fibra de SPME de 100 pm de
PDMS em tempos de extragdes de 0,5 a 10 min e com vazdes de gas de stripping de
3 a 12 mL min”. Em paralelo também foram realizadas extra¢cdes por HS-SPME
convencional, para comparagio. Os tempos de pré-equilibrio (5 min) e de extragdo
(5 min) foram determinados preliminarmente, extraindo aliquotas de 5 mL da
solucdo de teste acondicionadas em frascos de 16 mL sob agitacio de 1200 pm. Os
analitos extraidos tanto por DHS-SPME como para HS-SPME foram imediatamente
dessorvidos por 10 min no injetor do cromatdgrafo durante a corrida. As condi¢es
de separa¢io cromatografica foram Tpy = 250 °C, Tpgr =250 °C e T, = 70 °C — 4
°C min” — 85°C - 6 °C min” — 130 °C; injetor em modo splitless por 10 min. No
Apéndice A sfo mostradas as estruturas e caracteristicas destes compostos utilizados
na caracterizagio do dispositivo.

A eficiéncia relativa das extragdes realizadas com o dispositivo de DHS-SPME

foi calculada de acordo com a equacéo:

E=100x 25 Equacio — 18

onde E € a eficiéncia de extragfo, 4,,; € a 4rea do pico cromatografico obtido por
DHS-SPME e 4,,; € a area do pico cromatografico obtido por HS-SPME. Superficies
de resposta (E x A, X F) foram construidas a partir destes dados.
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Também foram construidas superficies relacionadas & concentragéo esperada
para cada analito no gas de stripping (C,) em relagdo ao tempo e vaziio, de acordo

com a equagao:

c? Ft ] ( Ft H N 61
C, = L x| exp| - —= |—exp| - —= Equacio — 19
¢ k-, /kv,) { I( KV, Vs a

onde C; € a concentragdo inicial do analito na amostra aquosa, F ¢é a vazio do gis
de stripping, t., € o tempo de extragdio, ¥, é o volume da amostra, ¥, é o volume do
headspace no compartimento da amostra e X € o coeficiente de partigio ar/agua para
cada analito (K =C,/C,). O coeficiente X & o inverso da constante adimensional da
Lei de Henry,* disponivel na literatura.

A avaliagdo inicial de DHS-SPME foi complementada estimando-se curvas
analiticas para concentragdes de 50 pg L™ a 500 pg L™ dos analitos na solugdo teste
empregando-se tempos de extragdes e vazdes de gis de purga selecionados das
superficies de resposta anteriormente determinadas.

Os limites de detecgdo para as curvas analiticas foram calculados pela equagio
20:

1D=%  Equacio (20)
a

onde s, € o desvio padrio do intercepto e a correspondente sensibilidade expressa

por inclinaggo.**
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2.2.8 Aplicagiio do dispositivo de DHS-SPME a amostras reais.

Apos a caracterizacdo do dispositivo com a solugfio aquosa de misturas testes
constituidas por compostos organicos, foram realizadas a aplicagio do dispositivo na
extragdo de compostos voldteis nas seguintes amostras: polpa de manga, liquor de
cacau, solo e folhas secas de hortela.

Extragdes em paralelo por HS-SPME, em frascos de 16 mL, também foram
realizadas para comparacio, determinando-se sempre o tempo de pré-equilibrio
amostras/HS e o tempo de extra¢do fibra/HS.

2.2.9 Manga.

A versdo basica do dispositivo de DHS-SPME foi aplicada na extragdo de
compostos volateis existentes em polpa de manga fresca e industrializada.

Mangas frescas foram obtidas de drvores no campus da Unicamp, e a polpa de
manga concentrada congelada foi obtida em supermercado da regifio. No preparo da
amostra para a extra¢do dos volateis as mangas frescas, foram lavadas, descascadas e
homogeneizadas em liquidificador com adigio de solugio saturada de NaCl (36 %)
(2:1 m/m); para a polpa industrializada, somente a adi¢gio de solucdo saturada de
NaCl foi necessaria.

Perfis de extragdes por HS-SPME para os analitos selecionados foram obtidos
com 5mL de suspensdo salina de polpa de manga fresca para determinacgdo do
tempo de pré-equilibrio amostra/HS, e do tempo de extracfio fibra/HS. Nas extragdes
por DHS-SPME também foram utilizados 5 mL de suspensfo salina adicionados a
cela da amostra ¢ as extracgoes realizadas em tempos de 1 a 15 min, com vazdes de 3,
6 e 12 mL min™. Todas as extracdes foram realizadas utilizando-se a fibra de 100 um
de PDMS.
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As condigdes de analise cromatograficas foram: Ty = 250 °C, Tper =275 °Ce
Teor = 2 min a 40 °C — 10 °C min” — 160 °C, injetor em modo splitless por 10

min. No Apéndice A sio mostradas as estruturas e algumas das caracteristicas destes

COIIIpOStOS.
2.2.10 Liquor de cacau.

A aplicagd@o do dispositivo de DHS-SPME também foi avaliada na extrago de
alquilpirazinas em liqguor de cacau. Nesta aplicagio o rotAmetro ¢ a vilvula
interruptora do gas foram substituidos pelo uso da bomba peristaltica para propulsdo
de ar como gas de stripping.

No preparo da amostra antes da extragdo, tabletes de liguor de cacau foram
triturados sob gelo seco e deixados em descanso para evaporagio do CO, por 1 h.
Aliquotas da amostra (4,2 + 0,2) g foram acondicionadas na cela de extragio,
dopadas com 100 pl de solugio estoque 2-metilpirazina, 2,5-dimetilpirazina, 2,3-
dimetilpirazina, 2,3,5-trimetilpirazina e tetrametilpirazina e extraidas com uma fibra
de 75 pm de Carboxen/PDMS, com tempo de extragdo de 20 min e vazido de gas de
stripping (ar ambiente) de 12 mL min™. No Apéndice A sdo mostradas as estruturas
e caracteristicas destas pirazinas utilizadas.

Em paralelo, foram feitas extracdes por HS-SPME, com tempos de extrages
de 20 min. Em ambos os métodos, curvas analiticas na faixa de 119 ng g a
1190 ng g”'dos analitos foram construidas, e a recuperacfio avaliada por extragio de
amostras dopadas com 238 ng g’ e 476 ng g”'. Seis meses apds a construgio das
curvas repetiu-se o ensaio de recuperagfo, com novas amostras € usando as mesmas
curvas ja obtidas antes. As condigdes de separagdo cromatografica das

alquilpirazinas foram: Tpy a 280 °C; Tper a 250 °C; gas de arraste He a 3 mL min™;
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55 °C = 2 min; 5 °C min” — 100 °C; 20 °C min" - 180°C, injetor em modo

splitless por 10 min.
2.2.11 Determinagiio de compostos orginicos volateis em solo.

A aplicagio do dispositivo de DHS-SPME com utilizagio de bomba
peristaltica para propulsdo de ar como gés de stripping para extragio de cCOmpostos
orgénicos dopados em solo também foi realizada.

Uma amostra de solo da regifio (+ 500 g) foi obtida e peneirada em peneira de
100 mesh (d.p. <150 um), seca em estufa por 4 h e dopada com solugio estoque
contendo benzeno, tolueno, clorobenzeno, etilbenzeno e o-xileno. Trés fibras foram
utilizadas nestes ensaios: PDMS 100 pm, Carboxen / PDMS 75 pum e PDMS / DVB
65 pm. Para escolha da melhor fibra, 1 g de solo dopado com 100 ng g™ da solucdo
foi extraido por 10 min usando HS-SPME. Posteriormente perfis de extracdes foram
construidos e determinados os tempos de pré-equilibrio amostra/HS e o tempo de
extragdo fibra/HS.

Para extragdo por DHS-SPME uma modificacfio foi realizada na cela de
amostragem (4), que foi diminuida para 30 mm para a adigfio de apenas 1 g de solo.
Perfis de extragdes com vazdes de gas de stripping de 3 a 25 mL min™, em tempos
de extracdio de 0,5 a 10 min foram construidos.

As areas cromatograficas obtidas nos tempos e vazdes definidos nos perfis de
extragdo foram normalizadas pela Equagio 18. Posteriormente, curvas analiticas de
1ngg" a20ng g’ foram obtidas por DHS-SPME ¢ HS-SPME para a comparagio
dos parimetros das curvas analiticas. A adi¢8o e recuperacio de 3 ng g™! foi realizada
apos um periodo de seis meses para obtengfio dos percentuais de recuperagio. A

condi¢des de anélise cromatografica foram: forno a 50 °C — 1 min; 1°C min™ — 55
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°C; 15°C min” — 150 °C; Tiny 230°C € Torc 250 °C, injetor em modo splitless por

10 min.
2.2.12 Volateis em folhas secas de hortela.

Folhas secas de hortel trituradas foram obtidas para a extra¢do dos compostos
volateis. Foram testadas as versdes do dispositivo com bomba peristaltica e com
bomba de aquario para propulsio de ar como gis de Stripping para comparag3o.
Duas diferentes temperaturas de gis de stripping foram testadas: temperatura
ambiente do laboratério (25 +2) °C e a 70 °C. Para estes ensaios 0,5 g de folhas de
horteld secas foram necessarias para o preenchimento total do compartimento da
amostra de 30 mm. A fibra de SPME utilizada para extra¢io foi de 65 um de PDMS
/ DVB.

Primeiramente, extragSes por HS-SPME nos tempos de 10, 20 e 40 min foram
realizadas, e posteriormente foram realizadas extragbes por DHS-SPME com a
utilizagio de bomba peristltica com uma vaz3o fixa de 12 mL min™ em tempos de
10, 20 e 40 min de extragdo e sob temperatura ambiente para comparagfio das areas
dos picos cromatograficos selecionados com aquelas obtidas por HS-SPME. Em
seguida, o procedimento foi repetido com aquecimento  do gas de stripping a
(70 £ 1) °C nos mesmos tempos de extragio e vazdes fixas de 6, 12 ¢ 20 mL min™.
Para comparacdo com essas extragBes (nas quais se utilizou a bomba peristaltica)
foram realizadas extragdes com a bomba de aquério nos mesmos tempos de extragio
e temperaturas, e vazdes de 7,2 13,2 ¢ 23,6 mL min!. As condicdes de analise
cromatograficas foram: forno a 50 °C — 1 min; 8 °C min” — 70°C; 4 °C min™ —
170 °C; Ty 230°C e T pr 250°C, injetor em modo splitless por 5 min. No Apéndice

A s30 mostrasdas as estruturas dos compostos monitorados.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.

2.3.1 Montagem do dispositivo de DHS-SPME.

A Figura 7 mostra a montagem e operagéio do dispositivo de DHS-SPME.

1

[

Figura 7: Etapas de montagem do dispositivo de DHS-SPME. 1 — Fixagdo do tubo
de entrada de gas de stripping na base; 2 — Inser¢éio da cela de amostra; 3 —
Preenchimento da cela de amostra; 4 — Adaptacio da cela de extragdo e 5 —
Passagem de gas com exposicio da fibra na cela de extragdo.
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A Figura 8 mostra 0 esquema geral do sistema de DHS-SPME incluindo a

linha de gas.
Mufa —
| «— Dispositivo de DHS-SPME
e fibra exposta
Rotametro
Mufa > Valvula interruptora
abreffecha
ry
“2
or—
Suporte

Figura 8: Esquema do sistema de DHS-SPME.
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2.3.2 Caracterizacio do dispositivo DHS-SPME.

Preliminarmente foram obtidos perfis de extraces por HS-SPME. As areas
dos picos cromatograficos, obtidas apés extracio pelo método convencional de HS-
SPME, foram determinadas e estabelecidos os tempos de pré-equilibrio e de extracgio

a serem adotados. As Figuras 9 e 10 mostram os perfis obtidos.

Unidade de area / 10"
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Figura 9: Perfil de equilibrio amostra/HS dos analitos de teste para extragdo por HS-
SPME com fibra 100 pm de PDMS. -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; -A- CIB:

clorobenzeno; -V¥- Et: etilbenzeno; -¢- 0-X: o-xileno; -+ nCyy: decano; -x-Tp:

terpineno.
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Figura 10: Perfil de extracdo fibra/HS dos analitos de teste para extra¢do por HS-
SPME com fibra 100 pm de PDMS. -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; -A- CIB:

clorobenzeno; - ¥ - Et: etilbenzeno; -¢- 0-X: o-xileno; -+ nC,,: decano.

Observando-se os perfis de extragdo, os tempos de pré-equilibrio e de extracio
foram determinados como sendo de 5 min. As estimativas dos desvios padrio
relativos das areas variaram de 0,6 % a 12,4 % em ambos os perfis de extragio
obtidos (n=3).

Posteriormente, foram realizados extragdes com o dispositivo de DHS-SPME
em tempos de 0,5 a 10 min com vazdes de 3 a 12 mL min™ para a determinacio da
eficiéncia maxima de extragio. Em paralelo foram realizadas extragSes por HS-
SPME. As Figuras de 11 a 15 mostram os perfis de extragdes obtidos no sistema de
DHS-SPME.
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20

Eficiéncia de extragfo (%)

T J T T T
4 6 g 10

-

Tempo de extragdo / min

Figura 11: Perfil de extragio obtido com dispositivo DHS-SPME com vazio de gas
de stripping de 3 mL min".-m- B: benzeno; -e- T: tolueno; - A - CIB: clorobenzeno; -

V - Et: etilbenzeno; -¢- 0-X: o-xileno; —+: nCyq: decano; -x- Tp: terpineno.

As estimativas dos desvios padriio relativos das areas obtidas variaram de 1 %
a 27 % (n=3).
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Figura 12: Perfil de extracdo obtido com dispositivo DHS-SPME com vazio de gas
de stripping de 4,5 mL min’. -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; -A- CIB:
clorobenzeno; -V¥- Et: etilbenzeno; -#- 0-X: o-xileno; —+ nCp: decano; -x-Tp:

terpineno.

As estimativas dos desvios padrfio relativos das areas obtidas variaram de 0,7

% a 17,4 % (n=3).
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Figura 13: Perfil de extragdo obtido com dispositivo DHS-SPME com vaziio de gas
de stripping de 6 mL min™'. -m- B: benzeno; -e- T tolueno; - A - CIB: clorobenzeno;

- ¥ - Et: etilbenzeno; -4- 0-X: o-xileno; —+- nC,o: decano.

As estimativas dos desvios padriio relativos das 4reas obtidas variaram de 0 %
a 15,8 % (n=3).
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Figura 14: Perfil de extra¢do obtido com dispositivo DHS-SPME com vazio de gis
de stripping de 9,5 mL min’. -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; -A- CIB:
clorobenzeno; -V¥- Et: etilbenzeno; -4- 0-X: o-xileno; -+ nC,o: decano; -x-Tp:

terpineno.

As estimativas dos desvios padrio relativos das areas obtidas variaram de 0 %
a 26,2 % (n=3).
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Figura 15: Perfil de extra¢io obtido com dispositivo DHS-SPME com vazio de gas
de stripping de 12 mL min”. -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; - A - CIB: clorobenzeno;

- ¥ - Et: etilbenzeno; -¢- 0-X: o-xileno; —+ nC;y: decano; -x-Tp: terpineno.

As estimativas dos desvios padréo relativos das 4reas obtidas variaram de 0,8
% a 26,1 % (n=3).

Para vazdes baixas (até 6 mL min™') observa-se que s30 necessarios maiores

tempos maiores de extracfo. Isto se deve & menor velocidade de transferéncia dos
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analitos para o gas de swripping do dispositivo. Assim, as massas extraidas sdo
dependentes tanto do tempo de extragdio quanto da vazgo de gas de purga. Estes dois
parametros, tempo de extraciio e vazdo de gas de purga (gas de stripping) devem,
portanto ser otimizados antes das extragdes. Também se observa que, apds um
determinado tempo de extragdo, ocorre uma diminuigfio nas massas extraidas devido
a deplegéo ou dessorgio do analito da fibra ocasionado pelo préprio gas de stripping.

Na amostragem por DHS-SPME, a quantidade da analito isolada para um
tempo de extragdo de 1., em minutos e F de gas de stripping (mL min'l) ira depender
de dois passos de transferéncia de massa que ocorrem simultaneamente: da amostra
para o gas de stripping e do gas de stripping para a fibra. Algumas consideracdes
podem ser feitas relativas A transferéncia de massa da amostra/gas de stripping. As
bolhas de gas stripping partindo da interface amostra’headspace podem ser
consideradas como saturadas com os analitos. Nesse caso, a concentracdo do analito
existente na fase gasosa (C,) do recipiente da amostra sera uma funciode r_ eda F
(mL min) e pode ser estimada aproximadamente usando a equacdo 19 modificada
de Vittenberg e Ioffe,” (ver item 2.2.7, pag. 30) onde C] é a concentracio inicial do
analito na amostra aquosa, ¥, € o volume da amostra, V; € o volume nulo do
headspace do compartimento da amostra e K € o coeficiente de parti¢do ar/agua para
cada analito (K =C, /C;). O coeficiente X ¢ o inverso da constante adimensional da

Lel de Hem'y.65 Os valores de K para benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno e
clorobenzeno sdo 5,5, 6,3, 7,7, 7,0 e 3,7, respectivamente (média dos valores
tabelados).%

A Figura 16 mostra as superficies de resposta para a eficiéncia de extragdo
normalizada das 4reas cromatograficas obtidas das vazbes (# = mlL min™") aplicadas

em relagdo ao tempo de extragdo 1., estimada pela equacdo 18; e as concentracoes

dos analitos testados no gas de stripping em funcdo do t,, € das vazdes (F = mL
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min™'), estimadas da equacdo 19 usando os valores de X obtidos e os pardmetros

operacionais e dimensionais do sistema de DHS-SPME.

tempo / min tempo / min
E G (mLt)
o | T 100

E

Figrura 16: Variagdo na eficiéncia ( £) das extragdes com t, € F para as areas dos

picos cromatogréficos obtidos com o sistema de DHS-SPME estimada pela equagdo
18; e variagéio da concentragdo dos analitos no gés de stripping C; com t,_, e F,

estimado pela equagéo 19.
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Como a concentracio dos analitos no gas de stripping varia com o tempo, a
extracdo pode ser assumida como acontecendo em condi¢cdes de ndo equilibrio.
Nestas condicdes, a taxa de coleta de analito € controlada pela sua difusdo através da
camada estatica limitrofe e a massa extraida depende do tempo de extraco, da
concentragdo, e do coeficiente de difusfo da espécie no ar e da espessura da camada
limite (que dentre outras, é fungfo da velocidade linear do fluxo de ar 20 redor da
fibra, da temperatura da viscosidade de ar).” Bartelt e Zilkowski*’ mostraram um
modelo semi-empirico correlacionando a massa extraida em um fluxo de ar paralelo
a fibra em condigGes de ndo-equilibrio. Dado o limitado tempo de contato
fibra/analito, eles mostraram que das espécies somente uma fragdo tem tempo
suficiente para difundir através do gas para a superficie da fibra, o que exige a
introducdo de um fator de correcio empirico no modelo para compensar este
fenémeno. O incremento na velocidade do fluxo de gas diminui o tempo de
residéncia do analito na cela de extragéo, e tendera também a diminuir a eficiéncia de
extracao.

Aplicacgdo direta da equagdo de Bartelt e Zilkowski para o sistema de DHS-
SPME desenvolvido ndo é possivel, ja que a concentragdo do analito no gas de
stripping varia com o tempo de extracio e esse modelo prevé concentracdo
constante. Devido a complexidade matematica inerente, a dedu¢fio de um modelo
formal completo estd fora da extensfio deste trabalho. Entretanto, examinando a
Figura 16 algumas considera¢des qualitativas podem ser obtidas. Para baixos valores
de F, os perfis de extracdo sdo similares aos perfis de concentragido esperada do
analito no gas de stripping. Com aumento de F, a eficiéncia de extragdio diminui
mais rapidamente que a concentragéo prevista do analito no gas de stripping. Para
menores vazdes de gas, o tempo de residéncia do analito dentro da cela de extragdo €
suficientemente para permitir sua difusdo para superficie de fibra, na qual eles

podem ser sorvidos rapidamente. Neste caso, a massa extraida depende diretamente
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da concentragdo do analito no gds de stripping no momento em que a fibra ¢
removida. Para vazes altas, o curto tempo de residéncia aparentemente limita a
eficiéncia de extragiio: por exemplo, considerando o didmetro da fibra usada (300
nm) e o didmetro da cela de extragfo (1,2 mm), para F= 12,7 mL min™, o tempo de
residéncia serd de 50 ms; neste caso parte dos analitos pode sair do sistema antes de

ter tempo para difundir através da camada limite e alcancar a superficie da fibra.

2.3.3 Curvas analiticas obtidas com o dispositivo de DHS-SPME.

A partir dos perfis de extracio levantados foram construidas curvas analiticas
com faixas de concentragfo de 50 a 500 pg L, tempos de extragdo de 1 e 5 min em

vazbes de 3, 6 € 12 mL min’. A Tabela 3 apresenta os parametros das curvas
analiticas obtidas.
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Tabela 3: Coeficientes da reta obtidos para as curvas analiticas: ., — tempo de
extracio (min); F — vazdo do gas de stripping (mL min™”); a — inclinagdio; b —

intercepto; r — coeficiente de correlagéo; LD — limite de detecgdo (ng LHY@=3).

w F| | B T CIB Et o-X nCro Tp
0.018+0.001 |0,058+0,002|0,06810,002]0,124-+0,006|0, 1 26-+0,00710,126+0,011|0,203+0,020

3(b 1,1+03 0,9+0,5 2,94H0.6 2,0+1.7 1,242.0 -3,2+42.7 1,8+6,2
r 0,995 0,999 0,998 0,996 0,994 0,989 0,981
1 1 47 25 26 42 48 64 9
a | 0,024+0,001 [0,097+0,004|0,142+0,005]0,262+0,011(0,274+0,011{0,321+0,027|0,728+0,037
6!b 0,2+0,2 0,7+1,1 -0,2+1,7 -0,2+3,4 -1,0+3,5 0,9+8,3 -4.4+112
r 0,998 0,997 0,997 0,996 0,997 0,986 0,995
27 33 35 39 38 78 46

a | 0,023+0,001 {0,087+0,001|0,183+0,012(0,248+40,005|0,274+0,006}0,361-+0,034| 0,839+0,08
12} b 0,4+0,2 1,14+0,3 11,94314 | 1,6+14 1,5+19 2.8+103 | 8,8+242

r 0,998 1,000 0,992 0,999 0,999 0,983 0,982
L 30 9 52 17 21 85 86
a { 0,023+0,001 {0,092+0,005]0,153+0,005(0,290+0,013|0,349+0,013{0,234+0,023]1,507+0,089
3ib 0,4+0,4 1,7+14 | 17,1+094 | 14+34 1,140 | 25,6+436 | -0,2+26,3
r 0,993 0,995 0,999 0,996 0,997 0,990 0,993
5 LD} 56 45 18 41 34 56 54
a |0,014+0,000410,061+0,002(0,11240,002(0,197+0,006|0,259+0,00710,328+0,014{1,518+0,063
61lb 0,2+0,1 0,5+0,8 -0,1+0,7 -0,6+1,8 -0,9+2,1 6,1+2,7 |-12,4+19,0
r 0,998 0,997 0,999 0,998 0,999 0,998 0,997
29 37 19 27 25 25 38

a |0,006+0,0003(0,025+0,002]0,056+0,003|0,080-+0,006|0,126+0,008]0,208+0,036{0,768+0,058
12 b ] 0,1+0,09 1,0+0,6 0,2+1,0 0,5+1,8 04+25 | -6,3+10,8 | 1,6+175
r 0,995 0,989 0,993 0,989 0,991 0,946 0,989
LD} 45 68 55 67 60 156 68
HS- L2 0,03+0,00t | 0,15+0,002 | 0,17+0,02 | 0,4640,004 | 0.47+0,003 | 0,94+0,07 | 2,894+0,05
SPME| b 0,4+02 0,1+0,7 14,1+5,8 3,7+1,2 2,9+09 12,4+21,0 | -7,3+14,2
r 0,998 0,999 0,949 1,000 1,000 0,979 0,999
LD} 20 15 106 8 6 67 15

Nota: B = benzeno; T = tolueno; CIB = clorobenzeno; Et = etilbenzeno; o-X = o-

xileno; nC,y = decano; Tp = y- terpineno.

Para estas amostras aquosas simples a sensibilidade, expressa através das

inclinagdes das curvas de DHS-SPME, é menor que a obtida por HS-SPME
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convencional. J4 os desvios obtidos se mostraram equivalentes para ambos os
métodos. O mesmo nido ocorreu para os desvios dos interceptos que se mostraram
altos para alguns dos analitos de ambos os métodos. Contudo, os coeficientes de
correlagdo sfo equivalentes quando comparados com HS-SPME e os limites de
detecgio sdo de mesma ordem de grandeza ou melhores.

As Figuras 17 e 18 apresentam cromatogramas da solugfio aquosa de teste

obtido com extragdes pelo sistema de DHS-SPME e por HS-SPME, respectivamente.

1,5 1
7
1,0 1
<
a.
©
—
S
= 5 6
S 0,5+ 4
W
3
2
1
| ’L _ b
0,0 y T y ; T ¥ y T g ;
0 2 4 6 8 10
Tempo de extracdo / min

Figura 17: Cromatograma obtido por DHS-SPME com 4, de | min e vazio de
6 mL min" de gis de stripping. Fibra de 100 um de PDMS. Solugfio aquosa de
506 pg L'de:1- benzeno; 2 - tolueno; 3 - clorobenzeno; 4 - etilbenzeno; 5 - o-

xileno; 6 - decano; 7 - y -terpineno.
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Figura 18: Cromatograma obtido por HS-SPME com tempo de equilibrio
amostra/HS e tempo de extragdo fibra/HS de 5 min respectivamente. Fibra de
100 pm de PDMS. Solu¢do aquosa de 500 ng L de: 1 - benzeno; 2 - tolueno; 3 -

clorobenzeno; 4 - etilbenzeno; 5 - o-xileno; 6 - decano; 7 - v -terpineno.
Dentre os cromatogramas obtidos, verifica-se uma menor intensidade de sinal

para a extracio em DHS em relacio a extracdo realizada por HS. Este

comportamento € esperado em relagdo as discussdes apresentadas anteriormente.

51



CAPITULO I TESE DE DOUTORADO — ROGERIO CESAR DA SILVA

2.4 Aplicacido do dispositivo de DHS-SPME as amostras nio

sintéticas.

2.4.1 Manga.

A primeira aplicagdo do sistema foi realizada na extracio de compostos
volateis em polpa de manga fresca e polpa industrializada concentrada. Foram feitas
paralelamente extragdes usando HS-SPME convencional. Os tempos de pré-
equilibrio amostra/HS e de extragio, para o método convencional foram
determinados de 5 min, respectivamente. Os compostos monitorados foram
identificados pela injecdo de padrdes e os respectivos tempos de retengdo
comparados a cada um dos analitos. A Tabela 4 mostra a variagio das 4reas dos
picos dos analitos monitorados com os pardmetros operacionais de DHS-SPME

(fexe(min) e F (mL min™)).
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Tabela 4: Area (em unidade) dos constituintes volateis da polpa de manga fresca

extraida por DHS-SPME. (f.,= tempo de extragdo) (n = 1).

F=3mL min™ de gas de stripping

Loxt (min) 1 3 5 10 15
a-pineno 53,1 140,5 162,8 167,1 123,3
Spineno 9,7 25,3 32,9 35,1 25,4
mirceno 10 29,6 38,8 44 32,4
3-careno 302,3 935,4 1225 1370,1 1022,1
limoneno 15,8 52,4 73,1 81,83 64,7

y-terpinoleno 14,6 56,3 93 139,1 1159
F=6 mL min" de gas de stripping
o-pineno 1034 117,7 130,1 150 154,3
S-pineno 18,4 24 27 33,8 32,1
mirceno 13,6 17,4 19,8 23,8 23,6
3-careno 339,6 488,6 527.9 657,5 652,1
limoneno 30,8 35,2 38,9 , 479 47
y-terpinoleno 16,7 379 45,2 64,7 64,8
F=12mL min™ de gas de stripping
a-pineno 100,1 100,2 1842 | 1077 78,3
[pineno 17,7 22,8 32,3 22,5 16,3
mirceno 14,6 16 25,7 16,2 11,9
3-careno 380,8 416,5 750 447 4 326
limoneno 24,6 29,5 50,3 30,4 22,5
y-terpinoleno 25,2 38,1 68,8 46,5 33,8
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De um modo geral a vazio F aplicada e r,, onde foram obtidos os melhores

resultados para a polpa de manga fresca foi 3 mL min™ e 10 min, respectivamente. A
Tabela 5 compara as areas dos picos identificados, obtidas por DHS-SPME e HS-
SPME, para as amostras analisadas.

Tabela 5: Areas dos picos dos constituintes de polpa de manga frescas e polpa
industrializada.

SPME polpa de manga fresca SPME polpa industrializada
Analitos DHS HS DHS/HS | DHS HS DHS/HS
a-pineno 1403 255 3,3 nd nd -
Spineno 291 52 5,5 nd nd -
mirceno 194 32 6,1 1898 1720 1,1
3-careno 5976 913 6,5 nd nd -
limoneno 418 70 5,9 40 33 1,2
y-terpinoleno| 470 68 6,9 9 9 1,0

Nota: DHS/HS — razfo entre as areas; nd — nio detectavel.

Os resultados mostram que para uma amostra complexa e de grande
viscosidade como a polpa de manga fresca, DHS-SPME resultou em eficiéncias de
extracdo até 6,9 vezes maior que HS-SPME convencional. O mesmo nio ocorreu
para a polpa industrializada. Isto possivelmente se deve a menor viscosidade e

complexidade da amostra de polpa industrializada.
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A Figura 19 compara cromatogramas obtidos para a polpa fresca usando HS-

SPME e DHS-SPME com a fibra de 100 um de PDMS.

4
1 a-pineno
2.5 4 2 pf-pineno
3 mirceno
< 2.0- | 4 3-careno
= 5 limoneno
r 6 7Y -terpinol
-terpinoleno
LC—'; 1.5 DHS-SPME P
=
170 1 H
1.0 - f
't 2 3 5 :
S AA_JN A A
0.5 -
HS-SPME
A e ~
0.0 I I L 1 ¥ | ]
8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5
Tempo de extra¢do I min

Figura 19: Cromatogramas obtidos da extragfo de polpa de manga fresca por DHS-
SPME e por HS-SPME.

Verifica-se a maior intensidade de sinal para os compostos de polpa de manga

fresca quando extraidos por DHS-SPME.
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2.4.2 Liquor de cacau.

Para a extragdo de alquilpirazinas em liquor de cacau foi usada uma
modificagdo do sistema de DHS-SPME. O rotimetro e a valvula interruptora de gas
foram substituidos por uma bomba peristatilca para a propulsio de ar, que foi usado
como gas de stripping. A Figura 20 mostra o esquema do sistema com a substituigfo.

A massa de amostra de liguor de cacau foi de (4,2 + 0,2) g, que preenche
totalmente a cela da amostra. Com base na experiéncia ja adquirida nos ensaios
anteriores, foi aplicada diretamente uma vazio de gas de stripping de 12 mL min”
para a amostragem por DHS e 20 min de extragfio para ambos os métodos de DHS e

HS-SPME, sem ensaios de otimizagdo aprofundados.
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Dispositivo de DHS-SPME
e fibra exposta

Bomba peristaltica

" ™
ar

ambiente
— *—-

(=

[ Suporte

Figura 20: Sistema de DHS-SPME com uso de bomba peristiltica para propulsdo de

ar ambiente como gas de stripping.

A Tabela 6 mostra os valores dos pardmetros das curvas analiticas obtidas do

liquor de cacau dopado com 119 ng g'a 1190 ng g de cada alquilpirazina para
DHS-SPME e HS-SPME.
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Tabela 6: Pardmetros das curvas analiticas obtidas de alquilpirazinas dopadas em

liquor de cacau; extragdo com fibra de 75 pm de Carboxen / PDMS.

DHS-SPME
Alquilpirazinas a b r LD
2 MePz 2+0,3 266 + 225 0,937 361
2,5 DMePz 1,1+0,04 63 + 25 0,998 66
2,3 DMePz 1,1 +£0,05 3+32 0,996 88
2,3,5 TMePz 0,9 £ 0,04 21+29 0,995 97
TetraMePz 0,5+ 0,02 20+ 20 0,996 115
HS-SPME
Alquilpirazinas a b r bBd
2 MePz 0,7+0,1 379+ 55 0,972 237
2,5 DMePz 0,4+0,02 30+ 15 0,994 109
2,3 DPMePz 0,4+0,02 1+13 0,995 96
2,3,5 TMePz 0,3+0,02 14+11 0,994 107
TetraMePz 0,2+0,01 1+7 0,993 118

Nota: a = sensibilidade; b = intercepto; r = correlagiio linear; LD = limite de detecgdo (ng g7). 2
MePz — 2 metilpirazina; 2,5 DMePz — 2.5 dimetilpirazina; 2,3 DMePz — 2,3 dimetilpirazina; 2,3,5
TMePz - 2.3,5 trimetilpirazina; TetraMePz — tetrametilpirazina (n = 3).

As curvas analiticas obtidas por DHS-SPME proporcionam melhores
sensibilidades, coeficiente de correlagdio e limites de detecgdo para as alquilpirazinas,
em comparagdo a HS-SPME (exceto para 2 MePz).
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A Tabela 7 apresenta as recuperagdes, expressas em percentagens, para as

quantificagdes realizadas seis meses ap0s a construgéio da curva analitica.

Tabela 7: Recuperagio (em percentagem) para 238 ng g e 476 ng g das
alquilpirazinas dopadas em liguor de cacau: A) dopagem e recupera¢do apos
obtengdo da curva analitica; B) dopagem e recuperagio apos periodo de seis meses

nas mesmas condi¢tes de extragdo para comparagio.

A B

DHS-SPME (%) | HS-SPME (%) | DHS-SPME (%) | HS-SPME (%)

238 476 238 476 238 476 238 476

Alquilpirazinas

2 MePz

143 £ 0,3?

12114

142+£0,8

124 +27

97+4,5

99+49

12 £ 0,02

25+7,7

2,5 DPMePz

93+42

107+0,5

163+24

109+40

67+6,8

92+1,0

69+406

6322

2,3 DMePz

162 +29

124+ 0,9

177+£62

110+1.8

103+8,5

111+3,7

94 +22

79 £ 39

235
TMePz

107+0,7

108+ 1,3

166 +32

110+7,7

8161

104+29

57+41

67 +34

TetraMePz

117+ 1,9

99+1,2

153 £ 11

107 £4,9

60+£0,3

98 + 4,0

61 +24

55+45

Nota: 2 MePz — 2 metilpirazina; 2,5 DMePz - 2,5 dimetilpirazina; 2,3 DMePz — 23 -
dimetilpirazina; 2,3,5 TMePz — 23,5 trimetilpirazina, TetraMePz — tetrametilpirazina; a =
estimativa dos desvios padriio relativos em percentagem (n = 3).

Observando-se os percentuais de recuperagio das alquilpirazinas, verifica-se
que melhores resultados sdo obtidos quando aplicado o dispositivo de DHS-SPME,
mesmo apds um periodo de seis meses depois de obtidas as curvas analiticas.

A Figura 21 apresenta os cromatogramas obtidos da extragio do liquor de
cacau sem a dopagem com as alquilpirazinas e do liguor de cacau dopado com

1190 ng g de cada alquilpirazina.
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Figura 21: Cromatogramas obtidos do liquor de cacau pelo dispositivo da extracio
de: A) DHS-SPME liguor de cacau puro; B) DHS-SPME dopados com 1190 ng g’

das alquilpirazinas; (1) 2-metil-; (2) 2,5-dimetil-; (3) 2,3-dimetil-; (4) 2,3,5-trimetil-;
(5) tetrametilpirazina.

Entre as alquipirazinas extraidas verifica-se que nfio ha uma boa resolucdo na
separagdo para a 2,5-dimetil e 2,3 dimetilpirazina. Isto se deve a estas pirazinas

serem i1sometros entre si.
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2.4.3 Compostos orginicos volateis em solo.

Na extragdo dos compostos organicos volateis de solo foram avaliadas as
fibras de 100 pm de PDMS, 75 pum de Carboxen / PDMS e a2 de 65 pm PDMS /
DVB. Para a relagdo da fibra para o desenvolvimento do trabalho que foi feita por
HS-SPME convencional, 1,0 g de solo foi dopado com 100 ng g de cada analito. A
Figura 22 apresenta cromatogramas obtidos apds a extragdo de compostos organicos

volateis em solo com as trés fibras de SPME.

PDMS 100 pm

0,84 Carboxen / PMDS 65 pm

Sinal / 10°

0,0

T I L] l' L L) 1 L4
0 2 4 6 8 10 12

.
-

Tempo de retencdo / min

Figura 22: Perfis cromatograficos obtidos por HS-SPME da extragéo de solo dopado
com 100 ng g'I de: 1 - Benzeno; 2 - Tolueno; 3 - Clorobenzeno; 4 — Etilbenzeno e 5

— o-xileno.
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Dentre as trés fibras avaliadas, a PDMS / DVB foi a que apresentou melhores
resultados, sendo escolhida para o desenvolvimento do trabalho.

Os perfis de tempo de pré-equilibrio e tempo de extragdo obtida por HS-SPME
com a fibra de PDMS / DVB séo mostrados nas Figuras 23 e 24.

——B
—a—'T
—A— (1B
—w—Et
—e—o-X

Unidade de area / 10’

—y
{) T f L] 4‘ L4 T L] I
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
Tempo de pré-equilibrio / min

Figura 23: Determinagdo do tempo de pré-equilibrio de extragio por HS-SPME de
1g solo dopado com 100 ng g' de: -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; - A-CIB:
clorobenzeno; - ¥ - Et: etilbenzeno; -¢- 0-X: o-xileno. Fibra de 65 pm de PDMS /
DVB.
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Figura 24: Determinagiio do tempo de extragio por HS-SPME de 1 g de solo
dopado com 100 ng g de: -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; - A-CIB: clorobenzeno; -

V - Et: etilbenzeno; -¢- 0-X: o-xileno. Fibra de 65 pum de PDMS / DVB.

Os tempos de pré-equilibrio ¢ de extragio foram estabelecidos como sendo
7.5 min e 10 min respectivamente. A precisdio expressa como estimativa dos desvios
padriio relativos foram de 0,8 % a 18,3% para ambos os tempos determinados
(n=23).

Na extraciio com o sistema de DHS-SPME foram avaliados diferentes vazdes
de gas de stripping e tempos de extragdo. A Figura 25 mostra o perfil do methor

tempo de extragdo obtido com vazio fixa de 12 mL min" ao DHS-SPME.
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Figura 25: Perfil de extracdo dos compostos orgénicos voléteis em solo por DHS-
SPME, F = 12 mL min". Fibra de 65 um de PDMS / DVB utilizada na extragdo de 1
g de solo dopado com 100 ng g de: -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; - A-CiB:

clorobenzeno; - ¥ - Et: etilbenzeno; -#- 0-X: o-xileno (n = 1).

Ja na Figura 26 mostra o perfil de extragdo obtido para a determinacio da
maxima eficiéncia de extragdo obtida pela equagdo 18 em relagio as vazdes
aplicadas de 3, 6, 12 ¢ 24 mL min"' com 2,5 min de extragio determinados no perfil
de extragéio da Figura 25.
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Figura 26: Determinag¢io da eficiéncia de extragio por DHS-SPME com a fibra
65 pm de PDMS / DVB com diferentes F' de gas de stripping. Extragdo de 1 g de
solo dopado com 100 ng g’ de: -m- B: benzeno; -e- T: tolueno; - A-CIB:

clorobenzeno; - ¥ - Et: etilbenzeno; -¢- 0-X: o-xileno (n = 2).

A estimativa dos desvios padrdo relativos permaneceu entre 0,1 a 19,6 %.

Com base nas Figuras 25 e 26, estabeleceram-se o 7_, de 2,5 min ¢ F 6 mL min™

como Otimos.
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A Tabela 8 apresenta os parimetros das curvas analiticas obtidas por extracdes
realizadas com o dispositivo de DHS-SPME e por HS-SPME nas condicdes 6timas.

Tabela 8: Parimetros das curvas analiticas obtidos da extracdo por DHS-SPME e
HS-SPME de solo dopados com compostos organicos volateis de 1 ngg'a20nggl.

DHS-SPME
B T CiB Et 0-X
a 4,6 +£0,1 11,1 £0,3 59102 0,4 £0,2 9,3%+0,2
b 1,2+0,8 31+3 9,0+13 11+2 7+2
r 0,9995 0,9989 0,9993 0,7505 0,9990
LD 0,54 0,82 0,65 14 0,78
HS-SPME
a 53+0,1 10,5+ 0,3 4,5+0,1 0,4+0,1 4,0+0,1
b -3,5+£2,0 | 628+£32 65+1 212 12+1
r 0,9984 0,9986 0,9991 0,8300 0,9990
LD 0,96 0,91 0,72 11 0,79

Nota: a = inclinagio; b = intercepto; r = coeficiente de correlacio e LD = limite de
detecgdo (ng g'l). B = benzeno; T = tolueno; CIB = clorobenzeno; Et = etilbenzeno;
0-X = o-xileno. DHS-SPME - tempo de extragdo 2,5 min ¢ F de gas de stripping de
6 mL min”'; HS-SPME — 7,5 min de equilibrio amostra/HS e 10 min de extragdo.

Verifica-se que DHS-SPME proporcionou melhores sensibilidades para
tolueno, clorobenzeno e o-xileno. Bons coeficientes de correlagio foram obtidos para
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todos os analitos, exceto para o etilbenzeno com 0,7505. Os LD foram melhores ou
de mesma ordem de grandeza, comparando DHS-SPME e HS-SPME. A
confiabilidade de DHS-SPME comparada a HS-SPME foi estabelecida pela
determinagfio da percentagem de recuperagio de amostras de solo dopados com

3ngle quantificadas usando curvas construidas seis meses antes (Tabela 9).

Tabela 9: Exatidio determinada pelo percentual de recuperagdo do solo dopado em

concentragio de 3 ng g apés seis meses de construgdo da curva analitica (n = 2).

B T CiB EtB o-X

DHS-SPME (%) | 99+5 100+ 3 90 +1 650 + 28 97+ 17

HS-SPME (%) | 132+7 | 201+8 178+4 | 1783+8 78 + 4

Verifica-se que mesmo apds um periodo de seis meses a aplicagdo do
dispositivo de DHS-SPME, nas mesmas condi¢des anteriores apresenta uma melhor

confiabilidade que extragcdes por HS-SPME sem a necessidade da construgfio de

nova curva analitica.

2.4.4 Extracdes de volateis em folhas secas de hortela.

As extragOes de compostos volateis de folhas de horteld por HS-SPME foram
realizadas com tempos de extragfo de 10 a 40 min e 4 temperatura ambiente. J4 para
as extragdes em DHS-SPME foram testadas extracdes a temperatura ambiente e sob
aquecimento com diferentes vazdes do gas de stripping. A Figura 27 mostra a versio

do sistema de DHS-SPME com aquecimento do gas de stripping.
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Dispositivo de DHS-SPME
-<— e fibra exposta

Bomba peristaltica
ou

Bomba de aquario

Manta de aquecimento

Figura 27: Sistema para DHS-SPME com gés de stripping aquecido. Bomba de
aquario e bomba peristaltica usada para propulsio do gés de stripping.

A Figura 28 apresenta os cromatogramas das extragdes por HS-SPME e para
DHS-SPME com bomba peristltica como propulsora usando vazio de gas de
stripping de 12 mL min™, sem aquecimento e com 40 min de extragio para ambos os

métodos. A fibra utilizada foi a de 65 pm de PDMS / DVB.
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Figura 28: Cromatogramas obtidos por (A) DHS-SPME (F =12 mL min™") e (B) HS-
SPME da extragdo de 0,5 g de horteld, por 40 min com fibra de 65 pm de PDMS /
DVB. A = acido acético; B = 4—terpineol; C = p-alilanisol; D = #-bourboneno; E =

cariofileno e F = epibiciclosesquifelandreno.
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Os compostos marcados no cromatograma da Figura 28 (A) por A, B, C, D, E
e F foram monitorados ¢ a area cromatogrifica obtida em relacdo a massa extraida
foi comparada a das extragies realizadas por DHS-SPME.

Para confirmacgdo dos compostos monitorados, andlises cromatograficas foram
realizadas em um GC 2100/ITMS Saturn (Varian, Associates, Sunnydale, CA)
equipado com injetor SPI (injetor com purga de septo), gis de arraste Hélio, e coluna
HP-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). A identificagio dos compostos monitorados na
extragdo por HS-SPME foi realizada através de comparag@o com os espectros de
massas obtidos da biblioteca NIST98 em niveis de confianga acima de 80 %.

No Apéndice A sio mostradas os espectros de massas obtidos dos compostos
comparados aos da NIST98.

A Figura 29 compara as dreas dos picos monitorados por DHS-SPME e HS-
SPME, em tempos de extracdes variados utilizando-se o GC-FID.
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Figura 29: Comparagio das dreas dos compostos monitorados por HS-SPME e
DHS-SPME. F =12 mL min" de gas de stripping sem aquecimento.

Verifica-se que para todos os tempos de extragdes a eficiéncia obtida por
DHS-SPME é maior que a de HS-SPME.
Na Figura 30 sdo mostradas extragdes por DHS-SPME com tempo de 40 min

utilizando-se bomba de aquério e bomba peristaltica com aquecimento do gas de

Stripping.
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Figura 30: Cromatogramas obtidos da extragio de horteld por 40 min com
dispositivo de DHS-SPME: A) com bomba de aquério e gas de stripping aquecido (F
= 23 mL min"); B) com bomba peristiltica e gis de stripping aquecido (F =
20mL min™). A = 4cido acético; B = 4—terpineol; C = p-alilanisol; D = 8-

bourboneno; E = cariofileno e F = epibiciclosesquifelandreno.
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Verifica-se que os perfis cromatograficos obtidos com bomba peristaltica e
bomba de aquario com F de gas de stripping proximas sio muito semelhantes
quando comparados entre si. Para os compostos de mais pesados (de maiores tempo
de retencdo) a um grande aumento de massa extraida pela fibra. Entretanto, para
compostos mais leves (os de menores tempo de retengéo), estes sfo dessorvidos da
fibra devido ao grande tempo de exposigéo da fibra ao fluxo de gas de stripping.

A Figura 31 mostra uma comparagio das dreas dos compostos monitorados
com extragdo por DHS-SPME com bomba peristaltica e bomba de aquario em
diferentes tempos e comparadas a extra¢des por HS-SPME nos mesmos tempos.
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DHS-SPME com bomba de a

Figura
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0 e bomba peristalti

quari

extragao.

diferentes tempos de extragio para DHS-SPME quando

comparados as extragdes realizadas por HS-SPME.

Na comparagéio entre as extragdes realizadas verifica-se que ha um aumento na
extraida nos

massa

A Figura 32 mostra uma comparagio de extracdes realizadas por HS-SPME e

DHS-SPME utilizando-se somente bomba peristéltica com a aplicacio de diferentes

de stripping.

de gas

vazoes

74



.

TESE DE DQUTORADO — ROGERIO CESAR DA SILVA

CAPITULO II

1111111111111111111111111111111

%\\\\\\\\\\\\.\\\\w\w\k

DS IO P I aC I o I o o S M At o A O A ML 0 DO I o0 o Rl
EUEHELEERLARRRRNR CUNR TR RARAL SR LA NA S A ANNA R ARA NS

EATHHATAIATTN e aTaTeTe Y
AR

VYITT OGS LFITT IS TIESTIS.

BT OTETETE TR TR T OTO TR T T AT T e A TATATA T TATOTA T T TaTH e TaT e e Te T T T TR T
RRRRRLELAREENEE L LLE LRGN L RER CRNER LA AR AN AR AR AN AN Y

VATOTOTO TR TA TR
RS SRR RN AR SRR AR A NA A

I :cido acético
] 4-terpineol

B --zlilanisol

S-bourboneno

R\ epibiciclosequifelandreno

IO THTATEATIN O TATOTAITOTe
AR

TeTeTeTeleTeTe s
RS SANS AAN

54

1 T T T T T
~r m N

0l / eaie Sp speplu

N

i

i

n 40m

m

20

min

10

10min 20min 40 min

10 min 20 min 40 min

"' DHS-SPME 23 mL min"

min

DHS-SPME 13 mL

HS-SPME

-SPME e DHS-SPME, com géas de

areas obtidas por HS

Comparacio de

Figura 32

do por bomba de aquario.

stripping aquecido e propuls

Verifica-se que nas extragdes com propulsio de gas de stripping pela bomba

xtragOes realizadas por

-

€ncias que nas €

~

btidas maiores efici

ém S30 O

quario també

de a

HS-SPME. Essas otimiza¢des de F, Z.,, e aquecimento do gas de stripping permitem

determinar um aumento na massa extraida em menores tempos.

2.5 CUSTOS PARA MONTAGEM DO DISPOSITIVO DE DHS-SPME.

Para o uso do dispositivo de DHS-SPME foram testadas trés possibilidades de

propulsdio do gas de stripping para a extragdo dos volateis. O uso de um gas inerte
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pode ser favoravel quando da necessidade de aplicagiio do dispositivo a amostras

contenham analitos passiveis de oxida¢do. As outras duas variantes (com bomba de

aquario e bomba peristiltica) usam ar obtido do proprio ambiente como gis de

stripping ¢ também permitem variacio nas vazdes aplicadas. Entretanto, a maior

diferenca entre as trés variantes seria o custo de montagem. A Tabela 10 mostra os

custos estimados para a montagem de cada um deles.

Tabela 10: Custos dos materiais dos dispositivos estudados em relagdo ao gas de

stripping a ser utilizado.
Materiais para DHS-SPME
Rotdmetro  US$ 123 | Bomba USS$ 441 Bomba de R$ 15
peristaltica aquario (1,5 W)
Valvula US$ 113| Tubode  R$50,00 |Transformadorde RS 45
abre/fecha Teflon baixa voltagem
(1/8” Toglle) (20cm) (15,24,38,¢48 V)
N, (9m’)  R$200
Tubo de Teflon R$ 50 Tubo de Teflon  R$ 50
(20 cm) (20 cm)
Total RS$ 956 Total RS 1373 Total R$ 110
Extracao por HS-SPME

Agitador magnético e frascos proprios para extragdes em HS-SPME R$ 1500
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Observa-se que os custos estimados, para construciio do dispositivo portatil
com a utilizagio da bomba de aquario e com os transformadores de baixa voltagem,
mesmo quando comparado as extragdes pelo método convencional de HS-SPME se

torna viivel na montagem e aplicagdo a trabalhos intralaboratoriais ¢ a amostragem

de campo.
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3.1 INTRODUCAO.

O primeiro acoplamento “quase direto” de SPME e MS para andlises de
compostos organicos foi proposto, por Peres et al.®” Em um sistema de GC-MS, a
coluna cromatografica foi substituida por um pedaco de tubo capilar de silica ndo
revestida de 1 m, que funcionava como linha de transferéncia para analitos
dessorvidos de uma fibra inserida no injetor do GC. Esta técnica foi aplicada na
caracterizagdo da fragio de wvolateis de amostras de queijo através dos
fragmentogramas (finger print) obtidos.

Todavia, em outras técnicas como Espectrometria de Massas por Introdugdo
de Membrana (MIMS),**"" dispositivos préprios permitem a extragio e pré-
concentragdo de compostos organicos com introdugéo direta na fonte de ionizag¢do do

espectrometro de massas, obtendo-se grande sensibilidade e detectabilidade.

Recentemente, foi proposto o primeiro acoplamento direto verdadeiro entre
SPME e MS. Nesta técnica, denominada de FIMS (Espectrometria de Massas por
Introducdo via Fibra), a fibra de SPME contendo materiais extraidos ¢ inserida
diretamente no interior da fonte de ionizagdo do espectrdmetro de massas, entre 0s
filamentos aquecidos.” Esses trabalhos iniciais envolveram o projeto e construgdo de
um holder préprio para o acoplamento, e alguns ensaios preliminares com analitos de
teste.

Em FIMS, a combinagdo do alto vacuo e aquecimento pela radiagdo dos
filamentos do espectrometro de massas causam dessor¢do uniforme dos analitos da

fibra, que sdo imediatamente ionizados produzindo fragmentos idnicos

caracteristicos.
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No trabalho inicial citado (ref. 72) somente fibras de 100 um de PDMS foram
utilizadas. Observando-se a potencialidade de FIMS, serio mostrados aqui a
continuag¢do destes estudos com testes de diferentes fibras comerciais (a de PDMS /
DVB ¢ Carbowax / DVB de 65 um), e também a aplicagdo de uma fibra feita no
laboratério a partir de processos sol-gel e recoberta com polidimetilsiloxano / &lcool
polivinilico (PDMS / PVA).™
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3.2 MATERIAIS E METODOS.

3.2.1 Equipamentos.

> Espectrometro de Massas Extrel (Pittsburgh, PA) monoquadrupolar;
» Agitador magnético Mirak foi utilizado para extragdes em HS-SPME;

3.2.2 Reagentes.

» Metanol, (Tedia, Rio de Janeiro, Brasii),

- Esteres de 4cido ftilico:

» Dimetilftalato, 99 % (ChemService, Westchester);
» Daetilftalato, 99% (Acros, USA);

» Dipropilftalato, 99% (Kodak, USA);

- Pesticidas clorados e fosforados:

» Malation, 99 % (ChemService, Westchester);

» a-endosulfan, 99 % (ChemService, Westchester);
» Metilparation, 99 % (ChemService, Westchester);
» Clorotalonil, 99 % (ChemService, Westchester);
» Fention, 99 % (ChemService, Westchester),
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3.2.3 Amostras

» Amostras comerciais de 4gua mineral sem gis envasadas em frascos de
PET.

» Folhas secas de maracuja (Passiflora edulis), sem agrotoxicos, e para uso
fitoterapico obtidas de cultivo na regido da cidade de Ribeirdo Preto (SP). As
plantas foram secas (35 °C por 24 horas), trituradas e peneiradas (1-2 mm)

para estocagem em frascos de vidros protegidos de umidade, aquecimento e

luz.

3.2.4 Microextracio em Fase Soélida.

» Fibras recobertas com 100 um de polidimetilsiloxano (PDMS), 65 um de
PDMS / divinilbenzeno (PDMS / DVB) e¢ 65 um de Carbowax /
divinilbenzeno (Carbowax / DVB) foram obtidas da Supelco Inc., (Bellefont —
PA, EUA). Uma fibra recoberta com ~ 5 um de PDMS / alcool polivinilico
(PDMS / PVA), preparada a partir de processo sol-gel por procedimento
descrito (ref 74).

» Um aplicador (holder) especial para FIMS foi construido para extragOes
com as fibras de SPME e introdugio direta no espectrémetro de massas.

» Frascos de 16 mL com septo de teflon e tampas de rosca préprios para
SPME foi utilizado em extra¢Ges por HS-SPME;
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3.2.5 Aplicador para SPME-MS.

A Figura 33 mostra o aplicador desenvolvido propriamente para insergao
direta das fibras de SPME no espectrometro de massas em comparagdo ao aplicador

comercial convencional para SPME.

—mmme T T T e

Fibra de SPME A}

Fibra de SPME

B)

Figura 33: A) Aplicador desenvolvido para insergio direta das fibras de SPME no

espectrdmetro de massas. B) Aplicador comercial.

O aplicador para FIMS apresenta aproximadamente o dobro do comprimento
de um aplicador comercial. Entretanto, o principio de funcionamento ¢ o mesmo de
um aplicador comercial, sendo para adaptagio das fibras de SPME em sua

extremidade apenas pela utilizagdo de um sistema de porca e arruela para fixagdo da
fibra.
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3.2.6 Interface SPME-MS.

Nas ultimas décadas a MS se tornou uma das técnicas mais importantes na
comunidade cientifica devido a grande evolugdo na capacidade de jonizagdo de
atomos e moléculas de alta massa molar por diferentes meios. Um dos métodos mais
simples de iomizagdo em MS ¢ a ionizagfo por elétrons (EI), na qual a energia
emitida de 70 eV pelos filamentos do espectrometro de massas, sob alto vacuo,
favorece a retirada de um elétron e a fragmentagio de moléculas ionizadas.
Conseqiientemente a raz3o m/z dos ions é obtida e também estruturas individuais de
cada uma das moléculas.

A Figura 34 mostra o espectrdmetro de massas Extrel monoquadrupolar usado
nos ensaios. A regido ampliada de A mostra o bloco da fonte de ionizagio e a ponta
da sonda no qual é inserida a agulha da fibra de SPME chegando a fonte de

10mizagdo para exposi¢io.
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Figura 34: Espectrometro de massas monoquadrupolar Extrel, utilizado no
acoplamento com SPME. A) regido ampliada da fonte de ionizagdo na qual sio
inseridas as fibras de SPME através da sonda pelo aplicador.

Para a introdugdo da fibra através do holder projetado, uma sonda constituida
de um tubo de ago inoxidavel de % polegada foi utilizada juntamente com um septo
de silicone (utilizado em GC), que foi adaptado na ponta da sonda por um sistema de
arruela e parafuso, que separa o ambiente do alto vacuo do espectrdmetro de massas.
A Figura 35 apresenta o esquema da interface desenvolvida, com maiores detalhes,

para introdugdo da fibra entre os filamentos do espectrometro de massas.
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Figura 35: Dois diferentes angulos de visio e secgdes transversais do sistema
SPME-MS. (A) secgdo transversal parcial da extremidade do holder de SPME-MS
introduzido na sonda; (B) recobrimento da fibra de SPME no local da dessorgdo
térmica ¢ ionizagdo do analito; (C) dois filamentos padriio para EI (e aquecimento);
(D) bloco da fonte de ionizagdo padrio Extrel MS; (E) linha de entrada de gas para
ionizagdio quimica; (F) linha de entrada de gas alargada para % de polegada para
permitir a introdugdo da amostra, da sonda de MIMS ¢ de FIMS; (G) “o-ring” para
vedagdo da sonda de SPME-MS; (H) septo de silicone de GC para vedagdo durante a
introdugio da agulha da fibra de SPME.

Na Figura 35, a fonte de ions (D) foi utilizada com algumas modificagées. O
didmetro interno de uma das duas linhas de entrada de gas (E ¢ F) foi alargado para
7" (F) para permitir a introdugdo da agulha de SPME. Inicialmente, o guia é

adaptado a uma das entradas de amostra do espectrometro de massas ¢, desta forma,
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o sistema de inje¢do de amostra estd montado. Para a introdugdo da amostra, o holder
¢ introduzido no guia e a agulha do conjunto de fibra de SPME ¢ posicionada na
regido de alto vacuo do espectrometro de massas. Entdo, a fibra de SPME ¢é exposta a
fonte de ions (D e B), sendo aquecida pela radiagdo dos dois filamentos (C),

proporcionando a dessor¢do dos analitos e a sua ionizagdo simultineas, por ionizagdo
eletronica (EI) de 70 eV.

3.3 Avaliacdo de diferentes fibras na extracdo de ésteres de 4cido

ftilico com deteccdo por FIMS.

3.3.1 Esteres de acido ftalico.

Uma solugdo estoque em metanol de 1000 mg L de dimetilftalato (DMP),
dietilftalato (DEP) e dipropilftalato (DPP) foi preparada para diluigdo e preparo de
solugBes aquosas de teste em dgua deionmizada.

As fibras utilizadas na extragdo dos analitos foram 65 um de PDMS / DVB,
100 um PDMS e 65 um Carbowax / DVB. Todas as fibras foram diretamente
condicionadas no injetor de GC seguindo as especificagdes do fabricante, ¢ limpas
por 10 min antes do inicio de qualquer extragdo. As extragdes foram realizadas por
imersdo direta das fibras em 10 mL de amostra acondicionadas em frascos de 16 mL

¢ sob agitaggo (1200 rpm).
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3.3.2 Deteccio.

Em ensaios preliminares, foi feito o registro de fragmentogramas completos,
varrendo o sinal do m/z no modo full scan na faixa de 40 a 400 para quantificag#o.

A detecglo foi realizada por monitoramento de ion seletivo (SIM), sendo
relacionados os fragmentos com m/z - 163 (DMP); 177 (DEP) e 209 (DPP). Os sinais
obtidos foram transportados para o programa grafico Origin 6.0. Os dados foram ali
processados sendo que do sinal analitico foi obtido & area dos picos formados em
cada cormida. No Apéndice B sdo mostrados as estruturas e os espectros de massas de

cada éster ftalico e os ions selecionados para monitoramento por SIM.
3.3.3 Seleciio das fibras.

Na escolha das melhores fibras foi usada como amostra teste uma solugéo
aquosa com 50 pg L™ dos analitos. O ganho ¢ a voltagem da multiplicadora do
espectrometro de massas foram 1x 10" e 1200 V, respectivamente. O tempo de
dessor¢do fo1 de 40 s e comridas em branco por 20 s eram feitas para verificar
possivel carryover. Dentre as trés fibras avaliadas foram selecionadas as de 65 pm de

PDMS /DVB ¢ 65 um de Carbowax / DVB para os ensaios seguintes.
3.3.4 Teste de repetibilidade.
A repetibilidade foi avaliada a partir de extragGes da mesma solugio teste

usada acima, sendo empregadas as fibras PDMS / DVB e Carbowax / DVB de
65 pm.
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3.3.5 Curvas analiticas.

Foram construidas curvas analiticas na faixa de 1 ug L™ a 30 pug L™ para todos
os analitos e nas otimizagbes de ganho e multiplicadora para a fibra Carbowax /
DVB de 1 x 10 ¢ 1100 V, e para PDMS / DVB com faixa de 10 pg L' a 100 pg L™
com condi¢Bes de ganho e multiplicadora em 1 x 10" ¢ 1200 V, respectivamente. Os
limite de detecgdo e de quantificagio foram definidos a partir da razio sinal / ruido,

sendo de 3 e 10 vezes respectivamente.

3.3.6 Aplicacio do método.

Para aplicacdo da metodologia desenvolvida, os ftalatos em duas amostras de
agua mineral, foram quantificados utilizando-se a fibra PDMS / DVB. Ensaios de
recuperagio foram realizados dopando estas amostras com 25 pg L™ dos analitos.

3.4. Quantificacio em infusos de P. edulis.

3.4.1 Pesticidas.

Uma solugdo estoque de 50 mg L dos pesticidas malation, a-endosulfan,

metilparation, clorotalonil ¢ fention foi preparada em metanol para a dopagem dos
infusos.
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3.4.2 Fibras de SPME.

As extragOes dos pesticidas foram realizadas utilizando uma fibra de PDMS /
PVA (d¢= 5 pm). Uma fibra comercial de 65 um de PDMS / DVB, da Supelco foi
obtida para extragdo e comparagdio do tempo de dessor¢do e detecgdo para o

clorotalonil e fention em concentragio de 50 ug L.

3.4.3 Preparo da amostra e extracio.

Para o preparo das infusdes, 100 mL de agua fervente foram adicionados a
(1,0 £0,1) g de folhas secas de P. edulis por 5 min. O infuso foi filtrado e foram
adictonados 100 mL de solugo saturada de NaCl 36 %. Uma aliquota de 5 mL desta
amostra foi acondicionada em frascos de 16 mL e dopada com teores da ordem de ng
mL" dos pesticidas. A amostra foi agitada a 1200 rpm por 5 min sob aquecimento a
67,5 °C, ¢ a fibra foi exposta por 20 minutos ao seu headspace para extragio. Em

seguida, a fibra foi retraida e inserida diretamente na fonte de ionizagio do

espectrdbmetro de massas.
3.4.4 Avaliacdo da metodologia analitica.

Curvas analiticas de 10 pug L' a 140 pg L' foram construidas para os
pesticidas em analise multiresiduo € monoresiduo.

Meétodo multiresiduo: Para as analises multiresiduo, os fragmentos idnicos de
maior intensidade foram selecionados primeiramente em full scan para cada analito e

posteriormente monitorados simultaneamente em modo SIM.

92



CAPITULO Il TESE DE DOUTOQRADQ — ROGERIO CESAR DA SILVA

Método monoresiduo: Para analise monoresiduo, somente a-endosulfan e
metilparation foram quantificados em analise individuais. Os fragmentos
monitorados foram para: a-endosulfan - m/7z - 195; 241; 277 e 339, e para
metilparation - m/z — 155; 200; 233 e 263 sendo estes selecionados em modo full
scan e também posteriormente monitorados em SIM. No método monoresiduo, um

fragmento i6nico de fundo do cha (m/z - 121) também foi monitorado.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO.

3.5.1 Esteres de acido ftilico.

Na Figura 36 sio mostrados os registros de sinal para o monitoramento do

DMP (m/z - 163), apés extragdo com as trés fibras de uma solugdo de 50 pg L.
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Figura 36: A) perfil do sinal para 50 pg L~ para extra¢io de solugdo aquosa do
DMP; B) extragio de dgua desionizada; C) background para as fibras PDMS / DVB;
Carbowax / DVB ¢ PDMS. Tempo e escalas de intensidades s3o 0s mesmos nas trés
Figuras com SIM para DMP (m/z - 163).
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O ponto zero no eixo de tempo corresponde aproximadamente ao instante em
que a fibra é exposta aos filamentos do espectrdmetro de massas. Também sdo
mostrados os registros do branco da solugéo e do background das fibras. Os perfis
obtidos para os sinais do DEP e DPP s#o similares.

No monitoramento do background (C) das trés fibras observa-se apenas uma
linha de base limpa, indicando que ndo ocorre introdugdo de artefatos decorrente da
degradacdio dos filmes sorventes expostos aos filamentos do espectrémetro de
massas. Os picos correspondentes aos analitos (DMP, DEP ¢ DPP) ndo aparecem
imediatamente apds a introdugdo das fibras no espectrémetro de massas: para PDMS
/ DVB eles aparecem em t ~ 7 s ¢ para Carbowax / DVB em t =~ 33 s, ¢ como um
pico baixo ¢ largo em 5 s para PDMS. Para todas as fibras, picos espiirios em tempos
menores do que os dos sinais dos analitos aparecem em todas as amostras € 0s
brancos: para PDMS, imediatamente apos a exposi¢do da fibra na cdmara do
espectrdmetro de massas; para Carbowax / DVB, um pico largo até t ~20 s; ¢ para
PDMS / DVB um grupo de picos mal resolvidos em até t = 3 s. Estes picos espurios
foram atribuidos & agua sorvida, ou mecanicamente retida nos poros do revestimento
das fibras, além daquela presente como um filme molhando a superficie das fibras.
Presume-se que, quando a fibra ¢ inserida na cdmara de ionizagéo e aquecida sob o
vacuo do espectrémetro de massas, inicialmente a agua retida ou sorvida pelo
revestimento ¢ vaporizada. A inser¢do da fibra PMDS / DVB ou Carbowax/ DVB
saturada com 4gua causa o aparecimento de sinal intenso em toda a faixa de m/z
monitorada. Sinal similar ndo especifico distribuido através de todo intervalo
monitorado de m/z (ruido quimico) pode ser observado em técnicas tais como a CE-
MS (Eletroforese Capilar acoplada a MS), na qual grande quantidade de solventes ou
outras substincias estranhas sdo introduzidas pa cdmara de ionizagdio.” Este
fenémeno tem sido associado com a formagdo, ionizagdo e detecgdo de clusters de

solventes (neste caso, clusters de agua). A corrente residual causada pelo impacto de
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um grande nimero de moléculas neutras na multiplicadora de elétrons do
espectrometro de massas também pode levar a estes picos ndo especificos. Além da
geragdo destes picos espurios em modo SIM, a vaporizagdo da agua introduzida no
sistema também pode causar uma perturbagfio transiente, mas significativa na
pressdo, reduzindo instantaneamente a eficiéncia de ionizagdo eletrdnica ¢ a
capacidade dos filamentos de aquecer a fibra. Deve-se considerar que dada a grande
entalpia de vaporizagdio da agua (40,7 KJ mol™)” o processo de vaporizagdo é
altamente endotérmico, o0 que contribui para o esfriamento da fibra. O aquecimento
efetivo da fibra de SPME pelos filamentos de ionizagfio do espectrdmetro de massas
s ocorrera quando toda dgua sorvida ou retida for removida da fibra e o seu vapor
removido da cdmara de ionizagdo pela bomba de vacuo. Somente neste instante, 0s
ftalatos retidos na fibra, s3o dessorvidos. Este modelo é consistente com os padrdes
de sinal observado. Quanto & diferenca entre as fibras, a de maior polaridade
(Carbowax / DVB) tende a reter maior quantidade de agua, e a dessorgdo dos
analitos ocorre tardiamente, quando comparada a PDMS / DVB. Na fibra PDMS, o
revestimento da fibra ndo ¢ poroso e 0 PDMS nfio sorve grande quantidade de agua
devido a sua apolaridade; assim somente uma pequena quantidade de agua ¢ retida
na area de superficie da fibra na amostra.

Considerando a magnitude reduzida do sinal em comparagdo aos outros
revestimentos para extragdes com a fibra PDMS, esta foi excluida dos experimentos
seguintes. As Figuras 37 a ¢ b apresentam os sinais obtidos para as fibras
Carbowax / DVB ¢ PDMS / DVB, respectivamente, para extragdes das solugdes

testes de amostras contendo 50 ug L™ de cada analito.
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Figura 37: Perfil do sinal obtido para 50 pg L™ de solugio aquosa do DMP (SIM
para os ions m/z - 163), DEP (m/z - 177) e DPP (m/z - 209) para as fibras a)
Carbowax / DVB e b) PDMS / DVB de 65 pm.
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Como pode ser visto, a fibra PDMS / DVB apresenta grande eficiéncia de
extragdo para as trés espécies ¢ melhor resolugdo do sinal analitico, quando
comparada a Carbowax / DVB. Isto ¢ consistente com as propriedades dos
revestimentos das fibras: ambos sfo dispersbes de um solido adsorvente
(divinilbenzeno), sobre fases poliméricas, o0 PDMS e o Carbowax, sendo a primeira
menos polar e, portanto com maior afinidade pelos analitos.

A Tabela 9 mostra as medidas de repetibilidade das extragdes.

Tabela 11: Repetibilidade (expressa como estimativa de desvio padréo relativo em

percentagem) para determinacio de ftalatos (50 pg L") por SPME-MS.

Repetibilidade (n=6) *Repetibilidade (n=3)
Analitos PDMS /DVB Carbowax / PDMS/DVB Carbowax /
(%) DVB (%) (%) DVB (%)
DMP 7.9 104 4.0 5.6
m/z - 163
DEP 8,3 10,9 2.7 45
m/z-177
DPP 8.0 10,2 3.5 9.3
m/z - 209

*Repetibilidade obtida apos trés dias das medidas de n=6.

Os dados indicam que para ambas fibras a precisdo pode ser considerada
aceitdvel, com desvio padrio relativo de 7,9 % a 8,3% para PDMS /DVB ¢ 10,2 % a
10,9 % para Carbowax / DVB. A repetibiiidade entre dias também foi boa, sendo o
desvio padrio relativo menor que 4,0 % para PDMS / DVB ¢ 9,3 % para
Carbowax / DVB
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A Tabela 12 apresenta os pardmetros das curvas analiticas obtidas para as
fibras PDMS / DVB e Carbowax / DVB.

Tabela 12: Pardmetros das curvas analiticas obtidas para determinacdo de ftalatos
por SPME-MS (n = 3).

Carbowax-DVB 65 um

163 - DMP 177 - DEP 209 - DPP
ax10? 14 +2° 13+1 6,5+09
bx 107 133 £ 39 109 + 19 108 + 18

r 0,958 0,987 0,958
LD 0,1 0,1 0,1
LQ 0,4 0,3 0,3
PDMS-DVB 65 pm
163 - DMP 177 - DEP 209 - DPP
ax10® 477 =04° 4,4+03 2,6+02
bx 107 45 +21 47 +16 32+ 10
T 0,988 0,992 0,990
LD 3,6 3,6 5,1
LQ 12 12 17

Nota: LD - limite de detec¢do (ug L™); LQ — limite de quantificagio (ug L™); a -

inclinagdo; b — intercepto ¢ r - coeficiente correlagdo. Nota: @) Incerteza de a ¢ b

expressa como estimativas de desvio padrio relativo.
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Observa-se que para a fibra Carbowax / DVB obteve-se melhor
detectabilidade (LD de 0,3 pg L' contra 12 ug LY do que para a fibra
PDMS / DVB. Entretanto os coeficientes de correlagdio foram methores com a fibra
PDMS / DVB desde 0,988 a 0,992, o que indica uma melhor confiabilidade. Nos
resultados a sensibilidade expressa com inclinagio das curvas analiticas para ambas
as fibras aumenta na ordem de DMP > DEP > DPP. Assim adotou-se a fibra PDMS /

DYVRB para as aplicagdes nas amostras.
3.5.2 Aplicagio da metodologia em amostras.

A Tabela 13 apresenta os resultados para as quantidades dos ftalatos nas

amostras.

Tabela 13: Concentragdes C (ug L) dos ftalatos em aguas minerais e recuperagio

R (%) das mesmas amostras dopadas com 25 ug L™! de cada analito.

Marca A Marca B
Analitos C R C R
DMP (163) 16 74 n.qg.? 82
DEP (177) 23 67 15 78
DPP (209) n.q.? 85 nq.* 93

Nota: a - espécies detectadas, mas abaixo do limite de quantificagdo.

Foi possivel a detecgdo das espécies em todas as amostras de agua mineral,

porém, apenas DMP e DEP na 4gua mineral da marca A e DEP na marca B estavam
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presentes em teores maiores que o LQ. O percentual de recuperagdo variou de 67 a
98 % para os analitos estudados, e foi considerado adequado.

Outros métodos obtendo-se menores LD e LQ, sdo descritos em literatura para
determinac@o e quantificagdo de ftalatos em amostras de agua, utilizando-se de
SPME ¢ GC com detector de massas”’'?>” e captura ¢ elétrons (ECD)*. Sdo
mostradas a avalia¢do de diferentes fibras na extra¢io dos fialatos com estudos de
efeito de temperatura, tempo de extragio e forga idnica do meio. Todavia, os valores
determinados aqui de LD (Tabela 12) mostram-se menores do que os limites
regulamentados pelo EPA” de 6 ug L™ para o contaminante similar em agua, o di(2-
etilexil) ftalato (DEHP). Outra relevancia para o método desenvolvido seria a de uma
grande redugdo no tempo de andlise de ~ 1 min, uma vez que ndo ha separa¢do
cromatografica. Também € possivel a determinagio de ftalatos totais e de aumento
em sensibilidade pelo monitoramento de um unico ion em comum entre os ftalatos,

sendo este o ion m/z - 149,

3.5.3 Extraciio de pesticidas em ervas infusas.

A Figura 38 mostra os espectros obtidos apos varredura em modo full scan do
sinal gerado pelo branco da fibra (A) PDMS / PVA e pela extrac¢do (B) por 20 min de

uma aliquota de 5 mL do cha sem dopagem.
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Figura 38: Espectro obtido no modo full scan (m/z - 50 a 400): A) ap6s a limpeza da
fibra no injetor do GC; B) branco do cha; C) detalhe do branco do cha, mostrando o
iom m/z - 121.

Observa-se que para o branco da fibra obtido logo apés a limpeza no injetor,
ndo ha sinal visivel que poderia ser atribuido a analitos remanescentes na fibra ou de
degradagido do recobrimento.

Para o branco do ch, a maior concentragio de fragmentos gerados ficou entre
m/z 100 e 150, com fragmentos de maior intensidade para m/z - 121 e 149. Para os
pesticidas monitorados, selecionaram-se fragmentos com m/z maior que 150 para que

ndo houvesse interferéncia.
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Na Figura 39 sio mostrados detalhes especificos gerados em full scan para
amostras de cha dopadas com os pesticidas metilparation e fention ¢ os ions

selecionados para monitoramento.

. h m/z-278
4,0
S 30-
E (A)
@ 201 /7 -233 / hL o
m/z -
/
A ®
1,0 et —
(8]
o'o- | 1 1 ] ] 1 1 1 | |
200 0 220 230 240 250 260 270 280 290 300
m/z

Figura 39: Espectro de massas (70-eV EI, modo scan, faixa de m/z 50-400) de
amostra de P. edulis dopadas com 100 ng mL™. (A) fention (m/z - 278), (B)
metilparation (m/z - 233). (C) branco da fibra de PDMS / PVA.
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3.5.4 SIM de amostras do chd dopada com os pesticidas.

Na Figura 40 é mostrado o registro de sinal em modo SIM para cha dopado
com fention (m/z - 278) e clorotalonil (m/z - 266), usando fibras PDMS / PVA ¢
PDMS / DVB para comparago.
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Figura 40: Perfil do sinal de FIMS da amostra de P. edulis dopados com 100 ng L™
de clorotalonil (m/Zz - 266) e fention (m/z - 278) usando as fibras de (A)
PDMS /DVB e (B) PDMS / PVA.
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O tempo desde a introdugdo da fibra (t = 0) no espectrémetro até a exposi¢ido
da fibra entre os filamentos na cAmara de ioniza¢io para dessorc¢do dos pesticidas foi
limitado a 60 s, para evitar possivel degradagdo dos revestimentos.

Observa-se que para a fibra comercial de PDMS / DVB, a dessorgdo total e
deteccdo dos pesticidas sdo mais lentas (demorando de 30 s e 40 s), enquanto que
para a fibra PDMS / PVA esse tempo foi apenas de 15 s a 20 s. Esta diferenca deve-
se a menor espessura do filme da fibra PDMS / PVA e sua menor retengdo de agua.
Filmes finos como a da fibra PDMS / PVA s#o aquecidos quase imediatamente pelos
filamentos do espectrémetro de massas. O mesmo nfio ocorre com a fibra PDMS /
DVB, na qual a espessura do filme é maior. Além disso, nesta fibra ocorre a geracdo
de sinal indesejado causado pela sorgdo de vapor de agua, neste caso atribuido a
“ruido quimico” ao equipamento. Para a fibra PDMS / PVA devido a baixa
polaridade e pequena espessura (= 5 wm), a sorgdo de agua ¢ reduzida ndo
aparecendo os sinais indesejados e obtendo-se apenas o sinal limpo da detecgdo dos
pesticidas. Perfis de sinais semelhantes para os outros pesticidas gerados em SIM sdo
obtidos. A magnitude do sinal de picos espurios da 4dgua neste caso foi menor que a
das anélises anteriores de ftalatos, pelo fato de que as extragdes foram feitas no modo

HS, sem contato da fibra com a solugio salina do cha.

A Tabela 14 apresenta os pardmetros da curvas analiticas obtidas para o
método multiresiduo com a fibra PDMS / PVA.
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Tabela 14: Inclinagdo a, intercepto b, coeficiente de correlagio » para a curva
analitica obtida para o método multiresiduo, limite de detecgdo (LD) e de
quantificagdo (LQ) em pg L™, recuperagio (R) em % e estimativa do desvio padrdo
relativo (RSD) para pesticidas organoclorados e organofosforados em infusdes de P.

edulis usando método otimizado para HS-SPME-MS e fibra PDMS / PVA (n = 3).

Analito a b/103 r LD LQ R® R" | RSD
MA | 23+1 [124+0,09] 0994 39 13 - 104 | 3,6
AE | 189+6 | 1,2+05 | 0998 0,9 3 80 105 | 5,3

MP 90 +3 | 0,1+0,2 | 0998 0,9 3 110 103 | 6,1

CT 27+2 | 03+0,1 0,991 2,8 9 85 88 | 4,7

FT |546=14) 1+1 | 0999 | 03 1 91 | 96 | 44
*Amostra dopada com 20 pg L™ de cada pesticida.

®Amostra dopada com 100 pg L™ de cada pesticida.

MA: malation; AE: a~endosulfan; MP: metilparation; CT: clorotalonil e FT: fention.

A sensibilidade dos pesticidas para as curvas analiticas aumenta na seqiiéncia
malation < clorotalonil < metilparation < a-endosulfan < fention. Boa correlagdo foi
obtida para as curvas (0,979 a 0,997) considerando-se a possibilidade do
monitoramento de até cinco ions ao mesmo tempo sem a necessidade de separagdo
cromatografica. Os limites de detecgdo (LD) ¢ quantificagio (LQ) foram calculados
pela razio sinal/ruido de 3 e 10 obtendo-se valores no intervalo de 0,3 a 3,9 ng L'e
de 1 a 13 ug L respectivamente.

Na Tabela 15 estdo os valores obtidos para o método mono residuo com

detecgdo para a-endosulfan ¢ metilparation em modo SIM.
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Tabela 15: Inclinagdo a, intercepto b, coeficiente de correlagdo r para as curvas
analiticas obtidas para o método monoresiduo para a-endosulfan e metilparation,
limite de detecgdio (LD) e quantificagdo (LQ) em pg L7, recuperacdo (R) em % e
estimativa do desvio padrdo relativo (RSD) para pesticidas organoclorados e

organofosforados em infuséo de P. edulis usando método otimizado para HS-SPME-
MS com a fibra PDMS / PVA (o= 3).

Analito | fon - mz a b/10° r LD | LQO | R* | R® |RSD

195 352 0,2+0,1 0997 6 | 19 | 108} 91 | 85

241 18+04| 0,060,063 10999 | 4 | 13 | 87 | 88 | 6,7

AE 277 6+1 0,10+£005 | 0986 | 7 | 22 |128] 96 | 6,7

339 |34+04( 0,05+0,03 | 0985 | 10 | 32 [ 113|128 64

155 19+6 1,1+04 0,892 | 1 4 - (1011 8,0
200 89+ 18 3+1 0,944 | 1 4 - (152183
MP 233 8+1 0,2+0,1 0956 | 4 | 13| - 1149143

263 14+1 (0,081 +£0,001 (0993 | 7 | 23 |100| 1291 3,6

*Amostra dopada com 20 pg L™ de . a-endosuifan e metilparation.
® Amostra dopada com 100 pug L de a~endosulfan e metilparation.

AE: a-endosulfan e MP: metilparation.

A intensidade do sinal para o ion molecular m/z - 121 respectivo a fracdo de
volatels do cha permaneceu constante durante as extragdes para construgdo das
curvas analiticas. Os LD e LQ para o método monoresiduo ndo foram melhores para
os pesticidas o-endosulfan e metilparation quando comparados ao método de

multiresiduo. Verifica-se que para o monitoramento dos quatro ions dos pesticidas as
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correlagdes foram entre 0,892 a 0,999 com LD de 1 a 10 nug L'elLQde 4 a

32 ug L, possibilitando a escolha dos melhores resultados para andlise. Melhor
recuperagio foi obtida para o método multiresiduo compreendida desde 80 a 110 %
com estimativa de desvios padrio relativos de 3,6 a 6,1 %. Para o método
monoresiduo a recuperagdo foi de 87 % a 152 % com estimativas de desvios padréo
relativos de 3,6 % a 8,5 %.

Para o0 método de multiresiduo, com o monitoramento do ion de maior
intensidade verifica-se que ha um aumento em sensibilidade entre os pesticidas
estudados. Porém, no método monoresiduo o monitoramento de quatro ions de um

unico pesticida, resultou em menor sensibilidade e aumento em seletividade.

Ho et al.,”’ utilizou-se da SPME na extragdo de pesticidas organoclorados
associado a extragdo assistida por microondas (MAE). O tempo de extragdo, tempo
de dessorgdo, e temperaturas foram estudadas. O método mostra uma desvantagem
em relagdo ao tempo de extragdo atribuido de 90 min com analise seguida por GC -
ECD. Embora os pesticidas nio serem os mesmos aqui estudados, o método
apresenta bons LD (0,05 a 0,11 pg kg™).

Zuin et al..” trabalhando com plantas medicinais brasileira na determinagio de
pesticidas, utiliza-se para extracdo a SFE com diferentes pressdes de CO, a
temperatura constante (40 °C), com andlise subseqiiente por GC - ECD/FPD. O
método apresentou boa linearidade e bons LD, sendo estes de mesma ordem de
grandeza ou superiores (1 a 10 pg L") em relagio aos mesmos pesticidas aqui
estudados no método de multiresiduo.

Em outro trabalho com plantas medicinais e utilizando-se¢ também de uma
fibra de PDMS / PVA de 65 pm, Zuin et al.,” desenvolveram um método de
extragdo para os mesmos pesticidas aqui estudados (exceto fention), em folhas de P.

edulis, P. alata e P. incarnata com seguida analise por GC — ECD. Um maior tempo
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de exposigio da fibra ao HS (38 min), foi submetida para extragdo dos pesticidas.
Embora a faixa linear de concentragio para cada pesticida estudado nio serem de
mesma concentragdo para o método muitiresiduo de Zuin, os LD e LQ foram de
mesma ordem de grandeza, com maiores sensibilidade e melhores coeficientes de

correlagdo quando comparados entre si cada um dos pesticidas.
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4.1 CONCLUSOES.

Os resultados apresentados nesta tese mostram novos avangos relacionados a
Microextragdo em Fase Solida.

Os sistemas de DHS-SPME desenvolvidos podem ser aplicados @ amostras
solidas, liquidas ou mesmo viscosas na extragdo de compostos volateis e
semivolateis de interesse. Trés formas bésicas, diferentes quanto a propulsdo do gas
de stripping podem ser aplicadas: uso de um gas inerte (N;) de cilindro com
rotdmetro e vaivula manual interruptora de gas, ar ambiente propulsionado por
bomba peristaltica; ¢ ar impelido de bomba para aquarios, sendo que estas duas séo
portabilizaveis para trabalhos intralaboratoriais ou para amostragem de campo. Foi
observado que tanto o tempo de extra¢do quanto a vazdo do gas de stripping aplicado
a amostra tém que ser otimizados para maxima transferéncia dos analitos & fibra,
resultando em maior eficiéncia na extragdo. Tempos excessivos de aplicagdo do gas
pode ocasionar a propria dessor¢do dos analitos da fibra, uma vez que com o passar
do tempo a concentracdo de analito da amostra/headspace diminui, ocasionando
assim diminui¢do da concentragdo de analito no gas. Entretanto, alguns tipos de
amostras como, por exemplo, as folhas secas de horteld, tempos excessivos de
extragdo pode favorecer um aumento na eficiéncia de extragdo de compostos mais
pesados.

Em comparagio ao método convencional de extragdo de HS-SPME,
dependendo do tipo de amostra, o sistema de DHS-SPME pode apresentar vantagens
como: redugdo substancial do tempo de extragdo, maior sensibilidade e precisdo,

facil manuseio, reduzido consumo de amostra e baixo custo.

No acoplamento direto entre as técnicas de SPME e a MS, a aplicagdo de

novas fibras comerciais foi avaliada, uma vez que no primeiro trabalho de
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apresentagfo da técnica somente a fibra de 100 um de PDMS foi utilizada. Trés
fibras comerciais de SPME sendo estas a de 100 uym de PDMS, 65 pm de PDMS /
DVB e a de 65 um de Carbowax / DVB, foram utilizadas no desenvolvimento de
uma metodologia para extragio e quantificagdo de trés ésteres de acido ftalico em
amostras de d4gua mineral. Verifica-se que diferentes perfis de sinal analitico dentre
as fibras foram obtidos na extragio dos éteres de acido ftalico. Entretanto podo-se
obter bons resultados quanto na metodologia desenvolvida podendo esta ser aplicada
na quantificagdo dos ftalatos em amostras de 4gua uma vez que o limite maximo

permitido pelo EPA seria de 6 ug L™

A fibra de PDMS / PV A avaliada na técnica de FIMS na extragio de pesticidas
dopados em folhas de maracuja (P. edulis), apresentou melhor resolugio de sinal
analitico quando comparada a fibra de PDMS / DVB de 65 um. Isto se deve 4 menor
espessura do filme e de seu carater hidrofébico. Bons LD e LQ foram obtidos
quando comparados a outros métodos descritos em literatura com redugfo
substancial no tempo de analise.

Em FIMS, o estudo de métodos multiresiduos pode ser realizado através do
monitoramento de um fon selecionado para os diversos analitos de interesse, ou o
estudo de métodos monoresiduos por monitoramento de ions selecionados para os
fragmentos i6nicos gerados de um unico analito de interesse.

A técnica de FIMS mostrada com a aplicagdo de diferentes fibras e diversos
analitos de interesse apresentou uma alta sensibilidade, boa reprodutibilidade,
precisdo ¢ menor tempo de analise para as metodologias desenvolvidas uma vez que
ndo ha separagdo cromatografica.

Assim, consideramos que os estudos aqui mostrados de DHS-SPME e de

FIMS sdo de grande valia para avangos na técnica de Microextragio em Fase Sélida.
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APENDICE A

Estruturas dos compostos utilizados na caracterizagdo do sistema de DHS-
SPME.

1) Clorobenzeno. CcH;sCl, massa molar 112.

Cl

©

Nome da TUPAC: Monoclorobenzeno

Nuamero de registro (CAS): [108-90-7], NIST [1680],

Uso: manufatura de fenol; anilina; solvente para tintas.

Propriedades: liquido incolor; muito retrativo; odor fraco, nio desagradavel. D;°

1.107; ponto de ebuli¢do 131-132. Solido a —55 °C, fusdo a —45 °C. Insolivel em agua,

solivel em acool, benzeno, cloroférmio e éter.

Toxicidade: pode ser irritante aos olhos, sistema respiratorio € pele; LDsy oral em
ratos de 1110 mg kg™
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2) o-xileno. CsHjy, massa molar 106.

or

Nome da IUPAC: 1,2-dimetil benzeno,

Numero de registro (CAS): [95-47-6], NIST [150812],

Uso: como solvente; para produgo de 4cido benzoico; anidrido ftalico; isoftalico e
acidos tereftalico bem com seus acidos ésteres dimetil usado na manufaturade fibras
de poliésteres.

Propriedades: liquido incolor; ds*° 0.8801; ponto de fusiio —25 °C; ponto de ebuligdio
144 °C; insolivel em agua, miscivel em alcool e éter.

Toxicologia: pode ser narcético em altas concentragdes; toxicidade cronica nio bem

definida, mas menos téxico que benzeno. LDs, oral em ratos de 4300 mg kg™
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3) Decano. C,oH,,, massa molar 142.

Nome da [UPAC: n — decano

Numero de registro (CAS): [124-18-5], NIST [3837],

Propriedades: estavel ¢ incompativel com agentes oxidantes; ponto de fusdo —29,7 °C,
ponto de ebuligio 174,1 °C, densidade ds*° 0,7300. soliivel em alcool e éter.

Toxicologia: carcinogénico para humanos, imritantes para olhos, pele e sistema
respiratorio. LDs oral em ratos 5000 mg kg™
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4) Tolueno. C;Hg, massa molar 92.

Q

Nome da [UPAC: Metilbenzeno.

Numero de registro (CAS): [108-88-3], NIST [61211],

Uso: em manufaturas de acido benzdico;, benzaldeidos;explosivos; e muitos outros
solventes organicos tais como tintas; resinas; na extragio de principios de plantas; e
aditivos em gasolina.

Propriedades: liquido inflamavel; refrativo; d*° 0,866; ponto de fusdo —95 °C; ponto
de ebuligdio 110.6 °C; sohivel em agua a 23,5 °C (w/w): 0,067 %; miscivel em alcool;
cloroférmio; éter; acetona; acido acético glacial; disulteto de carbono.

Toxicologia: LDs, oral em ratos: 7,53 gkg™.
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5) Benzeno. C¢Hg, massa molar 78.

©

Nome da IUPAC: benzeno,

Numero de registro (CAS): {71-43-2], NIST [114388],

Uso: manufatura de substincias medicinais, outros solventes organicos, como
solvente orginico em graxas; resinas; oleos; etc.

Propriedades: claro; incolor; altamente inflamavel; odor caracteristico; d,*°: 0,8787:
ponto de ebuligdo 80,1 °C; ponto de fusdo + 5,5 °C. Solivel em agua a 23,5 °C (wiw);
0,188 %. Miscivel com alcool, cloroformio, éter, tetracloreto de carbono, acido
acético glacial, acetona, leos.

Toxicologia: LDs; oral em ratos adultos: 930 mg kg™.
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6) Etilbenzeno. C3H,y, massa molar 106.

Nome da IUPAC: etilbenzeno,

Numero de registro (CAS): [100-41-4], NIST [114918],

Uso: para conversdo de mondmero de estireno; como solvente de resina.
Propriedades: liquido incolor; inflamavel; ds> 0.866; ponto de ebulicio de 13525
°C; ponto de fusdo de —95,01 °C; praticamente insolivel em 4gua, miscivel
usualmente com solventes orgéinicos.

Toxicologia: LDsg oral em ratos: 5,46 gkg™.
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7) y-terpineno. CioH,¢, massa molar 136.

/

7\
N\

Nome da IUPAC: 1-metil-4-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno,

Numero de registro (CAS): [99-85-4], NIST [34195],

Propriedades: 6leo com ponto de ebuligio a 183 °C, d,'° 0,853. Praticamente insolavel
em agua, e miscivel com alcool e éter.

Toxicidade: LDs; oral em ratos de 1680 mg kg™
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Estruturas das pirazinas utilizadas na dopagem do liguor de cacau para
extragdo.

1) 2-metilpirazina. CsHgN,, massa molar 94,

|
@

Nome da IUPAC: metilpirazina
Namero de registro (CAS): [109-08-0], NIST [34507].
Propriedades: liquido de aparéncia clara, ponto de fusio de 29 a 36 °C ponto de

ebuligio entre 136 ¢ 137 °C; d,*° 1,5042. Pouco solivel em agua, soltvel em alcool,
éter, acetona e benzeno.

Toxicidade: LDsg dose oral em ratos de 1800 mg kg'.
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2) 2,5-dimetilpirazina. C¢HgN,, massa molar 108.

Nome da TUPAC: 2,5-dimetilpirazina,

Numero de registro (CAS): [123-32-0], NIST [249248].

Propriedades: ponto de fusdo 15 °C, ponto de ebulicio 155 °C, d.*° 14980, pouco
solivel em agua; sohivel em alcool, éter, acetona ¢ benzeno.

Toxicidade: LDsp oral em ratos de 880 mg kg‘l.
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3) 2,3-dimetilpirazina. CcHgN,, massa molar 108.

Nome da IUPAC: 2 3-dimetilpirazina,
Niumero de registro (CAS): [5910-89-4], NIST [118520].
Propriedades: aparéncia de coloragdio amarela em estado liquida, ponto de fusdo 11 —

13 °C, ponto de ebuligio 156 °C, d;*° 1,0281, soliivel em alcool, éter, agua, 4lcool e
metanol.

Toxicidade: LDs; ndio avaliada.
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4) 2,3, 5-trimetilpirazina. C;H;oN,, massa molar 122.

Nome da IUPAC: trimetilpirazina,
Numero de registro (CAS): [14667-55-1], NIST [118738].

Propriedades: liquido claro e amarelado; ponto de fusdo 54 °C, ponto de ebuligio 171-
172 °C, d,°° 0,97; solivel em agua, alcool, éter e metanol.
Toxicidade: LDs; oral em ratos de 806 mg kg™
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S) Tetrametilpirazina. CsH;,N,, massa molar 136.

@
Nome da IUPAC: tetrametilpirazina,

Numero de registro (CAS): [1124-11], NIST [231868].

Propriedades: aparéncia de cristais brancos ou po, ponto de fusdo de 85 °C, ponto de
ebuli¢do de 190 °C, d,*° 0,9647, solivel em agua, éter, alcool e metanol.

Toxicologia: LDs oral de 1910 mg kg™
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Comparagio dos espectros de massas obtidos dos compostos extraidos de
folhas secas de horteld aos espectros de massas obtidos da biblioteca do GC
2100/ITMS Saturn (Varian) acima de 80 % de confianga.

1) Acido acético.
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A) Espectro de massas de composto emitido por folhas secas de horteld extraido por

HS-SPME 40 min comparado ao espectro de massas do B) acido acético obtido por
GC 2100/ITMS Saturn (Varian).
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2)

4 — terpineol.
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A) Espectro de massas de composto emitido por folhas secas de horteld extraido por

HS-SPME 40 min comparado ao espectro de massas de B) 4 - terpineol obtido por
GC 2100/ITMS Saturn (Varian).

128



APENDICES TESE DE DOUTORADO — ROGERIO CESAR DA SILVA

3)  p-alilanisol.
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A) Espectro de massas de composto emitido por folhas secas de horteld extraido por
HS-SPME 40 min comparado ao espectro de massas do B) p - alilanisol obtido por
GC 2100/ITMS Saturn (Varian).
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4)  [- bourboneno.
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A) Espectro de massas de composto emitido por folhas secas de horteld extraido por
HS-SPME 40 min comparado ao espectro de massas do B) 5 - bourboneno obtido por
GC 2100/ITMS Saturn (Varian).
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APENDICES
5) Cariofileno.
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A) Espectro de massas de composto emitido por folhas secas de hortels extraido por

HS-SPME 40 min comparado a0 espectro de massas do B) cariofileno obtido por GC

2100/ITMS Saturn (Varian).
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6)  Epibiciclosesquifelandreno.
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A) Espectro de massas de composto emitido por folhas secas de hortels extraido por
HS-SPME 40 min comparado ao especto de nmassas do B)
epibicliclosesquifelandreno obtido por GC 2100/ITMS Saturn (Varian).
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APENDICE B

Estruturas e espectros de massas dos ésteres ftalicos estudados por SPME
acoplado a Espectrometria de Massas.

1) Dimetilftalato. C,;H,,0,4, massa molar 194.
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Nome da IUPAC: acido 1,2-benzenodicarboxilico dimetil éster,

Numero de registro (CAS): [131-11-3], NIST [227680].

Uso: como solvente ¢ plastificante.

Propriedades: 6leo liquido, praticamente insohivel em agua, (0,43 g/ 100 mL), éter de
petroleo, e outro hidrocarboneto parafinico. Solido em 6leo mineral: 20 °: 0,34 g 100
g

Toxicologia: LDsp; em camundongo e ratos (mL / kg) 7,2, 6,9 oralmente.
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2) Dietilftalato. Ci;H,40,, massa molar 222.
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Nome da IUPAC: dietilftalato.

Nimero de registro (CAS): [84-66-2], NIST [227685].

Uso: como solvente e plastificante, como manufatura em celuldides, solvente para
acetato de celulose em manufatura de vernizes, fixador para perfumes.

Propriedades: 6leo liquido insolivel em agua, miscivel com éter de petroleo, alcool e
alguns outros solventes organicos. Ponto de ebuli¢io em 295 °C, d° 1,1175.
Toxicologia: LDsy em ratos de 5,06 mL / kg.
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3) Dipropilftalato. C,4H,304, massa molar 250.
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Nome da TUPAC: dipropil éster acido 1,2-benzenodicarboxilico,
Numero de registro (CAS): [131-16-8], NIST [135218].
Uso: como solvente e plastificante.

Propriedades: insolivel em agua, solivel em alcool e éter. Ponto de ebuligio 304 a
305 °C.
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Estruturas ¢ espectros de massas dos pesticidas estudados por SPME acoplado a
Espectrometria de Massas.

1)  Malation. C\gH,,0¢PS,, massa molar 330.
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Nome da [UPAC: Dietil(dimetoxitiofosforiltio) succinato;

Numero de registro (CAS): [121-75-5], NIST [118987];

Usado como inseticida e acaricida ndo sistémico;

Toxicologia: LDs, (oral aguda) em ratos: 2.800 mg kg”. ADI: 0,02 mg kg™
Propriedades: liquido amarelado; p.f. 2,85 °C; p.e. 157 — 158 °C (0,7 mmHg); p.v. 5,3
mPa (30 °C); log Kow 2,7. Solubilidade em agua 145 mg L' (25 °C); soliivel em partes
dos solventes organicos. Relativamente estivel em meio aquoso (pH 7).

Decomposigdo por 4cidos e bases.

2)  a-endosulfan. CsHsClsO;S, massa molar 404,
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Nome da IUPAC: 6, 7, 8, 10, 10-hexacloro-1, 5, 5a, 6, 9 9a-hexahidro-6, 9-metano-2,
4, 3-benzodioxatiepin-3 éxido.

Numero de registro (CAS): [959-98-8], NIST [59454].

Usado em inseticida e acaricida nfo sistémico.

Toxicologia: LDs, (oral aguda) para ratos: 76 (o) e 240 (B) mg kg'. ADI:
0,008 mg kg.

Propriedades: Sélido cristalino (mistura de dois isémeros a e £); p.f. 109 °C () e
213,3 °C (8); p.v. 0,83 mPa (20 °C) para mistura 2:1 &/f; log Kow (@) 4,74 € (8) 4,79
(ambos a pH 5). Solubilidade em agua 0,32 (a) e 0,33 mg L' (8 (20 °C);
diclorometano 200, tolueno 65, hexano 24 (g L™, 20°C). Estivel a radiagdo solar.

Hidrélise lenta em meios acidos e basicos.
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3) Metilparation. CsH,;NOsPS, massa molar 263.
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Nome da IUPAC: Ester O,0O-dimetil O~(4-nitrofenil) acido fosforiotico.

Nitmero de registro (CAS): [959-98-8], NIST [59454].

Usado como inseticida e acaricida nio sistémico.

Toxicologia: LDs, (oral aguda) para ratos: 6 mg kg™. ADI: 0,02 mg kg™
Propriedades: Sélido cristalino; p.f. 35-36 °C; p.e. 154 °C (136 Pa); p.v. 0,2 mPa
(20 °C); log Kow 3. Solubilidade em 4gua 55 mg L™ a 20°C; tolueno > 200; hexano 10-
20 (g L™, 20 °C). Hidrélise em meio acido e basico.
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4)  Clorotalonil. C:Cl4N,, massa molar 264.
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Nome da IUPAC: Tetracloroisoftalonitrila.

Numero de registro (CAS): [1897-45-6], NIST [125502].

Usado como fungicida foliar nio sitémico.

Toxicologia: LD s, (oral aguda) para ratos: > 10.000 mg kg™. ADI: 0,03 mg kg™
Propriedades: Sélido cristalino; p.f. 250 — 251 °C; p.e. 350 °C, p.v. 0,076 mPa (25 °C);
log Kow 2,89. Solubilidade em agua 0,9 mg L (25 °C); xileno 80; acetona 20;
querosene < 10 (g kg™, 25 °C). Estavel a temperatura ambiente, a radiagio UV, em
meio aquoso € no estado cristalino. Estivel em meios moderadamente acidos ou

basicos (hidrolise lenta a pH 9).
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5) Fention. C,,H,50:PS,, massa molar 278.
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Nome da IUPAC: 4cido fosforico O.O-dimetil O-[3 -metil-4-(metiltio) fenil ester,
Niimero de registro (CAS): [55-38-9], NIST [245224].

Uso: inseticida, acaricida.

Propriedades: liquido, ponto de ebuligio 87 °C, d,2° 1,250. Termicamente estivel a
210 °C, solivel em metanol, etanol, éter e acetona. Insolavel em 4gua (55mg/L).
Toxicologia: LDs oral em ratos macho ou fémea de 215, 245 mg/kg.
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