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RESUMO

Estudos Preliminares e Aplicagcbes de Microextragdo em Fase Solida (SPME)
Combinada com Cromatografia Gasosa com Detecg¢do por Emissao Atdémica

Autora: Ana Maria de QOliveira
Orientador: Prof. Dr. Fabio Augusto

Microextracdo em Fase Sdlida (SPME) acoplada a Cromatografia Gasosa com
Detecgdo por Emissdo Atdmica (GC-AED) foi utilizada em determinagbes de
alquilpirazinas e organomercuricos. Estudos preliminares com o sistema GC-AED
mostraram a necessidade de otimizagdo de parametros como pressdo da cavidade do
plasma, do helio de sustentacio do plasma e dos gases reagentes para cada conjunto
de elementos monitorados. O uso deste sistema possibilitou a utilizac&o da calibragcao
independente de composto para a quantificac@o de alguns analitos nitrogenados. Apos
estudos preliminares com o sistema GC-AED, ele foi usado para analises de
alquilpirazinas em liquor de cupuagu e de organomercuricos. Nas andlises de amostras
de liquor de cupuacu o sistema GC-AED foi usado para a identificacdo de compostos
volateis, juntamente com GC-MS, otimizagdo de metodologia para extracdo de
alguilpirazinas em liguor de cupuagu e quantificagdo destes analitos em amostras
submetidas a diferentes tratamentos térmicos. O sistema GC-AED foi utilizado também
na analise de organomercuricos. A otimizagcdo das andlises destes compostos foi
dividida em duas etapas. Primeiramente foram otimizados parametros relacionados &
extragéo por SPME utilizando compostos de mercirio neutros. Em seguida foram
otimizados parametros relativos a derivatizagdo de compostos idnicos de merctirio com
tetraalquilboratos de sédio. Estas ofimizagcbes mostraram que a derivatizagdo com
tetraetitborato de sodio e extracdo através do headspace com a fibra DVB € apropriada
a determinag&o de metilmercurio e etilmercurio. Ja a derivatizacéo com tetrafenilborato
de sodioc e extracio direta com a fibra P100 é indicada para a analise simuitanea de

etilmercurio, metilmercdrio e mercurio inorganico.
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ABSTRACT

Studies and Application of Solid Phase Microextraction (SPME) combined to
Gas Chromatography with Atomic Emission Detection

Author: Ana Maria de Oliveira

Supervisor: Prof. Dr. Fabio Augusto

Solid Phase Microextraction (SPME) coupled to Gas Chromatography with
Atomic Emission Detection (GC-AED) was used in determination of alkylpyrazines
and organomercurials. In the preliminary studies with the GC-AED system several
modifications were performed in the commercial device, which showed the need for
optimization of operational parameters such as pressure in the plasma cavity,
pressure of make-up helium and reactive gases individually for each set of monitored
elements. Atomic emission detection allowed the use of compound-independent
calibration for several nitrogen compounds. With analysis of cupuassu liquor using
GC-MS and GC-AED it was possible to identify the constituents of these samples.
The optimization of a methodology for extraction of alkylpyrazines in cupuassu liquor
allowed analysis of samples submitted to different thermal treatments. The results of
these analyses presented contents on alkylpyrazines higher than those found in other
different samples. The optimization of the analysis of organomercurials was divided in
two steps. First, parameters related to SPME procedure were optimized using neutral
mercury compounds. The second step was the optimization of operational
parameters for derivatization of ionic mercury compounds with sodium alkylborates.
This optimization showed that derivatization with sodium tetraethylborate followed by
headspace extraction with DVB fiber is adequate to determination of methyl- and
ethylmercury. Derivatization with sodium tetraphenylborate followed by headspace
extraction followed by direct extraction with P100 fiber is recommended for

simultaneous analysis of ethylmercury, methylmercury and inorganic mercury.
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23 DMP - 2, 3-dimetilpirazina

25 DMP - 2 5-dimetilpirazina

26 DMP - 2 8-dimetilpirazina

a — inclinag&o ou coeficiente angular da curva analitica

AAS — Espectrometria de Absorgao Atémica (Aftomic Absorption Spectrometry)

ACN — acetonitrila

AED - Detector por Emisséo Atdmica (Aftomic Emission Detector)
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CVAAS - Espectrometria de Absorgéo Atdmica com Vapor Frio (Cold Vapour Atomic
Absorption Spectrometry)

CVAFS - Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica com Vapor Frio (Cold Vapour
Atomic Fluorescence Spectrometry)
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DHS — headspace dinamico (Dinamic Headspace)

di — di&dmetro interno
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ECD — Detector por Captura de Elétrons (Electron Capture Detector)

Et — etil

EtP - etilpirazina
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FAPES — Espectrometria de Emissdo em Plasma com Atomizacdo Eletrotérmica
(Furnace Afomization Plasma Emission Spectrometry)

Fre — vazé&o make-up hélio

FID ~ Detector por lonizagdo em Chama (Flame lonization Detector)

GC -~ Cromatografia a Gas (Gas Chromatography)

HS - espaco confinante (Headspace)

ICP ~ Plasma Indutivamente Acoplado (/nductively Coupled Plasma)

ITMS ~ Espectrometria de massas com trapeamento de ions (fon Trap Mass
Spectrometry)

LD — limite de deteccao

Me — metil

MIP — Plasma Induzido por Microondas (Microwave Induced Plasma)

MP — metilpirazina

MS — Espectrometria de Massas (Mass Spectrometry)

NB — nitrobenzeno

NNDMA — N,N-dimetilanilina

NPD — Detector de Fésforo e Nitrogénio (Nitrogen Phosphorus Detector)

P100 — PDMS 100 pum

PACR - poliacrilato

PDMS — polidimetilsiloxano

Ph — fenil

Puz — pressao de Ho

PIR - pirazina

Poz — pressao de O

PRD — piridina

r— correlagéao

SDE — Extragdo e Destilagao Simultaneas (Simultaneous Destillation Extaction)
SHS — headspace estatico (Static Headspace)

SPME — Microextragdo em Fase Sélida (Sofid Phase Microextraction)

T - tolueno

Teav — temperatura da cavidade do plasma



TetMP — tetrametiipirazina

Tyt — temperatura da linha de transferéncia

TriMP — 2,3, 5-trimetilpirazina

TXRF - Fluorescéncia de Raio-X com Refleténcia Total (Tofal X-Ray Reflectance
Fluorescence)

UV-VIS — ultravioleta-visivel

X — o-xileno
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INTRODUCAO

A cromatografia gasosa € uma técnica bastante utilizada na pesquisa de
compostos de uso agrondmico, farmacéutico, contaminantes ambientais, etc. A ela
podem estar acoplados varios tipos de detectores seletivos ou universais. Dentre
eles pode-se citar o detector por captura de elétrons (ECD — Electron Capture
Detector), o detector por ionizagdo em chama (FID - Flame lonization Detector), o
detector de fosforo e nitrogénio (NPD — Nitrogen Phosphorus Detector), o detector de
massas (MS — Mass Spectrometer) e o detector por emissio atdémica (AED — Afomic
Emission Detector), cujo primeiro protétipo monocanal foi descrito em 1965 [1]. A
primeira versdo comercial deste equipamento foi disponibilizada no mercado em
1989. Ele € um detector seletivo que apresenta grande potencialidade, podendo
analizar compostos contendo elementos metélicos e nac-metalicos. Além disto, sua
detecgio elemento-seletiva permite a diferenciacio dos elementos constituintes da
amostra por gerar cromatogramas para cada elemento monitorado. Este sistema tem
sido utilizado na determinacdo dos mais variados tipos de compostos. Além da
detecgio de varios elementos ele € capaz de diferenciar isdtopos de C, He N, o que
amplia sua aplicagao.

Para realizar uma andlise por cromatografia gasosa, geralmente é necessaria
uma etapa de preparo de amostra. Dentre as técnicas de preparoc de amostra para
analises cromatogréficas a Microextragdo em Fase Solida (SPME — Solid Phase
Microextraction) tem se mostrado eficiente na analise de compostos volateis e néo-
volateis. Ela foi introduzida em 1990 e apresenta vantagens, como a néo utilizagdo



de solvente e a facilidade de uso. Estas caracteristicas tém tornando a SPME uma
técnica de grande aplicagdo, sendo muitas vezes escolhida ao invés de técnicas
tradicionais, como a extragdo liquido-liquido e a extracdo em fase sdlida. A sua
simplicidade tem atraido pesquisadores das mais diferentes areas de conhecimento,
fazendo com que ela seja utilizada em determinagGes dos mais diversos compostos
em matrizes liquidas, solidas e gasosas de origem bioldgica € ambiental, em
trabalhos no laboratério e em campo.

A associacdo SPME-GC-AED une as facilidades e vantagens do preparo de
amostra por SPME e a alta detectabilidade e seletividade da Cromatografia Gasosa
com Detecgéo por Emissao Atdmica.



OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram operacionalizar e aplicar um sistema de
Cromatografia Gasosa com Detecgdo por Emissdo Atémica (GC-AED) na analise de
compostos variados apds extrag&o por SPME. Para isto, foi dada especial atengéo a
analitos contendo um néc-metal, nitrogénio (alquilpirazinas) e um metal, mercrio
(organomercuricos). Tendo em vista estes objetivos foram realizadas as seguintes
etapas:

- Operacionalizacdo do sistema GC-AED ;

- Desenvolvimento de metodologias para identificar e quantificar constituintes
nitrogenados em /iquor de cupuagu por GC-AED com uso complementar de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas com lon Trap (GC-
ITMS - Gas Chromatography lon trap Mass Spectrometry);

- Desenvolvimento de metodologias para identificar e quantificar compostos
organomercuricos por GC-AED em matrizes variadas.
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1.1 Introducio

1.1.1 Cromatografia gasosa com deteccdo por
emissao atémica (GC-AED)

1.1.1.1 Principios de funcionamento

Na Cromatografia Gasosa com Detecgdo por Emisséo Atdmica (GC-AED — Gas
Chromatography with Afomic Emission Detection) o sinal é gerado apds
fragmentacdo dos compostos eluidos da coluna e excitagdo dos fragmentos
atdmicos/moleculares em um plasma de hélio (que induz emissdes atdmicas tanto
em metais quanto em n&o-metais). Esta técnica proporciona grande sensibilidade
para analitos contendo elementos como cloro, bromo, fltor, nitrogénio e oxigénio [2-
5]. Em principio, estes sistemas sdo capazes de detectar gualquer elemento
separadamente com excecgdo do hélio, devido a sua habilidade muiticanal, tornando-
0s mais seietivos que outros detectores para cromatografia gasosa [6, 7]. Esta

especificidade auxilia muito na identificagéo dos analitos pelo menor ndmero de picos
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no cromatograma [8, 9]. Quando monitorando comprimentos de onda caracteristicos
para carbono e hidrogénio, o detector por emiss&o atémica fornece cromatogramas
universais e nao-seletivos, similares aos obtidos com a detecgiio por ionizagdo em
chama [10].

Um esquema do detector por emisséo atdmica & mostrado na Figura 1.

5

Figura 1: Diagrama de blocos do sistema GC-AED. Onde. 1: Cromatégrafo a gas, 2
linha de transferéncia, 3: cavidade ressonante, 4: fonte de microondas, 5:
monocromador, 6: arranjo de diodos e 7: registro do sinal.

Nos sistemas GC-AED usando plasma induzido por microondas (MIP —
Microwave induzed Plasma), o plasma &€ gerado em um tubo de descarga de quarizo
pelo qual passa um fluxo de hélio (a cela de detecgdo). Esta cela de detecgdo é
montada no interior de uma cavidade ressonante conectada a uma fonte de
microondas. A cavidade ressonante focaliza a energia gerada pela fonte formando e
confinando o plasma de hélio no interior da cela de detecgio. O material proveniente
da coluna cromatografica € introduzido na cela de deteccZio e misturado ao hélic de
alimentacdo do plasma. Estes compostos sdo fragmentados em seus atomos
constituintes, ions derivados e radicais. Devido as colisbes com espécies energéticas
(He*, especies de He metaestaveis) os fragmentos séo excitados eletronicamente e

ao retornarem aos seus estados fundamentais, emitem radiagio em comprimentos
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de onda caracteristicos dos elementos constituintes. No sistema GC-AED comercial
[16], a radiacéo emitida é registrada em fung3o do tempo por um espectrémetro 6tico
com um arranjo de diodos. O monitoramento de diferentes comprimentos de onda é
realizado pela medida da emiss&o atémica dos elementos escolhidos e os dados s&o
registrados como cromatogramas elemento-seletivos [11, 16-19]. Neste sistema,
ocorre a detecgdo multielementar e o tratamento automatico do ruido com correcéo
em tempo real, que sdo essenciais para uma boa seletividade e detectabilidade. Com
0 arranjo de diodos, purgado com nitrogénio, medidas simulténeas de quatro ou mais
elementos em uma faixa de 20 nm na regido do visivel e 40 nm na regido do
ultravioleta podem ser realizadas de 160 nm a 800 nm, permitindo a deteccéo de
uma ampla variedade de elementos (em teoria todos os elementos, exceto hélio) [12,
20-24]. O agrupamento de elementos que podem ser medidos simultaneamente se
da pela proximidade de comprimento de onda em janelas do arranjo de diodos e
também devido a compatibilidade de gases reagentes e vazdes do make-up hélio
(gas de complemento) [9, 12, 13, 21, 25]. A habilidade de operar em comprimentos
de onda tio baixos quanto 160 nm permite o uso de linhas no ultravioleta a vacuo,
como por exemplo as linhas de emissdo do S (181 nm) e do N (174 nm) [12].

A cavidade ressonante mais usada para focalizagdo da energia de microondas
€ a cavidade tipo Beenakker TMpo, introduzida em 1976, Nesta, uma onda
eletromagnética é criada no interior da cavidade, com maximizagdo do campo
elétrico no seu centro, onde esta a cela de detecgdo. E importante que o volume da
cavidade seja tdo pequeno quanto possivel para garantir uma alta densidade de
energia e a sintonizagdo das microondas. O design da cavidade reentrante usada no
detector por emiss&o atdmica reduz muito a intensidade de ruido, que é corrigido por
linhas negras e contribuigdes de bandas moleculares, para varios elementos [12]). No
GC-AED comercial [15], uma cavidade modificada é usada em combinagdo com um
espectrémetro com arranjo de diodos computadorizado. As principais modificacbes
estdo relacionadas a cela de detecgdo. Um sistema de resfriamento de agua é
colocado em volta da cela de detecgéo recoberta com poliimida para reduzir a eroséo
das paredes do tubo, o que pode gerar cauda no pico cromatografico em elementos
como S e P. Isto também reduz o nivel de ruido durante a detecgio de Sie O. Com o
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resfriamento da cela de detecgdo é observada menor corroséo do tubo, permitindo
até 30 dias de operacéo do sistema sem troca da cela [12]. O sistema de purga de
solvente é outro dispositivo integrado ao sistema. A colocacio de uma janela na
saida do tubo de descarga previne a difusdo de ar para dentro do mesmo,
fornecendo menores niveis de ruido e interferéncias nas linhas do N e O. Este
arranjo também permite um fluxo reverso de gas através do plasma, o qual é a base
para o baixo volume morto do sistema [12, 21]. A interface cromatégrafo-detector &
obtida com uma linha de transferéncia aquecida, que também possui um baixo
volume morto [11]. Uma foto do detector por emissdo atémica comercial é mostrada
na Figura 2.

Figura 2: Detector por emiss&o atdmica disponivel comercialmente. Onde A: linha de
transferéncia, B: cavidade ressonante, C: fonte de microondas, D: espectrémetro
6tico e E: arranjo de diodos [26].

A atomizagdo e excitagdo dos solutos no plasma requerem que espécies de
hélio metaestéveis transfiram energia para as espécies formadas. Este mecanismo é
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viavel para a excitacdo de analitos somente se, a diferenga entre a energia das
especies He* e dos estados excitados dos ions for pequena. Para ndo-metais como
Cl, Br, I, 8 e P, esta energia & menor que 1 eV [11]. Se a taxa de formacéo dessas
especies de heélio n&o é suficientemente alta devido & adicdo de H, ou fragmentos
moleculares, uma propor¢éo dos atomos ndo é excitada e o fator de resposta
observado € menor que o esperado [23, 27, 28]. Uma vez atomizado o analito, a
ionizacao e excitagéo das espécies no plasma podem ocorrer por varios processos e
um grande numero de pardmetros pode influenciar o desempenho analitico do
sistema. Dentre os processos de ionizagdo podem ocorrer a ionizagéo térmica que é
induzida por colisbes entre ions, atomos e elétrons livres no plasma e a ionizacgdo de
Penning (causada pela transferéncia de carga entre as espécies metaestaveis de
hélio e atomos do analito, resultado da transferéncia de energia entre as espécies)
[14].

A aita energia de ionizac&o do hélio € a principal vantagem do MIP em relacgéo
ao plasma indutivamente acoplado (ICP - Inductively Coupled Plasma) [11]. Quiras
vantagens do plasma induzido por microondas sao o pequeno volume morto do tubo
de descarga, a compatibilidade do plasma com as baixas vazdes provenientes de
colunas capilares, o menor custo, 0 menor consumo de gases e a facilidade de uso
comparado ao ICP. A deteccao por emissdo atémica de elementos excitados por MIP
€ muito sensivel e elementos com massas atdmicas menores que 40 estdc menos
sujeitos a interferéncias do que no sistema de plasma indutivamente acoplado com
espectrometria de massas (ICP-MS) [12, 13]. O MIP ¢é usado para fragmentar,
atomizar e ionizar eluentes da coluna cromatogréfica e exibem alta seletividade
(relativa ao carbono) para metais e ndo-metais [14]. Plasmas de argdnio sdo menos
energeticos do que os de hélio, produzindo condi¢des onde os compostos eluidos
nao séo completamente atomizados. Neste caso, elementos como nitrogénio, fltior e
cloro néo sé&o eficientemente excitados [15].

A alta temperatura do plasma é responsave! pelos baixos limites de deteccéo
do sistema. Valores tipicos de temperatura em plasmas de hélio induzidos por
microondas estdo entre 4000 K e 8500 K em poténcias de microondas de 60 W a
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200 W dependendo da posicdo de observagdo, didmetro do tubo de descarga e
vazéo de gas [15].

Fontes de plasma ndo exibem equilibrio térmico completo e medidas

relacionadas a densidade de ions, espécies neutras e elétrons, como a temperatura
cinética do gés, temperatura de ionizag&o, temperatura de excitagao e temperatura
do elétron, sdo frequentemente necessarias para caracterizar o plasma totalmente.
Medidas da energia cinética dos jons sdo importantes para a caracterizacdo das
fontes de plasma usadas em espectrometria otica, porque esta energia afetara a
sensibilidade e resolucdo das linhas de emissdo correspondentes [11].
Um requisito essencial para a precisdo dos resultados obtidos por GC-AED é que a
amostra ndo perturbe a estabilidade e habilidade de excitagdo do plasma. O plasma
de héiio induzido por microondas pode folerar grandes quantidades de compostos
contendo carbono, se a poténcia do microondas é aumentada, mas isto degrada
significativamente a relag&o sinalfruido do detector [29].

O sistema GC-AED é caracterizado pela excelente detectabilidade, ampla
faixa linear, precisdo e seletividade [17, 20, 30], permitindo em virtude de sua
composicdo elementar analises quantitativas e qualitativas [31] na presenga de
interferentes da matriz. Os baixos limites de deteccdo observados no sistema GC-
AED estao relacionados as temperaturas altas do plasma [15].

1.1.1.2 Potencialidades do sistema GC-AED

ApbGs introdugdo do GC-AED comercial em 1989, o nimero de aplicacbes
desta técnica tem aumentado [11, 23]. O AED detecta seletivamente 25 elementos e
alguns isdtopos em compostos organicos usando uma ou mais de suas linhas de
emissdo [16, 31]. Encontram-se na literatura trabalhos bastante diversificados
baseados na utilizagao desses sistemas, como por exemplo: andlises de isétopos de
N em fumaca de cigarro [4], organoestanicos em amostras ambientais [9].
identificac&o de microorganismos por seus produtos de pirdlise [16], caracterizagdo

10
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de sulfonamidas [19], organosulfurados aromaticos policiclicos [28], produtos de
reacao de bromagao de alcenos [30], bifenilas policioradas [32], haloalcanos volateis
[11, 20, 33), halogenados em agua de chuva e neve [18, 34}, dimetilsulfeto em vinho
tinto [35], impurezas em produtos farmacéuticos [36], pesticidas em geral [5-7, 14,
22, 37, 38], 2-fenilbenzotiazol, trimetiloipropano e 2 6-di-t-butil-4-metilfenol em
adesivos {39], compostos sulfurados em gasolina [40], andlises de bioequivaléncia
[41], organometalicos [25, 42], gas mostarda [43], dentre outras.

Comparado aos métodos de detecgéo classicos como a detecgédo por captura
de elétrons, a detectabilidade do AED é consideravelmente pior, mas ele é muito
mais seletivo. Isto porque o sistema GC-AED usa um conjunto de diodos para cada
faixa espectral analisada e ndo simplesmente um (nico comprimento de onda nas
linhas de emiss&o monitoradas simultaneamente [23, 38].

Como mencionado previamente, além dos elementos mais abundantes da
natureza, o GC-AED pode ser usado também para detectar compostos marcados
isotopicamente, devido as diferengas entre os espectros de emisséo de cada isotopo.
Além dos isétopos de hidrogénio, 'H e 2D, para os quais o espectro atémico pode ser
resolvido, "“C, °C, "“C e "N, "N podem ser distinguidos por seus espectros de
emissao molecular por reagdes no plasma que produzem CO e CN, respectivamente
[4, 23, 31]. No uso de GC-AED para detecgéo de isotopos na determinacdc da
relagéo precursor - composto formado, vérias consideracdes devem ser feitas.
Primeiro, o instrumento deve ser capaz de detectar seletivamente os isdtopos de
interesse quando este esta presente em niveis maiores que a abundancia naturai
(por exemplo, 0,37 % para '°N). Segundo, ele deve ser sensivel o suficiente para
detectar componentes menos abundantes em matrizes complexas [4].

O detector seletivo ideal para cromatografia gasosa responderia ao elemento
em qualquer composto injetado e sua resposta seria independente da estrutura
molecular do analito. O detector por emissdo atdbmica é um detector que mede a
quantidade absoluta do analito em relagdo ao volume de gas de arraste, e a
intensidade de uma banda de emiss@o para um dado elemento & proporcional a
quantidade deste elemento no plasma. Teoricamente, a resposta independe da

estrutura quimica do composto analisado [28, 44]. Entdo, a calibracdo de uma
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mistura multicomponente pode ser reduzida a uma Unica substancia que contém os
elementos de interesse. Este tipo de calibragdo, chamada calibragdo independente
de composto (CIC — Compound Independent Calibration), usa um Unico padréo para
quantificar uma série de compostos tendo distribuicdo elementar similar mas
estruturas moleculares diferentes, cuja resposta € dependente somente do teor de
elemento no composto. Esta facilidade tem vantagens importantes como reducgédo no
custo de analise, uma vez que muitos dos padrbes necessarios s&o extremamente
dificeis de obter [10, 14, 18, 23, 28, 30). A resposta elementar s6 sera independente
do composto, se 0s processos de fragmenta¢do molecular e subseqlente excitacéo
elementar forem quantitativos e reprodutiveis. Se ha uma diferenciagéo no grau de
fragmentagdo e/ou de excitagdo elementar, devido as diferencas estruturais entre
compostos de origem ou reagbes quimicas no plasma, a resposta elementar ndo
sera independente do composto. As areas dos picos obtidas para 0s elementos
representam somente o fendmenc de excitacdo e o comportamento dos elementos
presentes no plasma apés fragmentagdo molecular. A obtencdo de uma relacéo
linear entre a resposta e quantidade de elemento injetada, indica que o processo de
excitagdo para os elementos sob consideracdo ¢ livre de interferéncias quimicas e
espectrais [11]. Alguns elementos como hidrogénio, flior, fésforo e nitrogénio
mostram grandes discrepancias na resposta elementar. Os Ultimos trés podem
interagir com as paredes do tubo de descarga, fornecendo relagbes no lineares de
fatores de resposta em fungdo da quantidade injetada de elemento [11]. Devido a
estes fatores, relatos de quantificagdo por CIC no sistema GC-AED sé&oc discordantes
quanto as caracteristicas necessarias para os padroes. Seria necessério um padrao
com uma mesma distribuicdo de elementos para andlises de uma determinada
familia de compostos ou que o composto escothido tivesse em sua estrutura o
elemento de interesse e apresente tempo de retengdo préximo ao analito a ser
quantificado [14]?

A resposta independente de composto permite também a determinacdo das
razoes estequiomeétricas dos eluatos, e, por conseqiéncia suas formulas minimas.
Informacbées sobre formulas minimas podem ser conseguidas cromatografando

padrées de composi¢do conhecida e comparando as respostas obtidas com as do
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composto de interesse. Determinacio de formulas minimas e CIC usando GC-AED
tém mostrado resultados conflitantes, provavelmente devido a dependéncia da
resposta elementar residual com a estrutura molecular [10, 27, 36].

1.1.1.3 Fatores que afetam a detec¢cadao por emissao
atdmica

Ha numerosos fatores que podem influenciar a resposta do AED. Entre estes
fatores estdo a natureza e concentragdo de gases reagentes no plasma, a vazdo de
complemento (make-up) no detector e a presenca de altas concentragbes de
espécies contendo carbono (causada pela eluicdo de grandes quantidades de
solvente, o qual pode resfriar o plasma e/ou cobrir o tubo de descarga com carbono
elementar, reduzindo a resposta de alguns compostos que eluem préximos a este
composto) [14].

A vazdo de hélio usado como gas de arraste na coluna cromatografica ndo é
suficiente para suster o plasma, e uma quantidade adicional deste deve ser
adicionada antes da entrada do tubo de descarga (gas de compiemento ou make-
up). Este tem um efeito marcante na resposta, no formato do pico cromatografico e
na detectabilidade do sistema [6, 9, 20]. Porém, vazdes de make-up excessivas
diminuem o tempo de residéncia dos eluatos na cela de detecgdo, diminuindo
também a intensidade da resposta. Estas altas vazbes de hélio podem danificar a
janela do espectrometro situada apos o tubo de descarga [9]. Assim, este parametro
deve ser otimizado para obtengio das melhores condicdes de detecgdo [17].

Com a cavidade ressonante e a estreita cela de deteccdo usada no sistema
GC-AED, a adicdo de gases reagentes é essencial. A escolha do gas reagente &
determinada pelo grupo de elementos a serem analisados. Muitos elementos
requerem a adigdo de oxigénio, hidrogénio, metano ou uma mistura destes gases
reagentes. Oxigénio & usado quando carbono, hidrogénio, cloro e bromo s&o

medidos simultaneamente. Elementos que formam 6xidos refratarios, como fésforo e
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boro, requerem hidrogénio como gas reagente [12]. Oxigénio também é necessario
para prevenir a formagdo de depGsito de carbono, causados pela atomizacado
incompleta dos analitos nas paredes da cela de deteccdo. Em algumas linhas de
emisséo a adi¢éo de oxigénio n&o tem nenhum efeito na detectabilidade. Por outro
lado, a presenca de oxigénio na detecgdo de alguns elementos, como estanho, leva
a formagao de Oxidos refratarios, que tendem a se acumuiar nas paredes da cela de
deteccdo. Isto resulta em um decréscimo na detectabilidade, na presenca de cauda
no pico cromatografico e em efeito de memoéria. A adic&o de hidrogénio ao plasma
elimina este efeito negativo. Além disto, o hidrogénio parece facilitar a excitacao,
provavelmente pela formacdo de hidretos voldteis que seriam mais facilmente
fragmentados e excitados [9, 16, 20]. Seletividade, detectabilidade e linearidade
podem também ser afetadas pelo tipo de gés reagente adicionado ao plasma [13,
18]
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1.2 Materiais e métodos

Instrumental: Cromatdgrafo a gas HP 6890 (Agilent) com injetor automético 7683
(Agilent) acoplado ao detector por emiss&o atdmica G2350A (Agilent). Colunas HP-1
(polidimetilsiloxano - 25 m x d = 320 um x df = 0,17 um) e Carbowax 20M
(polietilenoglicol - 25 m x dj = 320 um x ds = 0,3 pm).

Reagentes: Gases para operagdo do GC-AED: He, O, Hz @ CH4 com pureza de
99,999 % (White Martins, Rio de Janeiro — Brasil). Metanol (Tedia, Rio de Janeiro —
Brasil). Benzeno e o-xileno (Reagen, Rio de Janeiro — Brasil), tolueno e nitrobenzeno
(Vetec, Rio de Janeiro — Brasil), clorobenzeno (Nuclear, Rio de Janeiro — Brasil),
etilbenzeno (Fluka, Buchs - Suiga). Acetonitrila, piridina e N,N-dimetilanilina (Merck,
Darmstadt — Alemanha), p-cloronitrobenzeno (Carlo Erba, Mildo — Itdlia), pirazina e
2,3,5-trimetilpirazina (Aldrich, Milwalkee — EUA). Todos os reagentes utilizados
apresentaram pureza superior a 98 %.

1.2.1 Modificacbes realizadas no detector por

emissao atbmica

As principais modificagcbes realizadas no sistema comercial foram, a
substituicdo da anilha de vespel usada para vedacdo da cela de detec¢do por uma
anilha de teflon e a retirada da camada de poliimida da ceta de deteccéo por imerséo
em acido sulflrico concentrado durante aproximadamente 4 h. Ajustes nas conexées
de agua e gases também foram necessarios.
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1.2.2 Operacionalizacdo do sistema com testes

em algumas linhas de emisséao

Como amostra teste foi utilizada uma mistura contendo benzeno, tolueno,
clorobenzeno, etilbenzeno e o-xileno a uma concentragéo de 2,5 g L. As condigdes
cromatograficas foram: Coluna HP-1, temperatura do forno: 60 °C (12 min), razdo de
divisdo: 100:1, vaz&o na coluna: 2,0 mL min™, temperatura da cavidade e da linha de

transferéncia: 180 °C, temperatura do injetor: 250 °C, volume injetado: 1 pL.

1.2.21 Otimizagdo da pressao do hélio de
sustentacao do plasma

Para o hélio de sustentacdo do plasma foram testadas pressdes de 69 kPa a
207 kPa. As medidas foram realizadas com monitoramento das linhas de emiss&o do
C (193 nm}, H (486 nm) e Cl (479 nm) com injecGes em triplicata da solugéo teste. As

pressdes dos gases reagentes, oxigénio e hidrogénio, foram mantidas em 69 kPa
durante as analises.

1.2.2.2 Otimizagdo da pressido da cavidade do
plasma

Pressfes na cavidade variando entre 6 kPa e 10 kPa foram testadas. Assim
CoOmo nos experimentos para verificagdo da melhor pressao do hélio de sustentagéo
do plasma, foram monitoradas as linhas de emiss&o do C (193 nm), H (486 nm) e CI

(479 nm). As pressdes dos gases reagentes e do hélio de sustentacio do plasma
foram mantidas em 69 kPa cada.
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1.2.2.3 Determinacgao da pressao de gases reagentes

As seguintes combinagbes foram usadas para as pressdes de oxigénio e
hidrogénio, em kPa: 69 e 69; 69 e 34,5; 34,5 e 69; 69 e zero e 34,5 e zero para a
banda de emiss&o do C (193 nm). Para as linhas de emissao do H (486 nm) e do Cl
(479 nm) foram usadas as pressées de 34,5 kPa e 69 kPa de oxigénio.

1.2.3 Potencialidade da calibracao
independente de composto

Para testar a possibilidade de uso da calibragdo independente de composto
foram construidas curvas analiticas para os compostos acetonitrila, piridina, pirazina,
trimetilpirazina, N,N-dimetilanilina, nitrobenzeno e cloronitrobenzeno em
concentragdes variando entre 60 e 270 ug mL™. As injecées foram feitas em triplicata
monitorando as linhas de emissdo do C (193 nm) e N (174 nm e 388 nm). As
condicbes cromatogréficas usadas foram: Coluna Carbowax 20M, temperatura do
forno: 50 °C (4 min) — 30°C min" — 150 °C — 20 °C min"' — 220 °C {4 min), raz&o
de divisdo: 20:1, vazao na coluna: 1,8 mL min”, temperatura da cavidade e da linha
de transferéncia: 230 °C, temperatura do injetor: 230 °C, volume injetado: 1 pul,
pressao na cavidade: 10 kPa (N 174 nm e C 193 nm) e 20 kPa (N 388 nm), presséo
de hélio de sustentacdo: 69 kPa (N 174 nm e C 193 nm) e 207 kPa (N 388 nm),
pressao de Oz 138 kPa (N 174 nm e C 193 nm) e 483 kPa (N 388 nm), presséo de
Hz: 34,5 kPa (N 174 nm e C 193 nm) e 207 kPa (N 388 nm) e pressdo de CH,: 345
kPa (N 388 nm). Os valores de pressdo de gases reagentes, presséo da cavidade e
pressdo do hélio de sustentacdo do plasma usados nas linhas de emisséo do N

foram otimizados em estudos anteriores.
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1.3 Resultados e Discussio

1.3.1 Modifica¢cées realizadas no detector por

emissao atbmica

O sistema comercial adquirido apresentou problemas detectados logo apods a
sua instalagéo. Os principais foram o vazamento de agua para o interior da cavidade,
cela de detecgdo e linhas de gases e a quebra constante da cela de deteccio.
Algumas modificagdes se fizeram necessarias para o seu funcionamento adequado.
A primeira delas foi a retirada da camada de polimida que originalmente envolvia
parte da cela de deteccéo. Essa camada torna a cela de detecgdo mais fragil porque
durante o uso, a poliimida se queima (por causa do calor gerado pela pluma de
plasma) tornando este local susceptivel a quebras. Como ha um fluxo constante de
égua sob press&io moderada em torno da cela de detecgdo para resfriamento do
sistema, com 0 rompimento da cela ocorre vazamento de agua para dentro da
mesma, extinguindo o plasma. A remogdo da camada de polimida resolveu este
problema.

Outra modificaco realizada foi a substituicdo da anilha de vespel que
originalmente fazia a vedacéo entre a cela de detecgdo e a entrada de gases, por
uma anitha de Teflon. Pela rigidez do vespel, a anilha original ndo se moldava e nao
promovia uma vedagéo efetiva na cela de detecgdo, fazendo com que ocorresse
vazamento de agua no sistema e extingéo do plasma de hélio. O Teflon, por ser um
material mais maledvel promove uma boa vedacdo do sistema com o ajuste da
entrada de gases. A anilha proposta no projeto original do detector por emissdo
atémica, bem como a entrada de gases podem ser vistas na Figura 3.
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(b)
Figura 3: Detalhes do detector por emiss&o atémica. (a) entrada de gases e (b) cela
de detecg@o com anilha de vespel [26].

Além das mudangas aqui citadas foram necessarios ajustes em todas as
conexdes de agua e gases. Devido ao uso de diferentes gases no sistema de

deteccdo, a possibilidade de vazamento nestas conexdes e a falta de pressédo na
cavidade é constante.

1.3.2 Operacionalizagdo do sistema com testes
em algumas linhas de emisséao

1.3.21 Otimizacdo da pressio do hélio de
sustentacao do plasma

Os resultados obtidos nos ensaios nas linhas de emiss3o do C, H e Cl para a

otimizacdo da press@o do hélio de sustentacdo do plasma podem ser vistos na
Figura 4.
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Figura 4: Variagio da resposta do detector por emiss&o atdmica com a mudanga da
presséo do hélio de sustentagéo do plasma. (a) banda de emissao do C (193 nm), (b)
banda de emiss&o do H (486 nm) e (c) banda de emiss&o do Cl {479 nm). Onde: =:
benzeno, @: tolueno, V: clorobenzeno, A: etilbenzeno e ¢ o-xileno.
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Apesar do manual do aparelho recomendar uma presséo operacional de 207
kPa, independentemente do elemento a ser monitorado, verificou-se aqui a
conveniéncia de otimizagdo caso a caso. Na andlise dos elementos C, H e Cl
observa-se uma diminuigdo do sinal com o aumento da pressdo de hélio de
sustentacao do plasma. O aumento na pressdo do hélio leva a um menor tempo de
residéncia das espécies no plasma prejudicando os processos de atomizacido e
excitagdo. Em todas as linhas de emisséo estudadas (C, H e Ci) as melhores
respostas foram obtidas utilizando 69 kPa como presséo de hélio de sustentacdo do
plasma.

1.3.2.2 Otimizagcdo da pressiao da cavidade do
plasma

Os resultados obtidos na otimizagido da presséo na cavidade do plasma nas
linhas de emiss&o do C, H e CI podem ser vistos na Figura 5.
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Figura 5: Variagdo da resposta do detector por emissdo atémica em fungéo da
pressé@o da cavidade do plasma. (a) banda de emiss&o do C (193 nm), (b) banda de
emissao do H (486 nm) e (c) banda de emiss&o do Cl (479 nm). Onde: m: benzeno,

®: tolueno, V: clorobenzeno, A: etilbenzeno e ¢: o-xileno.

22



Capitulo 1 — Estudos Preliminares

Em todas as linhas estudadas as methores respostas foram obtidas com a
utilizagio de 10 kPa de presséo na cavidade do plasma. Observa-se que ocorre um
aumento na resposta dos analitos com o aumento gradativo da pressio na cavidade
do plasma, provavelmente devido ao aumento da densidade dos gases no plasma e
consequentemente menor freqiéncia de colisbes entre analitos e espécies
energeticamente ativas.

1.3.2.3 Determinacdo da pressdao dos gases
reagentes

Os resultados obtidos com diferentes combinagbes de pressdo de gases

reagentes nas linhas de emissao do C, H e Cli sdo mostrados nas Figura6e 7.

[169kPa0, e 69 kPaH,

1 EZZ 69 kPa 0,e345kPaH,
HE 345kPa0, e 69kPaH,
B8 69kPa O, e 0 kPaH,

1 BB 345kPa0, e DkPaH,

EASAI AR IR AR AL R RN
R R R R R R R

RTINS

Composte menitorado

Figura 6: Variagio da resposta do detector por emiss&o atémica dos compostos na
banda de emissdo do carbono com a alteragio da pressdo dos gases reagentes,
oxigénio e hidrogénio. Onde: B: Benzeno, T: tolueno, CIB: clorobenzeno, E:
etilbenzeno e X: o-xileno.
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Para os analitos benzeno, tolueno e clorobenzeno a alteracéo na propor¢cao de
gases reagentes nao acarretou grandes mudancas nas respostas dos analitos,
apesar das respostas terem sido melhores na auséncia de hidrogénio. Ja para os
compostos com maior teor de carbono, etilbenzeno e o-xileno, os melhores
resultados foram obtidos utilizando 34,5 kPa de oxigénio, sem a adicdo de
hidrogénio. Isto indica que a presenca de oxigénio é necessdria para aumentar a
detectabilidade do sistema.
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Figura 7. Variaggo da resposta com a alteracdo da pressdo do gas reagente
oxigénio. (a) banda de emissdo do H (486 nm) e (b) banda de emissdo do Cl (479
nm).

Tanto na banda de emisséo do hidrogénio como na banda de emissdo do
cloro a alteragio na pressdo do gas reagente oxigénio ndo ocasionou mudancas
significativas nas respostas dos analitos, independentemente da estrutura dos
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compostos. Mas para evitar a formagdo de depositos carbonidceos na cela de
detecgéo, a presséo de oxigénio foi mantida em 69 kPa.

1.3.3 Potencialidade da calibracao
independente de composto

A calibragio independente de composto (CIC) € um dos grandes atrativos da
detecgao por emiss&o atémica, pois permite a utilizaco de um Unico padréo para a
quantificacdo de uma série de compostos. Como pode ocorrer diferenciacio dos
elementos durante o processo de injecdo e atomizacéo dos compostos, a CIC deve
ser investigada para cada grupo de compostos/elementos de interesse. Com o
objetivo de verificar a aplicagdo da CIC na andlise de compostos nitrogenados foram
construidas curvas analiticas nas linhas de emissdo do C (193 nm) e N (174 nm e
388 nm). Os valores correspondentes a inclinagdes, interceptos, bem como
correlagbes observadas nas curvas analiticas de compostos nitrogenados séo
mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1: Valores de inclinacdo, intercepto e correlacSes observadas nas curvas
analiticas de compostos nitrogenados

C 193 nm N 174 nm N 388 nm
Composto MM ] a b r a b r a b r
(g mol™)

ACN 41,0 835 | 2725 /0,991 | 653 | 47,9 |0,995|147,3] 16,7 | 0,994

PRD 79,1 1095 1 3181 {10,993 | 813 | 45 [0,995|160,3! 438 {0,995

PIiR 80,1 1073 | 2383 10,993 84,7 | 136 | 0,996 1721 11,7 | 0,997

T™™P 1222 1279 | 3193 10,992 912 | 88,2 {0,997 |212,9! 70,8 | 0,992
NNDMA 121,2 752 120360 0,994 | 73,0 ;114,4|0,994 | 200,41 131,5| 0,996

NB 1231 1055 [13215/ 0,994 | 825 | 190,710,994 | 2252 754 | 0,994
Ci{NB 157.,5 1177 |14545;0,995| 872 1752 |0,993 | 2384 659 | 0,997

Onde: a: inclinag3o, brintercepto, r: coeficiente de correlacdo, ACN: acetonitrita, PRD: pirdina, PIR:
pirazina, NNDMA: N,N-dimetilanilina, NB: nitrobenzeno e CI NB: nitrobenzeno.

Os valores de inclinagéo para a piridina, pirazina e nitrobenzeno nas linhas de
emiss@o do carbono (193 nm) e do nitrogénio (174 nm) sugerem gque pode ser
utilizada a calibragéo independente de composto na quantificagio destas espécies.
O mesmo n&o pode ser observado na banda de emissdo do N 388 nm. Nesta linha a
sensibilidade aumenta com o aumento da massa molecular do composto. A Unica
discrepancia ocorre entre a trimetilpirazina e a N,N-dimetilanilina. Além disto, como a
linha de N em 388 nm monitora emissbes da espécie molecular CN, a relagdo C : N
presente no analito tambem influencia o processo de detecgdo. Assim, como
mostrado na Tabela 1, melhores sensibilidades s&o observadas em analitos com
relagéo C : N maiores, como o nitrobenzeno e o p-cloro-nitrobenzeno.

Segundo Stevens e Borgerding [10] e Anderson [23] observa-se uma
discriminacdo baseada na volatilidade dos analitos, quando é considerada a ordem
de eluicao dos compostos. Os compostos mais retidos na coluna, os quais s&o
menos volateis, mostram um decréscimo pronunciado no fator de resposta. Portanto,
de acordo com Stevens e Borgerding [10), a volatilidade e a estrutura do padrao de

calibragdo devem ser similares aos compostos de interesse. Estas observacdes

27



Capitulo 1 — Estudos Preliminares

enfatizam a necessidade de consideragéo dos parametros cromatograficos para a
utilizacdo da CIC no sistema GC-AED.

Com base nos resultados mostrados neste capitulo, verificou-se a
necessidade de otimizag&o de pardmetros como a pressdo de hélio na cavidade do
plasma, a pressdo de hélio de sustentagdo do plasma e a pressdo de gases
reagentes para cada conjunto de linhas monitoradas. Isto, porque cada faixa de
comprimento de onda monitorado requer condigdes diferentes de deteccdo e de
adicéo de gases ao plasma. Aliém disto, estudos nas bandas de emissdo do N
mostraram que € possivel a utilizagéo da calibragéo independente de composto, mas
que os analitos envolvidos devem apresentar estruturas similares e perfis
cromatogréficos semelhantes, para que ndo ocorra discriminacdo dos mesmos
durante o processo de injecdo das amostras.
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CAPITULO 2 - Determinagédo de
alquilpirazinas em liquor de cupuacu
por HS-SPME-GC-AED e
HS-SPME-GC-ITMS

2.1 Introducao

2.1.1 A quimica dos aromas

Os aromas caracteristicos de alimentos s&o freqUentemente gerados durante
0 processamento por uma sequéncia de reagbes quimicas de precursores sem odor
[45]. O processamento dos alimentos leva a mudancas nos carboidratos, proteinas,
gorduras ou substéncias fisiologicamente ativas, como aminoacidos ou vitaminas, de
acordo com a temperatura-tempo de tratamento do produto. Proteinas e aminoacidos
podem se ligar ou decompor, substancias nutricionais como vitaminas podem ser
destruidas ou podem reagir com outros ingredientes durante a torracio. Compostos
provenientes da reacdo entre carboidratos e aminoacidos, sdo formados como
precursores da reagdo de Maillard. Gorduras podem estar envolvidas quimicamente
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na formagao de aminas heterociclicas, por geragéo de radicais livres via oxidagdo de
lipidios ou por participagéo na reacdo de Maillard. Estas reagbes podem resultar num
aumento dos produtos da reacéo de Maillard, como as alquilpirazinas e as piridinas.
Oligossacarideos podem se decompor hidroliticamente ou caramelizar. Todas as
reagdes confribuem para a mudanga nas propriedades originais do produto como
cor, textura, aroma e valor nutricional [46, 47].

As caracteristicas do aroma s&o fortemente dependentes da constituicdo da
amostra. As proteinas podem afetar a volatilidade por adsorco fisica reversivel dos
compostos volateis, via interagbes de van der Waals e/ou ligagdes quimicas
covalentes e eletrostaticas. Carboidratos como os mono e dissacarideos podem
causar um aumento na volatilidade dos compostos, enquanto polissacarideos podem
suprimir a volatilidade de compostos como resultado de interacdes moleculares nao-
especificas. Lipidios tém efeito na partigido de compostos volateis entre as fases
aquosa e gasosa. Em geral, um aumento no teor de lipidios resuita em um
decréscimo no numero de constituintes do aroma. A influéncia de lipidios na
volatilidade especifica de compostos depende principalmente de suas propriedades
lipofilicas e hidrofilicas [48].

No aroma de liquor de cacau foram identificados 3-metilbutanal, acido acético
e alquilpirazinas. Dentre os volateis de manteiga de cacau foram identificadas 62
alquilpirazinas, sendo 57 presentes na manteiga do cacau torrado e 27 na manteiga
do cacau nao torrado [49]. Outros estudos tém demonstrado a presenca de mais de
600 compostos volateis em cacau e derivados, principaimente alquilpirazinas,
ésteres, aminas, amidas, acidos e hidrocarbonetos, além de 3-metilbutanal, B-linalol
e dimetildissulfeto que também contribuem para o aroma destes produtos [50-53]. Os
compostos heterociclicos de nitrogénio sdo os principais constituintes do aroma destes
produtos [49, 50].

Em amostras de chocolate foram observados, antes e ap6s o processamento
da amostra, compostos como 3-metilbutanal, dimetildissulfeto, 2.5dimetilpirazina, 2,3-
dimetilpirazina, benzaldeido, 2,3 5-rimetilpirazina, benzenoacetaldeido. tetrametilpirazina,

p-inalol e acido acético. A presenca de grupos etila em algumas alquilpirazinas sugere a
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rota de sintese de compostos responsaveis pelo aroma do chocolate a partir da alanina
efou acetaldeido [50]. Aldeidos e cetonas sdo grandes constituintes do aroma de
chocolate sendo produtos tipicos da oxidagéo de lipidios. Acidos graxos insaturados
sofrem reagbes de oxidagdo ndo-enzimdticas resultando na formacdo de
hidroperdxidos. Estes hidroperoxidos séo entao oxidados a aldeidos e cetonas [54].
A reac&o entre lisina e treonina com hidroperdxidos provenientes do acido linoléico
prejudica o aroma efou diminui o valor nutritvo do produto além de causar
envelhecimento e endurecimento do mesmo [47]. Ja compostos sulfurados, como
dimetildissulfeto, podem ser formados pelo aquecimento de B-lactoglobulina [54].

Em carnes bovina e de cameiro, o aroma tem sido atribuido & presenca de
alquilpirazinas, alquilpiridinas, alquiltidis e compostos carbonilicos [55]). Em amostras
de carne de carneiro cozida foram observados compostos voiateis formados via
reagao de Maillard incluindo compostos nitrogenados e sulfurados, como as
alquilpirazinas, ticfenos e tiazdis, bem como furanonas e furfurais. Compostos ndo
heterociclicos como os aldeidos 2- e 3-metilbutanal e benzenacetaldeido,
alcanodionas e hidroxicetonas sdo também produtos da reacdo de Maillard, bem
como dissulfetos alifaticos e furanos. Dentre os compostos identificados em carne de
carneiro cozida pode-se citar o 3-metilbutanal, benzaldeido, benzenoacetaldeido,
etilpirazina, 2,3-dimetilpirazina, trimetilpirazina, dimetiidissulfeto [56).

Estudos tém demonstrado a presenca de furanos, pirrdis, tiofenos, piridinas e
alquilpirazinas no aroma do café. Foram identificadas 81 alquilpirazinas no aroma do
café, cuja concentragdo é dependente das condigdes de tempo e temperatura do
tratamento térmico [57]. Ryan et al. [58] observaram a presenca de 2-metilpirazina,
2,5-dimetilpirazina, 2,6-dimetilpirazina, etilpirazina, 2,3-dimetilpirazina e
trimetilpirazina em amostras de headspace (espago confinante) de café torrado,
sendo estes compostos os maiores responsaveis pelo perfil aromético do café. No
malte algumas alquilpirazinas encontradas foram 2-metilpirazina, 2,5-dimetilpirazina,
2,6-dimetilpirazina, 2,3-dimetilpirazina e trimetilpirazina [59].

Benzenacetaldeido foi observado em amostras de soja, sendo sua presenca
atribuida a oxidacdo de lipidios. Outros compostos observados foram o 3-
metiibutana! (proveniente da degradacdo da leucina), dimetildissulfeto (proveniente

31



Capitulo 2- Determinagdo de alguilpirazinas em liquor de cupuagu

da degradac&o térmica da cisteina ou metionina), limoneno, além das alquilpirazinas,
metilpirazina, 2,5-dimetilpirazina e 2 6-dimetilpirazina [51, 60, 61]. As alquilpirazinas,
2-metilpirazinag, 2,5-dimetilpirazina, 2 6-dimetilpirazina, 2,3-dimetilpirazina,
trimetilpirazina e tetrametilpirazina foram identificadas em amostras de éleo de soja
apos torragéo da soja a 130 °C, 150 °C ou 170 °C durante 15 min, sendo a 2,5-
dimetilpirazina o constituinte responsével pelo odor agradavel do éleo [61]. Ja em
amostras de 6leo de oliva foi observado somente a presenca de aldeidos como o 3-
metilbutanal, cetonas, ésteres e dlcoois, além do acido acético [62].

As alquilpirazinas 2,5-dimetilpirazina, 2,6-dimetilpirazina, 2 3-dimetilpirazina e
trimetilpirazina foram caracterizadas em amostras de trigo, com concentracoes
dependentes do pH durante o processamento do produto [63]. Em leite em pd os
compostos acido acético, dimetildissulfeto e as alquilpirazinas, 2 6-dimetilpirazina,
2,5-dimetilpirazina, etilpirazina, 2,3-dimetilpirazina, e trimetilpirazina também foram
observados [64].

Compostos como hexanal, metilpirazina, 2 5-dimetilpirazina, 2,6-
dimetilpirazina, 2,3-dimetilpirazina e trimetilpirazina foram identificados no aroma de
amendoim torrado [65]. Compostos como linalol, acido acético e benzenacetaldeido

foram observados no aroma de suco de fruta (péra e péssego) [66].

2.1.2 Alquilpirazinas

Alquilpirazinas sdo compostos heterociclicos de nitrogénio como mostrado na
Figura 8. Elas s&c constituintes-chave do arcma de alimentos torrados, cozidos e
fritos como café [22, 56], cames [6, 56], malte de sorgo [59], soja [50, 57], trigo [63],
amendoim [65], 6leo de soja [67], mosto de vinho [68], cacau e derivados [14, 49, 50,
69], dentre outros.
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Figura 8: Estruturas de algumas alquilpirazinas.

As reacbes de formagdo de alquilpirazinas nos alimentos, conhecidas
coletivamente como reagées de Maillard [70], tém sido extensamente estudadas e
verificou-se que elas ocorrem através de reagdes ndo-enziméticas, onde aclicares
reagem com aminas dando origem a intermedidrios a-aminocarbonilicos. A
autocondensagéo dos compostos a-aminccarbonilicos, com desidratacéo (perda de
duas moléculas de agua) e oxidagéo (perda formal de H,) produz as alquilpirazinas
[57, 68]. Alguns dos compostos carbonilicos intermediérios da reacdo entre a glicose
e os aminodcidos s&c a 4-hidroxi-3(2H) furanona, 2 5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-
furanona e 4-hidroxi-2(ou 5)-etil-5(ou 2)-metil-3(2H)-furanona, que geram o cation
radical pirazina por interagdo com a glicina [71]. Compostos o-aminocarbonilicos
podem produzir aiquilpirazinas mono-substituidas através da dimerizacdo com o-
aminoacetaldeido seguida por oxidagdo, podendo gerar também pirrdis através da
condensacio alddlica com acetaldeide [72]. Um exemplo de rota de formacdo de
alquilpirazinas € mostrada na Figura 9.
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Figura 9: Rota de formagao da 2,5-dimetilpirazina e da tetrametilpirazina [67].

Em temperaturas baixas a reacio entre agucares e aminoacidos forma
lentamente o intermediario ditetrahidroxibutilpirazina, o qual sofre condensacéo,
fragmentacao e clivagem até a formacao das alquilpirazinas. Em altas temperaturas,
O rearranjo e a clivagem de aclcares resulta na formagdo de fragmentos
hidroxicarbonita e dicarbonila, os quais podem condensar com aminoacidos para
formar as alquilpirazinas [69]. Os aminoécidos agem como precursores de
compostos quinolinicos servindo como fonte de nitrogénio na formacdo de
alquilpirazinas, sendo o rendimento da reacdo dependente do tipo de aminoacido
[46]. No caso da soja, o nitrogénio usado na formacao de alquilpirazinas vem da
degradacao térmica de proteinas que ocorre em temperaturas acima de 190 °C. Em
produtos processados de soja a formagdo de alquilpirazinas pode ocomer em
temperaturas abaixo de 190 °C. Além dos agticares, outros compostos comoe glicerol,
acetaldeido, glioxal, 2,3-butanodiona, hidroxiacetona e glicosamina também podem
ser precurscres de alquilpirazinas [69).

Alguns estudos tém mostrado que produtos de degradacio da l-serina déo
origem a agucares, que por sua vez geram metilpirazinas. Além das alquilpirazinas, a
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degradacédo térmica de L-serina (em temperaturas de 180 °C a 360 °C) produz uma
variedade de compostos heterociclicos como metilpirréis e etilpirrdis, pirrolilalcandis e
alguns compostos heterociclicos condensados [72].

Reacbes de Maillard entre pentoses e cisteina ou sulfeto de hidrogénio séo
muito importantes para o aroma de carnes. A enolizago de produtos da reacio entre
carboidratos e aminoécidos na reagdo de Maillard é dependente do pH e a formacao
de compostos dicarbonilicos € mais pronunciada em condi¢bes alcalinas. Em geral,
compostos dicarbonilicos como a 2 3-pentanodiona e a 2,3-butanodicna sio
intermediarios importantes na formagao de compostos volateis de carnes. Em pH
baixos estes compostos dicarbonilicos podem reagir com a cisteina ou com o sulfeto
de hidrogénio levando a formagéo de tiocetonas. A mudancga de pH também induz a
formagao de alquilpirazinas. Em condigdes acidas, foi verificado uma inibicdo na
formacao destes compostos. A formagdo de outras classes de compostos como
dissulfetos, tiofenos, tiazdis, furanos, compostos sulfurados ciclicos também sao
dependentes do pH da amostra [51, 69].

Além de serem constituintes do aroma de uma grande variedade de alimentos,
as alquilpirazinas estao envolvidas também nas reagdes de formacgéo de quinolinas,
atraves da condensag&o da creatinina e do aideido. A formacgéo destes compostos é
dependente da cinética da reagdo de Maillard [48].

Alguilpirazinas s&o responsaveis por diferentes caracteristicas de aromas, de
acordo com a natureza do substituinte alquila. S0 responsaveis também pelo sabor
caracteristico de nozes, pela aparéncia de torrado e das tonalidades tostadas. O
aroma e desenvolvimento de cor durante a reacdo de Maillard estdo relacionados &
temperatura, tempo, tipo de alimento e presenca de agua (umidade) durante o
processamento [54]. A formagdo da pirazina e 2-metilpirazina na reagédo de Maillard
alcanga um méximo com altas condicbes de umidade. Entretanto, este maximo é
altamente dependente da temperatura [46]. A temperatura parece ser mais
importante do que o tempo, na formacdo de aminas heterociclicas. Muitos estudos
usando sistemas modelos tém sido realizados em temperaturas variando entre
125 °C e 300 °C [46].
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A 2,5-dimetilpirazina e a tetrametilpirazina s&o as principais alquilpirazinas
detectadas em cacau e alimentos fermentados a base de soja contribuindo
significativamente para o seu aroma [67]. Além de presentes em muitos alimentos,
alguns estudos tém mostrado a formacgdo de alquilpirazinas a partir de soja
submetida a fermentacdo com Baciflus subtilis. Neste caso, foi verificado que a
treonina € precursora da 2,5-dimetilpirazina e a acetoina e a aménia precursoras da
tetrametilpirazina [67].

A fermentacdo do cacau é fundamental ndo somente para a formacao da
fracéo volatil (alcoois, ésteres e acidos graxos) mas também para o desenvolvimento
de precursores do aroma do chocolate (aminodcidos e agticares). O cacau é seco
para minimizar a formagéo de mofo e reduzir o nivel 4cido e adstringente das
améndoas por decréscimo da quantidade total de polifendis. Através das reacdes de
Maillard que ocorrem nas améndoas de cacau torradas, precursores do aroma
formados durante a fermentagdo de compostos s@o convertidos em duas classes
principais, as alquilpirazinas e os aldeidos [50]. Alguns autores tém identificado 95
alquilpirazinas no aroma de cacau, com concentragdes dependendo do tempo e da
temperatura do tratamento térmico. Gendtipo, origem do cacau, bem como os
processos de estocagem, fermentacgéo e secagem também influenciam nos teores de
alquilpirazinas [54, 73], Além disto, a presenga de umidade e de polifendis no liquor de
cacau diminui a disponibilidade de alquilpirazinas devido & ligagdo destes compostos. Esta
diminuicéo € dependente do tipo de pirazina [73, 74]

Alquilpirazinas sdo responsaveis também pelo aroma do café e do amendoim
torrado, mas n&o de batatas chips devido a pequena quantidade encontrada nestas
amostras [60].

Os teores de alquilpirazinas encontrados em 6leo de soja variaram de 0,6 ug
g a63 g g’ conforme a temperatura de torrac&o da soja e o tipo de alquilpirazina.
Maiores teores de alquilpirazinas foram encontrados em amostras de soja
submetidas a torragéo a 170 °C, sendo que a 2,5-dimetilpirazina apresentou o maior

teor, 63 ug g'. Os menores teores observados na temperatura de 170 °C foram da

pirazina e tetrametilpirazina, 0,6 ng g” e 1,6 png g”, respectivamente [61]. Segundo
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Jung et al. [61], a ocomréncia de alquilpirazinas no éleo de soja esta diretamente
relacionado ao aquecimento envolvido no tratamento e as alquilpirazinas sao
responsaveis pelo aroma associado ao 6leo de soja muito utilizado.

Em amostras de café torrado verificou-se que a formacdo de metilpirazinas
aumenta linearmente em relagéo a temperatura de torragéo alcangando um maximo
de concentragdo em 185 °C ou 205 °C, dependendo da variedade agrondmica,
robusta ou arabica, respectivamente [57]. Na variedade arabica as alquilpirazinas
mais abundantes s&o 2-metilpirazina, 2,5-dimetilpirazina e 2,6-dimetilpirazina [57].

Abegaz et al. [65] mostraram que o tempo de estocagem do produto tem um
efeito significativo no teor de alquilpirazinas em amostras de amendoim torrado. Em
muitos casos a concentracéo de alquilpirazinas diminui com o tempo de estocagem,
como observado para a metilpirazina, cuja concentragdo variou de 101 ng g para 42
ng g’ de 0 a 52 semanas de estocagem e para a 2,5-dimetilpirazina que diminuiu de 124
ngg” paraB80ngg’ [65].

2.1.3 Cupuacu

O cupuagu (Theobroma grandifiorum, Spreng) é uma arvore nativa da
Amazoénia, sendo uma cultura comercial de grande importancia local. As frutas tém
uma polpa amarela clara com sabor acido e aroma forte, que & consumida como
suco, sorvete e geleia [75]. Suas sementes séo processadas de maneira similar ao
cacau para produzir o0 chocolate de cupuagu ou cupulate. Apds colheita da fruta, as
sementes sao separadas da polpa, secas e passam por um processo de
fermentac&o. A semente seca fermentada € entéo torrada e apos retirada da casca e
desgerminagcédo da améndoa, o cotilédone obtido é finamente moido. O produto
obtido & chamado liquor de cupuagu e é a base do chocolate de cupuacu [78]. Pelo
fato do cupuagu ser da mesma familia que o cacau é esperado que, a semelhanga

deste, ocorra a formagdo de alquilpirazinas durante o processo de torracdo das
améndoas.
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2.1.4 Técnicas para extragdo e pré-
concentracao de compostos organicos volateis
associados a aromas

Muitas técnicas foram desenvolvidas para tornar o screening de aroma
fidedigno, como por exemplo as baseadas na destilagdo a vacuo, métodos de
extracdo (extracdo e destilagdo simultaneas — SDE - Simuftaneous Distillation
Extraction) ou técnicas de headspace estatico (SHS — Static Headspace) e dinamico
(DHS — Dinamic Headspace) seguida de dessorcéo térmica [48].

A destilacdo a vacuo € uma das ferramentas de isolamento de volateis em
alimentos mais usadas, sendo descrita por varios autores em uma ampla variedade
de amostras. Esta técnica possibilita o isolamento de compostos com volatilidade
intermediaria, minimizando a geragdo de artefatos, mas com a desvantagem de
possiveis perdas de compostos volateis durante o processo. Isto faz com gue os
resultados obtidos necessitem ser comprovados por outros métodos, como a
extracdo e destilagdo simultaneas (Métodos de Likens-Nickerson) ou a extragdo por
headspace estatico. A extracéo e destilagdo simultaneas possibilita a liberacéo de
voldteis, mas compostos instédveis podem se degradar e artefatos podem ser
gerados. Usando o sistema Likens-Nickerson foi observada a formacdo de
alquilpirazinas durante o processo de extragdo de amostras de cereais [48, 63, 67,
69]. Um esquema deste dispositivoe &€ mostrado na Figura 10.
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Figura 10: Dispositivo Likens-Nickerson usado para extracdo e destilagio
simultaneas [77]. Onde: 1: frasco de amostra, 2: frasco com sclvente, 3: coleta do
extrato, 4: corpo do destilador, 5: entrada de agua e 6: saida de agua.

Apesar de muito utilizados, métodos de destilacio para extracdo de volateis
consomem tempo, requerem uma consideravel quantidade de solvente organico,
espaco no laboratério e seguranga. Como as caracterizagbes de compostos
constituintes do aroma ndo preconizam a repetibilidade e exatidao dos métodos de
extragdo, muitas distorcbes podem ser observadas entre analises podem ser
observadas [50].

A técnica de headspace dinamico também é muito popular na andlise de
compostos volateis em alimentos. Quando um gds de stripping inerte é borbulhado
em amostras liquidas, a técnica é conhecida como purge-and-trap. A amostra deve
ser aquecida por um aquecedor elétrico ou em microondas para facilitar a liberacdo
dos compostos volateis. Os volateis desprendidos sdo entdo coletados em sorventes
solidos ou em solventes & temperatura ambiente ou a baixas temperaturas. Algumas
vantagens da utilizagcdo de sorventes soélidos s&o a analise de todo material retido no
frap, a ndo utilizagdo de solvente e baixa geragio de residuos [78]. Dentre os
compostos usados como sorventes no frap os mais comuns s&o: Tenax TA (polimero
do oxido 2,6-difenil-p-fenileno), Chromosorb 106, carbonos grafitizados (Carbotrap B,
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C) e peneiras moleculares de carbono (Carbosieve S-lll, Carboxen 1000, Carboxen
1003, Spherocarb, Anasorb). Dentre todos os sorventes citados acima, o mais
popular € o Tenax TA, devido a sua alta estabilidade térmica (até 450 °C), sua baixa
retengo de agua e baixa sangria {48, 57, 63, 79].

2.1.5 Microextracdo em Fase Sdlida (SPME)

A microextragdo em fase sdlida (SPME - Solid Phase Microextraction) foi
introduzida em 1990 por Pawliszyn et al. e combina a extragdo, pré-concentraco e
introducao da amostra em uma Unica etapa. Ela oferece varias vantagens para o
preparo de amostras incluindo a reducdo do tempo total de analise por amostra,
menor manipulagao/tratamento, elimina¢ao de solventes orgénicos, perda reduzida
de analito, simplicidade, baixo custo por amostra, possibilidade de implementaco de
procedimento analitico on-fine, reuso da fibra, além de permitir a manipulacdo de
pequenos volumes de amostra [79-89). Como a fibra por SPME por si s6 age como
um amostrador passivo, equipamentos como bombas e controladores de fluxo sdo
desnecessarios para amostragem em campo. Adicionalmente, a secagem da
amostra n&o é necessaria devido a natureza hidrofébica e a pequena capacidade de
extracao do recobrimento [83].

As fibras de SPME consistem de um pedaco de silica fundida de cerca de 1
cm de comprimento recoberta com uma fase extratora. Esta fibra é colocada em
contato com a amostra. O polimero é capaz de extrair alguns dos compostos
presentes na amostra de acordo com a afinidade do composto pela fibra, separando-
0s da matriz e concentrando-os. Entdo, os compostos extraidos sdo diretamente
transferidos para o injetor do cromatografo, onde eles sdo termicamente dessorvidos
[68, 80, 82, 83, 85, 88, 90-95]. O procedimento é rapido, simples e bastante sensivel,
caracterizado por perdas reduzidas na transferéncia da solugdo para o injetor do

cromatografo a gas [83]. Para a proteg&o da fibra, ela € montada em um dispositivo
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semelhante a uma seringa, conhecido como aplicador ou holder. A fibra e o

dispositivo usados para a extracéo por SPME s3o ilustrados na Figura 11.
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Figura 11: Fibra (a) e aplicador (holder) (b) utilizados para a extragio por SPME.

Em termos do mecanismo e principios de extragdo a principal diferenca entre

a SPME e as técnicas de exiragdo convencionais é o fato da extracdo dos analitos
nao ser exaustiva [83, 94]. Ela é baseada na distribuicdo dos diferentes analitos
sobre a matriz, o seu headspace e o recobrimento da fibra. A cinética do processo de
extrac&o € governada pela difus&o nc meio efou recobrimento polimérico da fibra [83,
86, 97]. Através do conhecimento da relagio de equilibrio entre o polimero e a
matriz, a concentragao do analito na amostra pode ser determinada [90, 98]. Forada
condicdo de equilibrio, as variagGes nas condigbes de agitacdo, tempo de
amostragem e posicdo da fibra no frasco de amostragem tém uma influéncia

significativa na precisdo dos métodos de SPME, como observado por Bao et al. [87].
A teoria da SPME tem sido largamente discutida na literatura e tem sido
observado que a andlise quantitativa por SPME é possivel fora das condictes de
equilibrio, desde que as condigbes de tempo de sorcdo e agitacio se mantenham
constantes [84)]. Para realizar a anélise quantitativa, a quantidade de amostra e o
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volume do headspace devem ser escolhidos para a obtencdo de uma relagdo linear
entre a quantidade de analito sorvido na fibra e a concentrac&o inicial do analito na
amostra e também para prevenir o efeito de competig@o entre os varios compostos
volateis [84]. Fibras de SPME compostas por polimeros liquidos, como
polidimetilsiloxano, exibem uma faixa linear ampla. Sélidos adsorventes, como
Carbowax/divinilbenzeno ou polidimetilsiloxano/divinilbenzeno apresentam uma faixa
linear mais estreita, devido aoc ndmero limitado de sitios ativos na superficie.
Entretanto, esta faixa pode ser expandida se as fibras sdo usadas em matrizes
iimpas ou com tempos de extracdo curtos. Em alguns casos, quando o anaiito tem
uma afinidade extremamente alta pelo recobrimento, a saturagdo pode ocorrer
mesmo em baixas concentragdes de analito [95].

Dentre as muitas aplicagdes descritas de SPME podem-se destacar: volateis
em dleo de oliva [62], volateis em suco de fruta [66], compostos medicinais [79],
sulfetos e tidis [83], acidos graxos em queijo [84)], isoborneol, 2-alquil-3-
metoxiaiquilpirazinas e  2,4,6-tricloroanisol em aguas [88], pesticidas
organofosforados [82, 85, 91], alcoois e ésteres em cerveja [99], tricioroetileno,
tetracloroetileno, tolueno e benzeno [100], organoestanicos [93, 94, 101], sulfurados
em cerveja [80, 102], pesticidas organoclorados [81, 103, 104], organoarsénicos
[105], compostos orgénicos de chumbo [93, 94, 98, 106), aldeidos em dguas [87] e
sangue [107], quinonas [108], volateis em arroz {109], volateis em carne bovina [110],
bleos essenciais [111], particulados em fumaca de cigarro [112], metiixantinas em
fluidos biologicos [113], anfetaminas e fenciclidinas em urina [114], tetramina em
sangue [115]), dentre outras.

Ha dois tipos basicos de extragdo em SPME, extracdo direta e extragdo
atraves do headspace. Na extragio direta a fibra é imersa diretamente na amostra
onde os analitos sao extraidos. Uma agitagéo eficiente propicia atingimento rapido do
equilibrio. Para amostras gasosas, a convecgdo natural do ar é suficiente para
facilitar um equilibrio répido. No modo de headspace, os analitos primeiro difundem
da matriz para a fase gasosa e entdo da fase gasosa para o recobrimento da fibra.
Esta técnica é especialimente indicada para andlises de matrizes altamente
complexas, que podem danificar a fibra. A velocidade da extragdo pode ser
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aumentada nao s6 pelo uso de uma agitagao eficiente, como também pelo aumento
da temperatura de extracdo ou por ambos. Para a determinacdo de analitos com alta
volatilidade em matrizes sujas, € indicada a protecdo da fibra de SPME por
membranas permeaveis é indicada [78, 95, 116, 117].

Desde a introducdo da SPME, diferentes tipos de recobrimentos de fibras tém
sido desenvolvidos. Os recobrimentos das fibras podem ser classificados em dois
grupos: polimeros liquidos puros como polidimetilsiloxano (PDMS) ou poliacrilato
(PACR), e filmes mistos contendo polimeros liquidos e particulas sélidas adsorventes
dispersas como Carboxen-PDMS (CAR), divinilbenzeno-PDMS (DVB), Carbowax-
DVB e divinilbenzeno-Carboxen-PDMS. Os processos de extracdo envolvidos na
SPME séo a particdo e a adsorgdo e dependem da natureza do recobrimento [90].
Filmes mistos recobrindo matrizes poliméricas extraem os analitos por adsorgéo.
Recobrimentos ligquidos extraem 0s compostos pelo processo de particdo e sdo
geralmente utilizados para a extrag¢aéo no equilibrio de compostos organicos volateis
[78, 86, 117, 118]. A Tabela 2 apresenta as fibras de SPME disponiveis

comercialmente. O maximo de espessura de filme observado € de 100 um para a
fibra de PDMS.
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Tabela 2: Algumas fibras para SPME disponiveis comercialmente [78]

Recobrimento (espessura do filme) Aplicacao indicada
PDMS (7 um) Compostos voldteis
PDMS (30 pm) Compostos apolares semivolateis
PDMS (100 um) Compostos apolares com alta massa molecular
Poliacrilato (85 um) Compostos polares semivolateis
PDMS/DVB (65 um) Compostos polares volateis
Carbowax/DVB (65 um) Compostos polares
Carboxen/PDMS (75 um) Gases e compostos de baixa massa molecular
DVB/Carboxen/PDMS (50/30 um) Compostos voléteis e semivolateis de aroma

PDMS puro é fortemente hidrofébico e foi originaimente proposto para a
extragao de poluentes em matrizes aquosas. Poliacrilato (PACR) é o mais polar dos
recobrimentos poliméricos disponiveis comercialmente. Carboxen é uma peneira
molecular de carbono contendo macro-, meso- e microporos e & usada em
combinagdo com PDMS. O tamanho dos poros ndo permite que moléculas grandes
entrem nos microporos (onde as interagdes sdo mais fortes), aumentando a
eficiéncia de extragdo de moléculas pequenas. Na fibra PDMS/DVB, o polimero
solido divinilbenzeno apresenta poros maiores que Carboxen, adaptando-se melhor a
extragao de moléculas maiores. Na combinagio DVB/Carboxen/PDMS, uma primeira
camada de PDMS/Carboxen é coberta com uma segunda camada de PDMS/DVB.
Moléculas pequenas, que apresentam um coeficiente de difusdo maior, alcangam a
camada interna mais rapidamente, onde s&o adsorvidos pelo Carboxen. As
moléculas mais pesadas sdo retidas na camada externa contendo DVB. A etapa de
dessorgé@o é facilitada com esta configuragdo. Porém, estas fibras sdo dificeis de

serem produzidas e rachaduras visiveis no recobrimento séo observadas apés sua
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utilizagdo. A dltima fibra disponivel, Carbowax/DVB é a mais polér dentre as fibras de
solidos adsorventes dispersos em matrizes poliméricas [78, 116].

A capacidade de extragdo das fibras é dependente da espessura do filme e do
tamanho e caracteristicas do analito [117]. A produgéo de fibras com alta capacidade
extratora e restrita devido a problemas mecanicos e & estabilidade térmica dos
filmes. Para aumentar a quantidade extraida do analito de interesse, a extracao pode
ser realizada com o uso de filmes com polaridade similar ao analito ou pela adicdo de
eletrdlitos & amostra aquosa, sendo o sucesso desta Ultima dependente do analito
[103].

Nas fibras que extraem peio processo de adsorcdo ocorre competicdo entre 0s
analitos quando estes estdo em altas concentracées, impedindo em muitos casos a
quantificagdo. Em amostras contendo uma mistura complexa de compostos, a
competicao molecutar pelos sitios ativos da fibra durante a extracio € inevitavel. Esta
competicdo € regida por energias de ligagéo diferentes associadas a interacies fibra-
composto especificas, as quais podem excluir 0s compostos de interesse [62]. Uma
alternativa € o uso de tempos de extragdo peguencs, antes do equilibrio, onde a
massa extraida depende do processo de difuséo dos analitos pelas fases [118].

Como os coeficientes de particdo fase extratora/ar para muitos compostos
organicos volateis sdo relativamente pequenos para os materiais de recobrimento de
fibra disponiveis comercialmente, os limites de deteccdo muitas vezes nao séo
satisfatorios. Isto tem incentivado o desenvolvimento de fibras com novos
recobrimentos [83].

A natureza quimica dos analitos determina o tipo de polimero usado na
extrac&o. A seleco da fibra é baseada primeiramente na polaridade e volatilidade
dos compostos alvo, podendo fomecer seletividade e eficiéncia a extracao [95, 99,
117].

A eficiéncia de extragdo em SPME é maximizada quando é atingido o
equilibrio entre a matriz da amostra e o recobrimento da fibra. O tempo de equilibrio
€ dependente do tipo de analito, amostra, modo de extracao e recobrimento da fibra
[62, 95, 99]. A quantidade de analitos extraidos aumenta com o aumento da razio

volume da fibra/volume de amostra. A extragdo completa pode ser alcangada para
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volumes pequenos de amostras quando as constantes de distribuicdo dos compostos
de interesse s&o grandes [95].

A necessidade de screening rapido, de monitoramento de amostras
ambientais e humanas, investigagdes clinicas e amostragem in vivo tem feito com
que a SPME também seja aplicada a andlises de campo. Acoplada & cromatografia
gasosa ela tem a vantagem de eliminar a necessidade de estocagem e transporte da
amostra ou do amostrador [118]. A protecdo da fibra é necessaria em todo o
processo de preparagdo da amostra/amostragem, estocagem e periodo de
transporte, devido ao risco de dano [79, 119]. Como analitos organicos podem
dissolver em material polimérico, vedar a agulha com um septo destes materiais s6 é
eficiente para isolamento por periodos de tempo curtos [78]. Na amostragem em
campo a estocagem da fibra a baixas temperaturas tem se mostrado eficiente na
preservagdo da integridade dos compostos extraidos. Processos de
absorgao/particdo s&o exotérmicos e o decréscimo na temperatura favorece a
absorcdo/particido dos analitos na fibra, caracterizada por uma constante de
distribui¢cdo maior [118].

A repetibilidade dos resultados € um fato crucial nas analises por SPME
devido ao seu carater de equilibrio. Tem sido estabelecido que a agitagdo pode ser o
fator que mais influencia na repetibilidade das extragdes [98). Para andlises através
do headspace, a agitagio deve ser vigorosa e sua taxa deve ser mantida ao longo do
experimento. PrecisGes de até 15% tem sido aceitas para as analises por SPME [98,
120]. Como o volume da fase extratora € extremamente pequeno, da ordem de 0,5
ul para a fibora PDMS 100 um, irregularidades e falta de homogeneidade do
recobrimento podem causar efeito significativc na precisgo. Além disto, o uso
repetido da fibra de SPME leva a degradacéo da mesma. A falta de reprodutibilidade
dos resultados obtidos com fibras de lotes diferentes € freqlentemente observada
{76, 78, 95, 119].
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2.2 Materiais e métodos

Instrumental: Cromatografo a gas HP 6890 (Agilent) com detector por emisséo
atdmica G2350A (Agilent). Colunas: Carbowax 20M (polietilenoglicol - 25 m x d;, =
320 um x df = 0,3 um); HP-5 (5% polidifenil, 85 % d polidimetilsiloxanc - 30 m x d; =
250 pm x dr = 0,25 um), HP-1 (polidimetilsiloxano - 25 m x d; =320 um x d; = 0,17
um). Cromatografo a gas com detector de massas com trapeamento de ions (GC-
ITMS) Saturn 2100D (Varian) e coluna CP-Sil 8 CB (5% difenil, 95 %
polidimetilsiloxano - 30 m x d; = 250 um x df = 0,25 um). Agitadores magnéticos

digitais (Termolyne, Dubuque - USA). Banho termostatizado Polystat. Holder para
SPME (Supelco).

Materiais: Fibras de SPME recobertas com: CAR (Carboxen — polidimetilsiloxano
(PDMS) 75 um), DVB (PDMS — divinilbenzeno 85 pm), P100 (PDMS 100 um) e

PACR (poliacrilato 85 um) (Supelco, Bellefonte - USA). Frascos de vidro de 4 e 16
ml. com tampa de plastico e septo de siliconefteflon (Wheaton, Milville — USA).

Reagentes: 2-metilpirazina, 2,3-dimetilpirazina,  2,5-dimetilpirazina, 2,6-
dimetilpirazina, etilpirazina, 2,3,5-trimetilpirazina e tetrametilpirazina (Aldrich,
Milwalkee — USA). Cloreto de sodio e acetona (Synth, Rio de Janeiro - Brasil).
Metanol (Tedia, Rio de Janeiro — Brasil). Metanol (Tedia, Rio de Janeiro — Brasil).
Todos os reagentes apresentaram pureza superior a 98 %. Gases para operacgdo do

GC-AED: CH,, He, Oz e H,; com grau de pureza 99,999% (White Martins, Rio de
Janeiro — Brasil).
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2.2.1 Ensaios preliminares de screening

Amostras: Améndoas de cupuacu fermentadas e secas passaram por condi¢cfes

diversas de torracgo como mostrado na Tabela 3. Apds torragéo, foi feita a quebra da

améndoa para retirada da casca e desgerminacdo da mesma. O cotilédone obtido
(resultado da peneirag@o em peneira de 2 mm) foi passado por um moinho estriado

de cobre e depois por 2 vezes em um moinho cilindrico resfriado com soluggo 2:1 de

agua e alcool (8-10 °C). Apbés moagem, as amostras foram acondicionadas em sacos

de polietileno e guardadas em freezer para posterior andlise. O tratamento da
amostra foi realizado na Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

Tabela 3: Condigdes de torragédo das améndoas de cupuagu

Amostra Tipo de fomo usado  Tempo de torragéo Temperatura de
na torracao {min) torracéo (°C)

M1 Microondas 12 105

M2 Microondas 16 105

M3 Microondas 12 115

M4 Microondas 16 115

M5 Microondas 11,18 110

M6 Microondas 16,82 110

M7 Microondas 14 103

M8 Microondas 14 117

M3 Microondas 14 110
M10 Microondas 14 110
M11 Microondas 14 110
CO1 Convencional 53 150
CcOoz Convencional 55 150
CO3 Convencional 57 150

Procedimento: A (1,000 + 0,005) g de liquor de cupuacu finamente moido foram

adicionados 5 mL de solugéo saturada de NaCl, em frasco de vidro de 16 mL com
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tampa de plastico e septo de siliconefteflon. A suspensao, sob agitagcdo a 1200 rpm,
foi termostatizada a 45 °C e o seu headspace extraido por 45 min com as fibras CAR,
DVB ou P100. O material extraido foi imediatamente dessorvido, separado e
detectado por GC-AED e GC-ITMS. As condigbes cromatograficas para ambos os
sisiemas foram: colunas HP-5 ou CP-Sil 8; temperatura do injetor: 250 °C;
programagéo do fomo: 40 °C — 10 °C min™ — 250 °C (1 min); injecdo sem divisao;
vazdo nas colunas: 1,8 mL min™'; faixa de massas monitorada: m/z= 40 a 500 (GC-
ITMS); temperatura das linhas de transferéncia: 250 °C (GC-ITMS) e 270 °C (GC-
AED); temperatura do “trap™ 150 °C (GC-ITMS). Nas analises por GC-AED foram
monitoradas as linhas de emissao do N (174 nm e 388 nm), C (193 nm) e S (181
nm). As pressdes dos gases de dopagem e de alimentagdo do plasma usados no
sistema GC-AED s&o mostrados na Tabela 4 e foram determinados em estudos

iniciais nas linhas de emissdo do N usando a sistematica descrita no Capitulo 1.
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Tabela 4. PressGes dos gases utilizados nas andlises das alquilpirazinas em liquor
de cupuagu no sistema GC-AED

Pressao (kPa)
Varidveis Banda de emissao Linhas de emissdo N (174 nm),
N (388 nm) C (193 nm) e S (181 nm)
Cavidade do plasma 20 10
He de sustentacdo do plasma 207 69
O. 483 138
H; 207 345
CH, L —

2.2.2 Otimizagdo da metodologia para
isolamento de alquilpirazinas em liquor de
cupuacu por HS-SPME-GC-AED

Apés a identificago inicial dos principais constituintes volateis das amostras,
utilizando analises por GC-MS e extragdes de uma série homdloga de alcanos (Ce-
Cis) para determinagdo dos indices de Kovats, foi feita a otimiza¢do dos parametros
fundamentais para a extracdo das alquilpirazinas nas amostras por SPME. Os
ensaios foram realizados com extragbes no headspace da amostra e andlises com
monitoramento das linhas de emissdo N (174 e 388 nm) e C (193 nm). As andlises
foram realizadas com uma coluna HP-1; temperatura do injetor: 270 °C (fibra CAR) e
210 °C (fibra DVB); programagédo do forno: 50 °C (2 min) — 40 °C min”' — 150 °C —
25 °C min" — 250 °C; vazdo na coluna: 1,8 mL min"; injecdio sem divisdo:
temperatura da linha de transferéncia e cavidade: 270 °C; temperatura da cavidade:

270 °C e pressdes dos gases conforme mostrados na Tabela 4.
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Foram adotados procedimentos de extrac&o similares ao descrito no item
2.2.1. Amostras de liquor de cupuagu dopadas com 400 ng das alquilpirazinas
metilpirazina, 2 5-dimetilpirazina, 2,3-dimetilpirazina, 2,3 5-trimetilpirazina e
tetrametilpirazina, foram usadas em todos os experimentos. Foram escolhidas estas
alquilpirazinas pelo fato delas serem mais freqentemente observadas em amostras
de cacau, amendoim e soja. Os processos de extracdo foram realizados em
triplicata.

2.2.2.1 Selegao de fibra

Nesta otimizac&o foram comparadas as fibras CAR e DVB (P100 foi eliminada
apos estudos preliminares). Para tal, (0,700 + 0,005) g de amostra de liquor de

cupuagu dopadas com alquilpirazinas foi submetida & extragéo através do headspace
durante 15 min sob agitagéo a 1200 rpm.

2.2.2.2 Efeito da massa de amostra processada

A 0,700 g; 1,000 g e 1,200 g de liquor de cupuagu dopadas com
alquilpirazinas foram adicionados 5,0 mL de solugéo saturada de cioreto de sédio. As

extracdes foram realizadas no headspace da amostra durante 15 min, sob agitagio,
com a fibra CAR.

2.2.2.3 Avaliagao da forga idnica do meio

ExtracGes de amostras com e sem adigdo de 5,0 mL de solugio saturada de
NaCl foram feitas com a fibra CAR. As extragdes foram realizadas com (1,000 +

0,005) g durante 15 min, sob agitagéo.
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2.2.2 .4 Influéncia da temperatura de extracao

As temperaturas de extracgdo testadas foram: (25 + 3) °C (ambiente), 35 °C e
45 °C. Todas as extracdes foram realizadas sob agitacao, com a fibra CAR durante

15 min, apds adicdo de 5 mL de solugdo saturada de NaCl a (1,000 + 0,005) g de

amastra.
2.2.2.5 Perfil de extracao

Utilizando a fibra CAR, (1,000 + 0,005) g de amostra de liquor de cupuagu foi

extraida a 45 °C, sob agitagdo, com tempos de extracéo variando entre 10 e 60 min.

2.2.3 Quantificacdo de alquilpirazinas em liquor

de cupuacu

As condigGes de extragcdo das amostras de liquor de cupuacu com a fibra CAR
sdo descritas no item 2.2.1. As andlises cromatograficas usaram uma coluna
Carbowax 20M; temperatura do injetor: 230 °C; vazdo na coluna: 1,8 mL min™:
injecdo sem divisdo; programacéo do forno: 50 °C —» 3 °C min™' — 90 °C — 15 °C
min™' — 200 °C (2 min); injecdo sem divisdo; temperatura da cavidade e da linha de
transferéncia: 230 °C; press&o do He de sustentacdo do plasma: 207 kPa; pressao
da cavidade do plasma: 21 kPa; pressdo H.. 207 kPa; pressdo O, 483 kPa e
pressdo CHa: 345 kPa.

Para verificar a linearidade de resposta das alquilpirazinas no detector por
emisséo atdmica primeiramente foram testadas as duas linhas de emissao do N (174
e 388 nm) tendo sido selecionada a ultima. A quantificagdo das alquilpirazinas nas

amostras de liquor de cupuacu foi realizada por adi¢do padrdo em concentragbes
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variando entre 120 ng g' e 1700 pg g' de acordo com o teor de alquilpirazinas

presentes nas amostras de liquor de cupuacgu.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Ensaios preliminares de screening

Exemplos de cromatogramas obtidos por extracbes no headspace de
amostras de liquor de cupuagu nos sistemas GC-ITMS e GC-AED sao mostrados na
Figura 12. A identificacdc dos picos foi baseada na comparacédo dos espectros de
massa obtidos com os existentes na biblioteca do aparelho e complementada com os
indices de Kovats calculados a partir de analises de amostras dopadas com uma
série homodloga de alcanos (Cs-Cqs).
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Figura 12: Cromatogramas obtidos apés extracdo de liquor de cupuagu por (a) HS-
SPME-GC-TTMS e (b) GC-AED com fibra CAR. Identificacio dos picos: (1) dimetilsulfeto,
(2) acido acetico, (3) 3-metilbutanal, (4) 2,4,5-rimetil-1,3-dioxclano, (5) dimetildissulfeto,
(6) butirato de efila, (7) 35-dimeti-3-hexanol, (8) 3-metil-2-butanona, (9) 2,5
dimetilpirazina, (10) 2,3-dimetilpirazina, (11) benzaldeido, (12) 2,3,5-trimetilpirazina, (13)
limoneno, (14) 3-metilbutirato de butila, (15) benzenoacetaldeido, (16) 3-etil-2,5-
dimetilpirazina, (17) tetrametilpirazina, (18) B-linalol, (19) 3-metilbutirato de 3-metilbutila,
(20) 2,3,5-trimetil-6-etilpirazina e (21) 2-metilpirazina.
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Um grande ndmero de compostos volateis de potencial impacto no aroma
foram identificados no headspace do liquor de cupuagu. Observou-se a presenca de
picos intensos nas linhas de emiss&o do nitrogénio correspondentes a
tetrametilpirazina e 2,3,5-trimetilpirazina, além de outros congéneres.

Alguns compostos encontrados como butirato de etila, acido acético,
benzenoacetaldeido, limoneno e B-linalol ja tinham sido identificados em polpa de
cupuacu [53, 121]. Alquilpirazinas como 2,3-dimetilpirazina, trimetilpirazina e
tetrametilpirazina, além do acido acético, foram identificadas anteriormente em
amostras de cacau submetidas a diferentes tempos de estocagem [69]. A estocagem
do cacau reduz o teor de agua da polpa diminuindo a fermentagdo alcodlica e a
formacéo de acido acético [69].

Além da caracterizagdo dos compostos constituintes do aroma do liquor de
cupuacu possibilitada pela extracdo com diferentes recobrimentos de fibras de SPME
pode ser visto que a quantidade de analitos extraidos com a fibra CAR ¢
consideravelmente maior do que a quantidade extraida pelas demais fibras (Figura
12). A fiora CAR tem uma eficiéncia de extragdo maior, especiaimente para
compostos mais leves. A fibra DVB apresentou uma eficiéncia intermediaria na
extragio de voléteis de liquor de cupuagu e a fibra apolar P100 apresentou o pior
desempenho.

No que se refere aos cromatogramas obtidos pelo sistema GC-AED verifica-se
a maior detectabilidade deste quando comparado ao GC-ITMS, tendo sido possivel a
separacdo/detecgido de um maior nimero de compostos na banda de emissédo do
carbono. Altas concentragcdes de carbono no plasma causam uma saturagao no
mesmo que se reflete no aparecimento de picos negativos na banda de emissao do
N (174 nm), devido & supress&o do sinal. Isto é observado porque as analises nas
linhas de emissao do C (193 nm) e do N (174 nm) séo realizadas simultaneamente.
Qutras interferéncias que podem ocorrer com a banda de emissdo do N 174 nm sao
atribuidas a presenga de constituintes do ar no sistema, que absorvem em
comprimentos de onda abaixo de 200 nm. Estes fatos colaboram para a indicagao de
uso da banda de emisséo do N 388 nm.
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2.3.2 Otimizacgdo da metodologia para
isolamento de alquilpirazinas em liquor de
cupuacu por HS-SPME-GC-AED

A amostragem atraves do headspace foi escolhida para evitar que compostos
pesados, ndo-volateis sejam sorvidos na fibra. Além da formacéo de artefatos com o
aguecimento no injetor do cromatégrafo, a sorcdo de compostos ndo volateis no
recobrimento da fibra levam a sua rapida degradagio, sobretudo em amostras
complexas como o liquor de cupuacu, gue possuem um alto teor de gordura {102].

2.3.2.1 Selec¢ao de fibra

Na Figura 13, comparam-se as &reas obtidas na banda de emiss&o do N (388
nm) para os analitos de teste com as diferentes fibras testadas na extragdo de
alquilpirazinas.
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Figura 13: Resposta das alquilpirazinas na banda de emissdo do N (388 nm) em
funcdo da fibra utilizada na extragdo. Onde: MP: metiipirazina, 25 DMP: 2,5-
dimetilpirazina, 23 DMP: 2 3-dimetilpirazina, TriMP: trimetilpirazina e TetMP:
tetrametilpirazina.

Como pode ser verificado, a fibra CAR é muito mais eficiente na extraco das
aiquitpirazinas (Figura 12 e Figura 13). Valores de area chegam a ser até nove vezes
maiores (para 2,3-dimetilpirazina) do que os obtidos com a extracdo com a fibra
DVB. A estrutura porosa da fibra CAR favorece a extragdo de analitos mais leves.
Todos os ensaios seguintes foram realizados com esta fibra.

Trabalhos na literatura tém demonstrado a aplicabilidade das fibras P100 e
DVB na extracdo de alquilpirazinas. Niveis satisfatérios de alquilpirazinas extraidas
com a fibra P100 foram reportados [68]. Entretanto, entre as fibras utilizadas no
presente trabalho, a fibra DVB mostrou melhores resultados para a extragdo das

alquilpirazinas que a P100, ja descartada em ensaios preliminares.
2.3.2.2 Efeito da massa de amostra processada

A quantidade de amostra utilizada na analise por SPME é fundamental, devido
a possibilidade de competigdo dos analitos pelos sitios ativos da fibra CAR e também
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a possibilidade de saturacao da fibra. Para prevenir estes efeitos s&o recomendadas

massas pequenas de amostra. Os resultados obtidos com a utilizagdo de diferentes
massas de amostras estdo na Figura 14.
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Figura 14: Resposta das alquilpirazinas na banda de emissdo do N (388 nm) de
acordo com a massa de amostra usada na analise.

Nao ha diferenca significativa entre as eficiéncias de extracdo das
alquilpirazinas com o uso de 1,000 g de amostra. Além disso, a dificuldade da
homogeneizacdo do meio com 1,200 g de amostra se refletiu na pior preciséo das

medidas nessas extragdes. Assim nas analises subseguentes a massa de amostra
foi fixada em 1,000 g.

2.3.2.3 Avaliacao da forga idnica do meio

Os resultados obtidos com a alteragdo da forga idnica do meio para a extracdo
de alquilpirazinas estdo mostrados na Figura 15.
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[ ] Amostra in natura
|| F® Amostra + sol. saturada NaCl

MP 25DMP  23DMP  TrMP TetMP
Composto monitorado

Figura 15: Resposia das alquilpirazinas na linhas de emissdo do N (388 nm) de
acordo com a adi¢io ou ndo de NaCl a amostra.

Os sais mais usados para alterag&o da forga idnica sdo o cloreto de sodio e o
sulfato de sbdio. A adicgo de NaCl a amostra aumenta muito a eficiéncia de extracdo
de alquilpirazinas, sobretudo para 23-dimetilpirazina, trimetilpirazina e
tetrametilpirazina (Figura 15). Segundo Sala et al. [68] e Sung et al. [88] na extracdo
de 3-alquil-2-metoxipirazinas foi observado um aumento do sinal cromatografico com
o aumento da quantidade de NaCl adicionada, até a adigio de 30 % de NaCl. A partir
deste valor a resposta tomou-se constante.

A presenca de NaCl ao meio de extragdo geralmente aumenta a eficiéncia de
extragdo devido a um aumento do coeficiente de atividade dos analitos e
consequente diminuigdo da solubilidade dos mesmos nc meio extrator. Isto faz com
que ocorra um deslocamento do equilibrio de extragio para o headspace da amostra
gerando um aumento na eficiéncia de extragc@o. Este efeito no é geral e depende
das caracteristicas do analito, amostra e fibra [86]. Para compostos hidrofébicos, que
apresentam baixa solubilidade na fase aquosa, a adicdo de NaCl aumenta a
eficiéncia de extracéo {88, 99]. A forga idnica do meio afeta tanto as extracdes diretas
como no headspace. Quatro tipos de comportamento podem ser diferenciados com a
adicdo de sal & amostra: (a) aumento da eficiéncia de extragdo com o aumento da

concentragio de sal, (b) aumento inicial da quantidade extraida seguida de pequena
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diminuicdo em altas concentra¢des de sal, (¢) aumento da eﬁciéncia de exiragéo e
decréscimo acentuado na resposta com o aumento da concentragdo de sal e (d)
decréscimo na eficiéncia de extracdo com o aumento da concentragdo de sal [78,
99]. Devido a todas as possibilidades € necessério investigar a influéncia da
presenca de sal na amostra durante o procedimento de extragao.

2.3.2.4 Influéncia da temperatura de extragao

A temperatura influencia a sensibilidade e repetibilidade do método de
extragdo por SPME. O aguecimento da amostra favorece a volatilizacdo dos analitos,
em extracbes atraves do headspace. Entretanto, altas temperaturas podem afetar a
sorgac dos anailitos na fibra resultando em um decréscimo no coeficiente de particao
[84, 88]. No caso de amostras contendo alta concentragdo de lipidios, como é o caso
do liquor de cupuagu, uma selecdo cuidadosa da temperatura é necessaria para
minimizar a oxidagdo e evitar a degrada¢ido de precursores do aroma, com a
formacdo de off flavors (compostos volateis que conferem aromas e sabores
desagradaveis aos alimentos) [62]. Em geral a extragdo, limitada basicamente por
transferéncia de massa, € mais eficiente em temperaturas altas [82). A influéncia da

temperatura na extracéo de alquilpirazinas em liquor de cupuagu com a fibra CAR é
mostrada na Figura 16.
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Figura 16: Influéncia da temperatura na extracdo de alquilpirazinas em amostras de
liquor de cupuagu. Onde: B: MP, O: 25 DMP, A: 23 DMP, ¥: TriMP e ¢: TetMP.

A extracdo de alquilpirazinas em amostras de liquor de cupuacu € mais
eficiente a 45 °C (Figura 16). O aumento da temperatura proporciona o aumento da
concentracdo de especies volateis no headspace da amostra, apesar de em muitos
casos diminuir a constante de distribuig&o fibra/headspace levando a dessorgdo dos
analitos na fibra. Entretanto, temperaturas muito altas favorecem a condensacgéo de
agua na fibra e a formacdo de bolhas prejudicando a precis&o dos resultados [92].
Este fato € ainda mais acentuado com a fibra CAR. Segundo Sala ef al. [68], na
extracdo de 3-alquil-2-metoxipirazinas com a fibra DVB os melhores resultados foram
observados com a temperatura de 30 °C.

Temperaturas maiores ndo foram testadas neste experimento devido a grande
possibilidade de formagdo de artefatos provenientes da reacio de Maillard, em
temperaturas superiores a 45 °C. A formacdo adicional de alquilpirazinas em
temperaturas superiores a 60 °C ja foi documentada para amostras de liquor de

cacau e 0 uso destas temperaturas causa uma superestimacao dos resultados {102,
122].
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2.3.2.5 Perfil de extragao

A determinagdo do tempo de equilibrio € uma importante etapa no
desenvolvimento do método por SPME. Ele é definido como ¢ tempo no qual a
quantidade extraida de analito permanece constante e corresponde a quantidade
extraida apés um tempo infinito [95]. Geralmente, em amostragens através do
headspace o equilibrio € atingido mais rapidamente do gue na extracéo direta [102].
Os resultados obtidos na otimizacao do tempo de equilibrio de alquiipirazinas com a
fibra CAR sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17: Resposta das alquilpirazinas na banda de emissao do N (388 nm) de
acordo com o tempo de extragac da amostra. Onde; B: MP, O: 25 DMP, A: 23 DMP,
V: TriMP e ¢: TetMP.

A Figura 17 mostra que mesmo apds 60 min de extragcdo o equilibrio naoc €
atingido, sendo este fato caracteristico das fibras compostas por sdlidos adsorventes
dispersos sobre matrizes pocliméricas, como € o casc da fibra CAR. Tempos de
equilibrio longos s&o caracteristicos das fibras CAR devido a necessidade de difusao
dos analitos nos poros do sorvente. Por razbes praticas, estabeleceu-se 45 min
como o tempo de extragao para o procedimento final.
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Segundo Sala et al. [68], na extracdo de 3-alquil-2-metoxipirazinas, que nao
sao muito volateis, o tempo para que o equilibrio entre o recobrimento da fibra, o
headspace e a solugdo da amostra seja atingido também & longo. Como a difuséo
dos analitos através das trés fases & essencial na técnica de headspace, foi
necessario um minimo de 4 h de extragdo com a fibra DVB, para gque o equilibrio
fosse atingido.

2.3.3 Quantificagcdo de alquilpirazinas em liquor
de cupuacu

O método de quantificagdo mais usado para SPME é a adicdo padrao, onde
as quantidades extraidas dos analitos irdo depender do valor das constantes de
equilibrio particAo/adsorcéo, que por sua vez dependem da composi¢do da matriz
[84]. As curvas analiticas obtidas por adigdo padrao das alquilpirazinas nas duas
linhas de emiss&o do N podem ser vistas na Figura 18.

63



Capitulo 2- Determinacdo de alquilpirazinas em liquor de cupuacu

90
75-
60+

45 -

Arealu.a.

30+

15

B 0 NS sy ae
Massa/ug
(a)

Area/u.a.

n T T T T T T T
0 10 20 30 40

Massaljg

(b)
Figura 18: Curvas analiticas obtidas por adicdo padrdo de alquilpirazinas para as
amostras de liquor de cupuagu nas linhas de emisséo do N. (a) 388 nm e (b) 174 nm.
Onde: (0= MP, @= 25 DMP, A= 26 DMP, V= EtP, ¢= 23 DMP, <= TriMP e HB=
TetMP.

Os coeficientes de correlacéo, as inclinagdes, interceptos e os limites de detecgao
(LD) obtidos a partir das curvas analiticas sdo mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Parametros obtidos a partir das curvas analiticas por adi¢do padrao das
alquilpirazinas

Banda de emisséo (N 174 nm) Banda de emissao N (388 nm)
Composto a b® r LQ%ug g’ a P r LQ%ug g

MP 993,2 2064 0,999 1,8 1960 2928 00,9979 2,3
25 DMP 649,0 1528 0,98%94 4,1 1742 321,4 0,9990 1,3
26 DMP 8271 977,9 0,9916 24 1977 463,17 0,9992 0,73
23 DMP 591,8 2007 0,9886 56 1434 1601 0,9993 1,3
EtP 1221 334,1 00,9936 1.1 2750 3740 0,9995 0,31
TriMP 336,9 3736 0,9802 7.4 964,7 2922 0,9958 3.4
TetMP 671,0 5448 0,6744 3.2 1661 7753 0,807 0,73

Notas: a: inclinagéo, b: intercepto, r: fator de correlagio, c: calculado a partir da referéncia [123], MP:
metilpirazina, 25 DMP: 2,5-dimetilpirazina, 23 DMP: 2.3-dimetilpirazina, TriMP: trimetilpirazina, TetMP:
tetrametilpirazina, EtP: etilpirazina e 26 DMP: 2,6-dimetilpirazina.

Os resultados visualizados na Figura 18 e Tabela 5 mostram que o uso da
banda de emissdo 388 nm possibilita limites de detec¢cdo mais baixos e maior
sensibilidade quando comparada a linha de N em 174 nm. O limite de detec¢ao nao
foi menor somente para a metilpirazina, provavelmente devido & sua menor relagao
C : N. Como a banda de emissdo do N (388 nm) monitora a emisséc do fragmento
CN, a menor relagéo C : N desfavorece a detec¢do do composto.

A baixa detectabilidade, altos niveis de ruido e seletividade da banda de
emissdo do N 174 nm tem sido atribuida a vazamento de ar no sistema, interferéncia
da banda de emiss&o em 193 nm do C e ineficiéncia no processo de excitagdo. O
nitrogénio necessita de temperaturas altas para alcangar seu estado excitado, ent&o
é esperado uma resposta menor em sua linha atdmica (174 nm), enquanto a
formacdo de moléculas, como CN, N> e N, é favorecida quando carbono esta
disponivel [27]. Tendo em vista estes fatores, a banda de emiss&o do N 388 nm foi
escolhida para as analises das amostras (Tabela 6).
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Tabela 6: Concentragdo das alquilpirazinas nas amostras de liquor de cupuacu

submetidos & diferentes tratamentos térmicos

Concentracéo / ug g~

Ttorrag;ao tton'ac,'ao

Amostra ] MP  25DMP 26 DMP EtP 23 DMP TriMP TetMP
°C)  (min)
1,9 7.4 141
M1° 105 12 nq® ng® ng® ng® ’ ‘ ’
a a a a +.2 +0.5 +1,0
M2b 105 16 a a a a 2,0 712 16,3
n n n n
q 4 a q +3,1 +0,01 +1,7
M3® 115 12 ng’ ng® ng’ nq® ng® ng’ ng®
b 34 37 28 a 57 20,0 11,9
M4 115 16 nq
0,3 +0,1 40,2 0,3 +1,0 1,0
b . 23 1,2 a 34 111 8,1
M5 110 | 11,18 nq nq
+0,1 0,1 +0,1 +0.5 +0.8
b . 2.3 1,21 a 2,90 116 333
M6 ™Mo | 16,82 nq nq
0,1 0,0 +0.01 0.2 +2.3
b a 1.8 1,0 . 2,4 85 147
M7 103 14 nq nq
+0,2 +0,1 +0,1 +0,8 +1,3
b 30 3,5 2,0 0,59 53 15,2 14,3
M8 117 14
+0,1 +0,1 40,1 +0,03 +0,2 +1,0 +H0.6
b 25 1.3 0,32 39 11,6 13,0
M9 110 14 ng’
0.1 +0,1 +0,02 +0,2 +0,6 0.6
] 3,0 ] ] . 22 6.1 9,3
M+10 110 14 ng ng ng
+0,1 +0,1 +0,3 +0,9
M11° | 110 14 ng® ng® ng® ng® ng® ng® ng®
2.1 25 1,2 0.47 53 156 10,5
co1® 150 53
+0,1 +0.1 +2,1 +0.04 +H.,4 +1.4 +1.,0
23 27 1,3 0,5 5.9 17,8 6,9
co2¢ 150 55
+0,1 +0.1 +0.1 +0,1 +0,2 0,5 +0,1
CcOo3° 150 57 ng" ng’® nq’ ng® ng® nq® ng®

Notas: a: < limite de quantificagdo, b: torrada em ferno microondas; c: torrada em forno convencional.
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Desvios-padrao da ordem de 0,2 a 10% foram observados nas analises de
liguor de cupuagu, 0 que € aceitavel para andlises quantitativas utilizando SPME.
Estes resultados mostraram teores maiores de alquilpirazinas que os observados na
literatura para chocolate de cacau (n&o existiam dados preliminares para chocolate
de cupuacu). No chocolate de cacau foram observados teores de tetrametilpirazina (o
composto mais abundante no chocolate preto) variando entre 6 pug g™ € 12,82 ug g, de
trimetilpirazina entre 2,36 ug g” e 3,69 ng g”, de metilpirazina de 2,54 ug g', de 2.5
dimetilpirazina entre 1,43 ug g e 2,25 ng g e de 2 3-dimetilpirazina entre 2,02 ug g* e
4,43 ngg’ [50, 70, 73, 89, 124].

No nosso estudo, foi observado que nas amostras submetidas a torragdo em
forno convencional ha um decréscimo do teor das alquilpirazinas, principaimente
tetrametilpirazina com o aumento do tempo de torragdo. Este fato pode ser atribuido
a perda destes analitos durante o processo de torragdo. Segundo Maga et al. [69], a
variagdo na temperatura de torracio das amostras de cacau de 80 °C a 150 °C
mostrou gue pouca ou nenhuma alquilpirazina é formada em temperaturas inferiores
a 100 °C. Acima de 150 °C o teor de alquilpirazinas formadas durante a torracio
diminui provavelmente, devido a decomposicdo destes compostos. Usando a
temperatura de 120 °C e variando o tempo de reacgao, a formagdo de alquilpirazinas
aumenta rapidamente nas primeiras 24 h de tratamento. Apds este periodo ocorre
uma pequena diminuigao na formagao destes compostos seguida de um aumento
gradual ao final de 72 h. No caso do cacau a formagZo de alquilpirazinas é
dependente da relagcgo tempo-temperatura podendo ocorrer apos 30 min de
aguecimento a 70 °C {89].
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compostos organomercuricos por
GC-AED

3.1 Introducao

3.1.1 Mercurio: ocorréncia e ciclo biol6gico

Mercurio € um dos contaminantes mais toxicos e persistentes, apresentando-
se tanto como formas orgénicas como inorgénicas que diferem grandemente em
suas propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade, taxa de bioacumulagdo nos
organismos, etc. Dentre as espécies de mercurio no ambiente destacam-se o Hg®,
forma comum no ar, Hg** e metilmercdrio [97, 120, 125-130].

A diferenga na toxicidade das vérias espécies de mercurio faz com que seja
importante determinar todas as formas deste elemento, apés exposicdo aguda e
cronica. Como compostos organomercuricos podem ser transformados em Hg?" nos
tecidos € de grande interesse estudar os aspectos temporais de transporte e
transformagdo das varias espécies de mercurio  [117, 131-133].
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O mercurio € um elemento que ocorre naturalmente no ambiente em baixas
concentragdes devido ao desgaste natural da crosta terrestre, a atividade vulcéanica e
a evaporaggdo dos oceanos [133). Alem disto, a atividade antropogénica contribui
muito para a concentrag@o global de mercurio, sendo responsavel por emissdes da
ordem de 8000 t por ano [134, 135]. A presenca de mercurio no ambiente se deve
também & emissdo, transporte atmosférico e deposicdo [136] provenientes de
baterias, termdmetros, fungicidas, herbicidas, desinfetantes [133], produtos da
industria petrolifera {29, 137, 138], preservativos de madeira, tintas e pesticidas
[139], incineragdo de lixo, mineracéo, fabricas de papel [140], peixes e frutos do mar
e amalgama dentario [141], queimadas, carvao, antibactericidas [142], dentre outras.

Compostos organomercuricos, principalmente metifmercirio (CHsHg") e
etilmercurio (CHsCHzHg"), foram introduzidos como fungicidas no comeco do século
XX, mas apos uma série de acidentes e evidéncia de contaminagdo ambiental seu
uso na agricultura foi descontinuado. No entanto, até recentemente um composto
orgénico de mercurio (etilmercuriotiosalicilato de so6dio), principio ativo do
medicamento timerosal, era usado em vacinas infantis com propdsito antimicrobiano
[131].

O uso de mercurio inorganico e metilmerclrio em aplicagdes industriais,
agriculturais, junto com a metilagdo natural do Hg** que ocorre no ambiente tem
levado a varios episédios de poluicdo em diferentes paises {134, 143]. Devido a
estes episbdios e aos problemas associados a exposi¢do e aclumulo de mercurio no
ambiente, seu uso em uma variedade de produtos e processos industriais tem
diminuido [144].

Varias transformagdes quimicas ocorrem no ciclo do merclrio. Estes podem
ser sumarizados como: oxidag&o de mercurio metalico a mercurio divalente, reducéo
de mercurio divalente a mercurio metalico, metilagdo de mercurio inorganico e
conversdo de metilmercurio a mercurio inorganico divalente [141]. Mercurio
inorganico é transformado por processos bidticos e abidticos em ambientes
aquaticos a formas alquiladas lipofilicas neurotéxicas, as quais podem acumular nos
organismos aquaticos. Estas espécies organicas podem acumular na cadeia
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alimentar mais facilmente que as formas inorganicas, resultando em uma exposig¢éo
humana cronica [128, 133, 139, 145-149].

Zonas de encontro de &gua de mar e rio s&o locais de geracdo de mercdrio
elementar por ambos os mecanismos, bidtico e abidtico. Estas condicdes também
favorecem a metilagéo abidtica. A metilagdo abidtica contribui para uma quantidade
significativa de dimetilmercurio e metilmercurio observados em aguas com baixo teor
de oxigénio [150, 151]. Metilmercurio pode ser originario de fontes antropogénicas,
mas também espécies de mercurio inorganico podem ser biologicamente convertidos
em formas metiladas em algas, substancias himicas e bactérias. A taxa e extensao
da metilacdo de mercurio inorganico em aguas e sedimentos é afetada por fatores
como o tipo de composto de mercurio inorganico, o agente de metilacdo, a
composi¢ac quimica da &gua e do sedimento, concentragdo de oxigénio e o pH
[133].

O acimulo de metilmercurio no ambiente (bioacumulacéo e sorgdo em solos e
sedimentos) depende do teor de matéria organica dissolvida e da presenca de
ligantes como o suifeto [148, 152). Se o sedimento contendo metilmercurio & exposto
a sulfeto, o nivel de metilmercurio diminui devido & convers&o de metilmerciric a
dimetilmercurio, que é perdido para a atmosfera e transportado através de longas
distancias. A reacdo envolvida é:

2CH;Hg® + $% — (CHsHg),S — (CHs)Hg + HgS [153]

Assumindo que a maior fracdo de mercurio estd ligada a componentes
organicos, observou-se um aumento do teor de merclrio com o aumento da
quantidade de humus na camada superficial em solos [154]. Alguns estudos sugerem
que a interagdo entre mercurio inorganico e Acidos humicos do solo envolve os
grupos funcionais tiol e dissulfeto. Compostos que contém grupos tidis como a
glutationa e a cisteina forma fortes complexos com o metilmercirio. As
concentracgbes relativas de ligantes como cloreto e sulfeto em sistemas naturais
também podem ter importante implicagdo na biodisponibilidade e toxicidade do
metilmercurio [148].
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No organismo humano, em geral etilmerclrio € mais rapidamente convertido a
Hg®* do que metilmercurio. O fato da ligagéo carbono-mercurio no etilmercurio ser
menos estavel do que no metilmercurio favorece a degradacao mais rapida deste
composto. Sistemas que produzem espécies de oxigénio reativas, bem como vérios
sistemas microbianos s&o capazes de dealquilar etilmercirio. Entretanto, os
mecanismos responsaveis pela dealquilagdo de metilmercurio e etilmercdrio sio
ainda desconhecidos [131].

Metilmercurio, dimetilmercurio e Hg** sdo as espécies que mais aparecem em
amostras sélidas e liquidas em ambientes aquaticos. Metimercirio representa
menos de 10% do mercurio total em amostras de agua, mas tende a se acumular na
cadeia tropica. Ja se sabe que metimercurio é capaz de atravessar a parede celular
e acumular no sistema nervoso de mamiferos e passaros [143].

Em programas de monitoramento de poluicido marinha, mexilhdes e ostras tém
sido freglentemente usados como organismos sentinelas, nos quais os niveis de

contaminantes organicos e inorganicos séo medidos [149].

3.1.2 Meétodos para analise de

organomercluricos

Nos ultimos anos varios estudos tém reconhecido que o teor de mercurio total
fornece uma informac&o insuficiente para avaliar a toxicidade potencial do Hg, isto
porque a toxicidade deste elemento, ndo somente depende de sua concentragao,
mas também da sua forma guimica. Muitas tentativas tém no entanto, sido feitas
para analisar as formas de mercurio presentes em diferentes tipos de amostras [115,
144]. O conhecimento da concentragdo, transporte e dinamica do mercurio
inorganico, metilmercdrio, etiimercurio e outros compostos derivados do mercirio em
ecossistemas aquaticos e terrestres é necessario para prever o ciclo biolégico destes
contaminantes e o potencial impacto no homem e no ambiente [144, 154-157}.
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Devido ao fato de vérios paises limitarem o uso do merc'urio S80 necessarias
informacbes analiticas rapidas, com alta qualidade e confiangca para estabelecer as
analises destas espécies em amostras ambientais e mais precisamente os seus
niveis de poluicdo [143). No solo, por exemplo, a forma quimica do mercurio pode
dar uma indica¢&o, peio menos a curto prazo, do actimuio de mercurio no ambiente
[154]. Tendo em vista estes desafios, a especiacdo € um caminho a ser seguido. Ela
& definida como a ocorréncia de um elemento em formas identificaveis separadas
(quimica e fisica). Analises quimicas de especiacdo incluem o estudo de elementos
em diferentes estados de oxidacdo ou espécies organometalicas individuais [117,
155].

A estratégia analitica ideal para a especiacdo de elementos tOxicos no
ambiente deve ser sua determinagdo direta in sifu na amostra desejada, com um
minimo de manipulagdo e tempo e em muitos casos o uso de um detector seletivo e
sensivel. Neste sentido, um dos mais dificeis desafios da especiagdo, que é a
preservaga@o da natureza original de cada uma das espécies de interesse, deve ser
garantida [130, 155, 157]. Devido a sua pressao de vapor significativa a temperatura
ambiente, o mercurio € muito dificil de ser mantido em solucéo e pode ser facilmente
perdido durante a estocagem ou tratamento da amostra [142]. Outro problema
observado € o fato de que muitos dos compostos organometalicos presentes no
ambiente s&o polares e idnicos. Sua determinagio em amostras sélidas e liquidas
geralmente envolve vérias etapas analiticas incluindo extrago, derivatizacao,
separacéo e detecgéo, cada qual podendo contribuir para a dificuldade da andlise,
custo, diminuicdo da exatiddo e precisdo dos resultados [24, 114, 129, 133].

Se a cromatografia gasosa € selecionada como uma técnica de andlise de
organometalicos, muitas espécies de interesse necessitam ser derivatizadas para
obtenc&o de compostos volateis, termicamente estaveis e nio polares. Dentre as
técnicas utilizadas na derivatizagéo de espécies de mercurio destacam-se a geracéo
de hidretos [141, 157, 158], o uso de reagentes de Grignard, como o brometo de
pentilmagnésio [24] e o cloreto de butilmagnésio [29, 137, 153, 159, 160], a
complexagao com tropoleno [136], 2-mercaptobenzimidazol [144],
dietilditiocarbamato de sodio [24, 130, 160] e ditizona e tiouréia [161] e a alquilacdo
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com tetraalquilboratos como o tetrapropilborato de sédio [127, 129, 136, 150, 162], o
tetraetilborato de sodio [24, 147, 153, 159, 163, 164] e o tetrafenilborato de sédio [24,
131, 133].

Quando se usa a SPME para o isolamento das espécies idnicas do mercurio,
elas primeiramente devem ser convertidas em compostos neutros. Uma vez que a
SPME n&o é compativel com altas concentragSes de solvente, a etapa de
derivatizacdo deve ser realizada diretamente na fase aquosa, o que restringe a
escolha de reagentes derivatizantes a aiquilboratos [94]. Com o uso de condicbes
apropriadas na derivatizagdo com tetraalquilboratos de sodio a transferéncia dos
analitos € quantitativa e o procedimento é limpo e confortavel, o tempo de analise e
consumo de solventes organicos s&o menores, além de propiciar a alquilagéo e a
extracao em fase aquosa, simultaneamente [87, 94, 132, 134, 143, 155]. A etilagdo
com tetraetilborato de soédio produz poucos problemas, sendo possivel a anlise de
metiimercurio em concentragbes muito baixas. Além disto, o método é capaz de
detectar metiimercurio e mercurio inorganico e nao foi observada a formacdo de
dimetilmercurio durante a manipulacéo das amostras {153]. As reacbes que ocorrem

entre o tetraetilborato de sédio e espécies idnicas de Hg s&o as seguintes:

MeHg® + BEt, -» EtMeHg + BEt; [164]
EtHg" + BEt, —» EtHg + BEt;
Hg* + 2BEt, — EtHg + 2BEts

De forma similar, o tetrafenilborato de sédio, outro possivel derivatizante,
converte esses analitos em fenilmetilmercurio, etilfenilmercurio e difenilmercurio,
respectivamente. Verifica-se através das equagdes acima que o etiimercurio e o Hg**
nao podem ser distinguidos quando o tetraetilborato de sddio € usado na
derivatizacdo. Ja usando o derivatizante tetrafenilborato de sédio, € possivel
diferenciar essas espécies.

Em matrizes complexas o uso de tetraetilborato de sddio provoca algumas
interferéncias, razdo pela qual ele € usado na derivatizacdo de amostras mais
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simples como agua. A derivatizagido com tetrafenilborato de sodio é menos sensivel
a interferéncias [24]. Além disso, este derivatizante apresenta maior estabilidade e
menor custo [126].

Quando os reagentes de Grignard s@o usados na derivatizacdo, apesar da sua
versatilidade, ha formagéo de um grande ndmero de compostos que podem interferir
na analise. Além disto, a reacdo deve se processar em meio orgénico e inerte,
devido & incompatibilidade do reagente com a agua e a sua extrema sensibilidade ao
ar. Isto aumenta a manipulag@o da amostra e ocasiona perdas ou transformacdes
dos analitos de interesse [149, 160, 165].

Se a geracdo de hidretos é escolhida para a etapa de derivatizacio faz-se
necessario o uso de um excesso de boridreto de sodio, o que leva a problemas
devido a formagéo de H,. Além disto observa-se interferéncias da matriz e problemas
com a baixa estabilidade dos derivados. A possivel formagéo de HgH. proveniente
do Hg°® é outro problema do metodo, levando a observago desta espécie durante a
andlise cromatografica [149, 153, 166, 167].

Os problemas associados a determinagdo de mercdrio sdo relacionados a sua
natureza volatil, & necessidade de baixos limites de deteccdo e & necessidade de
etapas de pré-concentragéo [161]. Devido ao fato do teor de mercurio em matrizes
ambientais ser baixo e de suas propriedades toxicas serem dependentes da espécie,
métodos sensiveis e especificos sdo sempre imperativos [24, 158]. Estas técnicas
envolvem varias etapas analiticas: extracio dos analitos da matriz, pré-concentragéo
para aumentar a detectabilidade, modificagdo dos analitos por derivatizacdo e
eventual detecc@o especifica visando a transferéncia quantitativa das espécies
presentes na amostra para o sistema analitico. O acoplamento on-fine das técnicas
de separacéo com detectores sensiveis e elemento seletivos tem levado a varios
métodos de andlise hifenados. Entretanto o acoplamento entre varios instrumentos
se reflete na durag&o da andlise e no custo da instrumentagéo [87, 117, 155].

Tradicionalmente a cromatografia gasosa com deteccdo por captura de
elétrons (GC-ECD) foi amplamente usada para a determinacéo e especiacdo de
organomercuricos em muitas amostras ambientais e biolégicas [126, 132, 134, 153,

159, 163). No entanto, a GC-ECD sofre a desvantagem de ser ndo especifica, de
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necessitar de uma etapa de separagdo do mercurio inorganico e poder ocorrer a
formagdo de dimetiimercurio a partir do metilmercario durante o processamento da
amostra [153]. As técnicas hifenadas mais comumente utilizadas na determinagéo de
organomercuricos sdo a combinagdo da cromatografia gasosa com meétodos de
deteccio como a espectrometria de absorcéo atomica (AAS — Afomic Absorption
Spectrometry) {153, 160, 164, 165, 168], espectrometria de fluorescéncia atdbmica
(AFS — Atomic Fluorescence Spectrometry) [126, 147, 163, 169}, espectrometria de
fluorescéncia atdmica com atomizacéo por vapor frio (CVAFS — Cold Vapour Atomic
Fluorescence Spectrometry) (148, 157], a espectrometria de emissao atdmica com
plasma indutivamente acoplado e detecgdo por massas (ICP-MS) [94, 95, 127, 131,
136, 137, 169], espectrometria de massas (MS) [126, 129, 133, 134], espectrometria
de emissdo em plasma com atomizacdo eletrotérmica (FAPES - Furnace
Atomization Plasma Emission Spectrometry) [89], espectrometria de emisséo
atdmica com plasma induzido por microondas (MIP-AES ou AED) [24, 126, 132, 134,
139, 143, 156, 170)]. Dentre estas, GC-AED tem se mostrado bastante eficiente na
separacéo e detecgéo de analitos e tem sido uma boa alternativa a técnica GC-ICP-
MS [143]. Os beneficios do sistema de deteccdo AED s&o o alto poder de detecgao
de mercurio, a capacidade de deteccdo multielementar, a faixa dinamica de
aproximadamente cinco ordens de magnitude e a alta seletividade por elemento
[160].

A cromatografia liquida é outra técnica eventuaimente utilizada na anélise de
compostos organomercuricos tanto com deteccéo por UV-VIS usando como agente
colorimétrico e complexante o sulfonato de ditizona [145] como ICP-MS [130, 146],
espectrometria de fluorescéncia atdmica com atomizagdo por vapor frio (CVAFS)
[127, 140, 150] e fluorescéncia de raios-X com reflectancia total (TXRF) [161]. A
cromatografia liquida permite um tratamento mais facil da amostra, eliminacao da
etapa de derivatizagdo, separacdo de organomercuricos a temperatura ambiente,
injecdo de grandes volumes de amostra e automacgio [167]. No entanto, estes
métodos de cromatografia liquida séo significativamente menos sensiveis do que 0s
procedimentos de cromatografia gasosa e isto limita sua aplicagéo as amostras reais

[130]. Além das técnicas cromatogréficas s&o usadas também a espectrometria de
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absorcao atbmica com forno de quartzo (AAS) [153], a espectrometria de absorgdo
atdmica com atomizagéo por vapor frio (CVAAS) [24, 130, 153, 154], espectrometria
de absorgdo atdbmica com vaporizacdo eletrotérmica (ETVAAS — Electrothermal
Vaporization Absorption Atomic Spectrometry) [142, 144], iICP-MS [150] ICP-MS com
atomizac&o por vapor frio (CVICP-MS) [140], ICP-MS com vaporizacdo eletrotérmica
[128] e CVAFS [135, 141].

A validac&o de métodos para a andlise de organomercuricos requer o uso de
materiais de composic&o conhecida (materiais certificados), nem sempre disponiveis.
Experimentos com dopagem das amostras tém sido realizados para controle de
qualidade do método. Neste caso énfase deve ser dada aos procedimentos de
dopagem das amostras, que exercem influéncia no valor recuperado. Mesmo se a
recuperacdo de compostos dopados em uma certa matriz é total, ndo ha evidéncia
que os compostos presentes na amostra sejam extraidos com a mesma eficiéncia.
Apesar disto, o uso de experimentos de dopagem ajudam a minimizar erros [119].
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3.2 Materiais e métodos

Instrumental: Cromatdgrafo a gas HP 6890 (Agilent) com detector por emissao
atomica G2350A (Agilent). Coluna HP-1 (polidimetilsiloxano - 25 m x d; = 320 pm x dr
= 0,17 um). Agitador magnetico digital Termolyne (MIRAK). Banho termostatizado

Polystat. pHmetro Micronal B474. Holder para SPME (Supelco). Banho de ultrasom
(UNIQUE).

Materiais: Fibras de SPME recobertas com: CAR, DVB, P100 e PACR (Supelco,

Bellefonte - USA). Frascos de vidro de 4 e 16 mL com tampa de plastico e septo de
siliconefteflon (Wheaton, Milville — USA).

Reagentes: Cloreto de sddio e acetona (Synth, Rio de Janeiro - Brasil). Gases

para operagdo do GC-AED CHy, He, O, e Hz com pureza de 99,999% (White Martins,
Rio de Janeiro — Brasil). Mez:Hg, Et:Hg, PhoHg, (EtHG)CI e (MeHg)ClI (Alfa Products,
Houston - USA). Cloreto de mercurio (ll), hidréxido de potassio, hidréxido de sddio e
acido cloridrico (Merck, Rio de Janeiro — Brasil). Metanol (Tedia, Rio de Janeiro -
Brasil}, tetraetilborato de sédio e tetrafenilborato de sodio (Acros, New Jersey —
USA). Todos os reagentes com pureza superior a 98 %. Material certificado tecido de
molusco (Musse/ Tissue) 2976 (NIST, Gaithersburg - USA).

3.2.1 Otimizacdo multivariada das variaveis de
deteccdo de Hg por GC-AED

Através de um planejamento fatorial 2° foram otimizadas as pressbes de gases
reagentes do plasma O, e H; (Po2 e Pip), temperaturas da linha transferéncia (T.1) e

cavidade (Tw) € vazéo de gas make-up (Fue). Os niveis adotados no estudo foram:
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207 e 345 kPa para Poy, 69 e 138 kPa para P, 130 € 190 mL min” para Fre € 230 e 280
°C para Tea & Ti7. Todas as medidas foram feitas em triplicata com injecZo de solugdes
contendo 6 ug mL™ de dimetiimercdirio e dietiimercdrio. As demais condigées foram: Coluna
HP-1, temperatura do injetor: 260 °C: vazdo na coluna: 1,8 mL min™; razéo de
divis&o: 20:1; programag&o do forno: 45 °C (2 min) — 20 °C min™ — 105 °C , pressao
do hélio de sustentagdo do plasma: 103 kPa: presséo na cavidade do plasma: 7 kPa;
volume injetado: 0,2 uL. Monitoramento das bandas de emissao do Hgem254 nmeC
em 248 nm.

As razbdes sinal/ruido obtidas nas determinacbes de dimetilmercirio e
dietilmercurio foram definidas como resposta e os efeitos das variaveis foram
caiculados usando o programa Matlab versdo 6.0. Para refinamento dos valores étimos
de pressdo de Q2 e vazdo de gas make-up foi construida uma superficie de resposta,
através de ensaios usando os valores combinados de Po; e Fye mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de pressdo de oxigénio e vazio de make-up hélio utilizados nos
experimentos para a construgdo de uma superficie de resposta

N° experimento Press&o O (kPa) Vazéo de make-up hélio
(mL min™)
1 97 a0
2 234 82
3 97 142
4 234 142
> 165 112
6 165 154
! 262 112
8 165 70
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3.2.2 Derivatizacdo de compostos merciricos
com tetraalquilboratos de sodio seguida de
extracdo por SPME

Este estudo foi dividido em duas partes. Na primeira etapa foi otimizada a
extracdo de alquilmercaricos neutros (dimetilmercurio, dietiimercario e
difeniimercurio) por SPME. Na segunda etapa, conhecidas as condicbes para
extragdo dos dialquilmercdricos que poderdo ser formados na derivatizacédo, os
parametros deste Ultimo processo foram estudados. Nesta etapa foram usados como
compostos teste o MeHg*, o EtHg" e o Hg®, espécies idnicas de mercario
encontradas no ambiente e os reagentes derivatizantes tetraetilborato de sédio e
tetrafenilborato de sodio. Nas duas etapas foram usadas as seguintes condi¢des
cromatogréficas: Coluna HP-1, temperatura do injetor: 200 °C: vaz&o na coluna: 1.8
mL min™; injecdo sem divis&o; programagao do forno: 45 °C (2 min) — 20 °C min" —
180 °C ; temperatura da cavidade e da linha de transferéncia: 280 °C; pressao do He
de sustentag&o do plasma: 103 kPa; presséo na cavidade do plasma: 7 kPa; pressdo
Hz: 69 kPa, pressédo O, 165 kPa e vazdo de make-up: 154 mL min™.

3.2.2.1 Otimizagao da extragao de dialquilmercuricos

Em todos os ensaios desta etapa foram usados 5,0 mL de solugdo aquosa
dopada com 6 ng mL"' de dimetilmercurio, dietiimercdrio e difenilmercirio e
acondicionada em frascos de 16 mL. As extragGes foram realizadas sob agitacéo
magnetica (1200 rpm) com tempo de equilibrio amostra/headspace de 5 min.
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3.2.2.1.1 Escolha do recobrimento da fibra de SPME

Fibras de PACR, P100, CAR e DVB foram testadas em extracfes dos analitos
teste através do headspace durante 10 min. Também foram testadas extracdes
diretas com as fibras P100 e DVB por 10 min.

3.2.2.1.2 Influéncia da temperatura de dessorg¢do

Temperaturas de dessorgdo de 150 °C a 260 °C foram testadas apds extracdo
no headspace da amostra com a fibra DVB por 10 min e de 190 °C a 270 °C para as
extracdes diretas com a fibra P100 por 10 min.

3.2.2.1.3 Efeito da for¢a ibnica do meio

Para testar a influéncia da forga iénica do meio, amostras aquosas contendo
até 36 % m/v NaCl (solugcdo saturada) foram extraidas durante 10 min usando as
fibras DVB no headspace e P100 com extracéo direta.

3.2.2.1.4 Influéncia da temperatura de extracdo

Temperaturas de extragdo de 25 °C a 60 °C foram estudadas para ambas as
fibras, DVB e P100, em ambos os modos de extracé@o, headspace e direta. Foram
utiizadas 5 mL de solugdes 9 % miv e 18 % miv de NaC! para as extracdes com as
fibras DVB e P100 por 10 min, respectivamente.
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3.2.2.1.5 Tempo de extracdo

Ensaios a temperatura ambiente (25 + 3) °C foram realizados com tempos de
extrac&o variando entre 3 min e 60 min. As extragdes foram realizadas com 5 mL de
solugdes 9 % m/v e 18 % m/v de NaCl para as fibras DVB no headspace da amostra
e P100 no modo direto, respectivamente.

3.2.2.2 Otimizacdo da etapa de derivatizagio de

compostos organomercuricos

A extracéo/derivatizacdo in situ de compostos organomercuricos compreende
a etapa de derivatizagdo da amostra com tetraalquilboratos de sédio em pH
controlado (tamp&o acetato de sodio : acido acético a pH = 4,75 com solugdes 0,2
mol L), adicdo de 9 % miv de NaCl a amostra, seguida de extracéo através do
headspace da amostra a (25 + 3) °C com a fibra DVB por 15 min e dessorcéo a
200 °C. Pode-se usar também a extracdo direta a (25 £ 3) °C com a fibra P100 por
30 min, apds adicao de 18 % mfv NaCl, e dessorgéo a 230 °C.

Em todas as etapas da otimizagdo foram utilizados 1 mL de tampaoc de acetato
de sbédio : Acido acético, 0,5 mL de derivatizante (tetraetilborato de sddio ou
tetrafenilborato de sédio) e dopagem com os cloretos de etiimercdrio, metiimeredrio e
de mercdrio (I1) na concentragéo de 6 ng mL™" do. As derivatiza¢bes/extracdes foram
realizadas sob agitacac a 1200 rpm.

3.2.2.2.1 Otimizag¢do da concentracdo do derivatizante

Solugdes de tetraetilborato de sédic com concentracdes variando entre 0,25 %
e 1,00 % m/v e de tetrafenilborato de sédio entre 0,25 % e 1,60 % m/v foram usadas

nas reagbes de derivatizacdo das espécies ibnicas de mercirio por 15 min. As
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extragdes dos derivados etilicos foram realizadas com a fibra DVB no headspace da

amostra por 15 min e dos derivados fenilicos com a fibra P100 no modo direto por 30
min.

3.2.2.2.2 Influéncia da acidez do meio

Para determinar a melhor acidez do meio para a derivatizagdo das especies
de mercurio foram realizados ensaios usando amostras tamponadas (acetato de
sodio : acido acético) em pH de 3,0 a 8,0. A acidez das solugbes foi ajustada com
solugGes diluidas de HCI ou NaOH. As reagbes de derivatizacdo ocorreram durante
15 min com concentragbes dos derivatizantes tetraetilborato de sédio e
tetrafenilborato de sodio mantidos em 0,25 % e 0,50 %, respectivamente. Para
extragoes no headspace dos derivados etilicos foi utilizada a fibra DVB durante 15

min, a temperatura ambiente. Ja os derivados fenilicos foram extraidos com a fibra
P100 por 30 min.

3.2.2.2.3 Influéncia da temperatura de derivatizacao

Temperaturas de derivatizagdo entre 25 °C e 60 °C foram testadas tanto para
a derivatizagdo com solugéo 0,25 % de tetraetilborato de sodio (NaBEt,) e extragao
através do headspace com a fibra DVB por 15 min, como para a derivatizacio com
solugéo 0,50 % de tetrafenilborato de sodio (NaBPhy) e extragdo direta com a fibra
P100 por 30 min. As reagbes de derivatiza¢do ocorreram durante 15 min. A acidez

do meio foi ajustada em pH 5,0 nas derivatizacbes com NaBEt, e em pH 4,5 nas
derivatizacdes com NaBPh,.

3.2.2.2.4 Otimizacdo do tempo de derivatizacdo

Tempos de derivatizagdo entre 3 a 30 min em pH 5,0 foram testados para
reacao com NaBEt, e extracdes no headspace com a fibra DVB e em pH 4,5 para a
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derivatizaggdo com NaBPhs e extragcdo direta com a fibra P100. As

derivatizagbes/extracdes foram realizadas a temperatura ambiente (25 + 3) °C.

3.2.3 Verificacdo da exatiddo do método

utilizando material certificado

A 250 mg de tecido de molusco certificado para metifmercurio (SRM 2976)
foram adicionados 25 mL de solug&o metandlica de KOH 35 %. A amostra foi agitada
em banho de ultrasom durante 3:30 h. Apds agitacdo o extrato foi neutralizado com
acido acetico e uma aliquota de 800 pl foi usada para a analise do teor de

metilmercurio utilizando os métodos otimizados.
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3.3 Resultados e Discussio

3.3.1 Otimizacao multivariada das variaveis de
deteccdo de Hg por GC-AED

Varios autores tém demonstrado influéncias diferentes das vazbes de make-
up, pressao de oxigénio e pressédo de hidrogénio na resposta de organomercuricos.
Segundo Botana ef al. [171] e Minganti et al. [24], as influéncias da pressao de
hidrogénio e de hélio no plasma foram negativas na resposta de metilmercurio e
mercurio inorganico. Cai ef al. [126] verificaram que um aumento na pressio de
hidrogénio resulta em um aumento da sensibilidade de deteccdo de especies
feniladas de mercurio até um maximo de 138 kPa, apés o qual a sensibilidade
decresce rapidamente. Donais ef a/. [139] observaram um maximo de resposta com
0 uso de 276 kPa de hidrogénio. J& Pereiro ef al. [156] e Rodil et al. [170]
observaram uma maior estabilidade da linha de base com a pressao de hidrogénio
igual a 350 kPa. A introdugéo de grandes quantidades de hidrogénio pode levar a um
aumento na diluicgdo dos analitos no plasma, o que ocasionaria uma diminuigdo no
sinal do detector.

Neste trabalho as razbes sinalfruido obtidas nas determinagdes de
dimetilmercurio e dietiimercario foram definidas como resposta e os efeitos das
variaveis (pressdo de oxigénio, pressdo de hidrogénio, vazido de make-up,
temperatura da cavidade e da linha de transferéncia) foram calculados usando o
programa Matiab 6.0 (Tabela 8). Os efeitos da vazéo de gas make-up (Fue) e da
pressa@o de Oz (Poy) foram mais significativos, considerando a aplicagdo do teste ¢
com 95 % de confianga. O decréscimo do sinal em vazdes superiores a 250 mL min”’
pode ser atribuido aos efeitos de diluicio e resfriamento do plasma [25]. Os efeitos
das demais varidveis ndo foram representativos. A interacio entre as variaveis Teay ©

Tor foi positiva e significativa sendo fixadas em 280 °C. Temperaturas maiores da
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linha de transferéncia s&o necessérias para prevenir a condensagio dos
constituintes da amostra na coluna capilar quando s&o analisados espécies fenilicas
derivadas do mercurio, uma vez que estas possuem pontos de ebuligdo maiores que
os derivados etilicos {89, 170]. A presséo de H- foi fixada em 69 kPa.

Tabela 8: Efeitos obtidos para o dietilmerctrio utilizando um planejamento fatorial
completo 2° para otimizagdo das variaveis de deteccdo por emissdc atomica na
banda de emissdo do Hg (254 nm).

) . Estimativa dos efeitos + erro .
Fatores e interagtes Relagao teacurado
padrao

Poz -26,59 1+ 22 -12,09
Ph2 565+£272 2,57
Fhe -24,08+22 -10,95
Tep -1,82+22 -0,83
Tt -063+£22 -0.29
Poz X Py2 594+£22 -2,70
Po2 x Fre 0,98+22 0,44
Poz x Tep 478+22 2,17
Poo x Tt 569+22 2,59
Pu2 X Fre -8,63+22 -3,92
Pua x Tep 1.51+£22 0,69
Pao x Tt 390+272 1,77
Fue x Tep 046+22 -0,21
Fue x Tt 06922 -0,31
Tep X Tot 1438+22 6,54

t% = 1,4 = 2,024 (com v = 38 e a = 0,05) Onde: F..:vazao de gas make-up, Poy: pressao de O,, Prp:

pressdo de Hy, Tep: temperatura da cavidade e T, 1: temperatura de linha de transferéncia.

O refinamento dos valores de pressédo de O, e vazao de make-up hélio foi realizado

atraves da construgéo de uma superficie de resposta mostrada na Figura 19.
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3¢ 3 ¥ = 38336 - 2,49, + 133,76x,
H158  H240 #1201

Figura 19: Superficie de resposta para o dietiimercirio obtida através do
planejamento estrela usando a relac&o altura/ruido.

A estabilidade do plasma induzido por microondas € altamente dependente das
vazbes de gases usados: hélio para criar e manter o plasma, oxigénio para oxidar
compostos organicos e hidrogénio para aumentar a estabilidade da linha de base [143] A
adicdo de tragos da mistura oxigénio e hidrogénio no plasma de hélio melhora o
formato dos picos cromatograficos, removendo depositos de carbono e prevenindo a
formac&o de éxidos refratérios [126).

O parémetro mais critico em termos de condigdes de detecgéo é a vazdo de
hélio no plasma. Uma suplementacéo de hélio adicionada ao hélio proveniente da
coluna cromatogréafica antes do sistema de deteccéo, referido como gas make-up,
pode afetar a detectabilidade e o formato dos picos dos compostos de interesse
[139]. Geralmente a detectabilidade do sistema decresce rapidamente com o
aumento de Fue, devido a redugdo do tempo de residéncia das espécies no plasma
[126]. Entretanto, neste trabalho observou-se o contrario, a resposta aumenta com
Fue, tendo sido o valor 6timo dentro da faixa de vazées estudada estabelecido em
154 mL min™ (Figura 19). Fato também observado por Sanz et al. [1 43] e Minganti et
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al {24]. Nos estudos de Rodil et al. [170] a condigdo Gtima foi atingida com uma
vazéo de make-up de 140 mL min™.

A alteragdo da pressdo de O, nao afeta a resposta na faixa de valores
estudados e foi fixada em 165 kPa para minimizar a formagdo de depdsitos
carbonaceos nas paredes da cela de detecgdo e aumentar a vida util da mesma.
Segundo Botana ef al. [171], o oxigénio tem um efeito minimo na resposta obtida por
MIP-AED para as espécies de mercurio. A literatura reporta valores de pressao de O,
variando de 69 kPa {156] a 200 kPa [170).

3.3.2 Derivatizacdo de compostos merciricos
com tetraalquilboratos de sdédio seguida de
extragcao por SPME

Este estudo foi dividido em duas partes. Na primeira etapa foi otimizada a
extragdo de alquilmercuricos (dimetilmercdrio, dietilmercurio e difenilmercdrio) por
SPME. Na segunda etapa, conhecidas as condigdes para extragdo dos
dialquilmercaricos foram otimizados os parametros de derivatizacdo. Nesta etapa
foram usados como compostos teste 0 MeHg'*, o EtHg* e o Hg?, espécies idnicas de
mercurio encontradas no ambiente.

3.3.2.1 Otimizagao da extragao de dialquilmerctricos

Altas quantidades de solventes no plasma causam um distirbio no sistema pelo
resfriamento do mesmo e formacdo de depésitos carbonaceos nas paredes da cela
de deteccao. Segundo Pereiro et al. [156], a possivel solugio para o problema &

eliminar o solvente organico na etapa de preparo de amostra pela extracdo na fase
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gasosa ou aquosa, seguida de pré concentragdo em “trap” criogénico ou pelo uso da
SPME.

3.3.2.1.1 Escolha do recobrimento da fibra de SPME

Considerando a volatilidade e a polaridade dos derivados de mercuirio e dos
recobrimentos de fibra disponiveis comerciaimente foram avaliadas as fibras CAR,
PACR, P100 e DVB. Os resultados podem ser visualizados na Figura 20.
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Figura 20: Resposta de compostos organomerctiricos apds extracdo por SPME com

diferentes fibras. (a) extragcdo de headspace (b) extracéo direta.

Os dialquilmercuricos s&o melhor extraidos no headspace da amostra pelas
fioras CAR e DVB. A fibra CAR extrai cerca de dez vezes mais dimetiimercirio que a
fibra DVB. No entanto, o pico cromatografico obtido com a extragic usando esta fibra
€ assimétrico, o que dificulta sua integracéo (Figura 21). Além disto, a degradacéo
dos compostos organomercuricos durante a etapa de dessorcdo € muito mais
acentuada com o uso da fibra de CAR, mas pode ser observada também com a fibra
DVB [1171 A utilizagio de SPME para extragdo no headspace nao possibilita a
extracao de difenilmercurio devido a baixa volatilidade deste composto [89]. Assim a
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fibra DVB foi escolhida para o restante dos trabalhos em headspace devido a maior

eficiéncia de extrac&o dos dialquiimercuricos em relacéo as demais fibras testadas.
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Figura 21: Cromatogramas de alquilmerciricos submetidos a extragbes no
headspace da amostra com diferentes fibras. Picos: 1: Hg®, 2: Me;Hg e 3: EtHg.

Na extracao direta, a fibra P100 foi de duas a seis vezes mais eficiente na
extracao de dialquilmercuricos que a fibra DVB (Figura 20b); além disto foi capaz de
extrair o composto difeniimercurio (ndo visivel nos cromatogramas em extragdes
através do headspace). Fato semelhante foi observado por Rodil ef al. [170] e
Minganti et al. [24].

Sempre que possivel extragdes no headspace sao preferidas pois a
amostragem no headspace minimiza a exposigéo da fibora de SPME & matriz da
amostra, aumentando o tempo de vida atil da mesma [129]. O processamento da
amostra & mais simples e mais rapido em extracGes no headspace, uma vez gue nio
ha necessidade de separacdo de fases como na extragéo liquido-liquido [96).

91



Capftulo 3 — Determinagdo de compaostos organomercuricos por GC-AED

3.3.2.1.2 Influéncia da temperatura de dessor¢ao

A temperatura de dessor¢do deve ser suficiente para dessorver
completamente os analitos sorvidos, mas apresenta fatores limitantes como a
estabilidade destes e a resisténcia da fibra a altas temperaturas. Na analise de
compostos organomercuricos termoléabeis héa geragdo de Hg® durante o processo de
dessorcdo. Segundo a literatura, dentre as espécies de merctrio foi observada uma
maior tendéncia de decomposi¢do térmica do dietilmercurio do que etilmetilmercurio
quando sorvido em frap de carbono, tornando as vezes a quantificagao impossivel.
Este efeito € devido a combinag&o de impurezas coletadas no trap, temperatura, taxa
de aquecimento e preparo do frap [134, 162]. Alguns estudos mostram gque
dimetilmercurio decompdem em taxas mensurdveis entre 312 °C e 401 °C e em uma
press&o inicial de 2 mmHg a 90,3 mmHg para fornecer predominantemente metano e
etano. Os dados indicam que a decomposicdo térmica de dimetilmerclrio &
homogénea em recipientes empacotados e ndo-empacotados a 401 °C [172].

Quando o tipc de extracdo usada é a SPME, se ocorrer decomposicéo
térmica, a extens&o desta degradacédo é dependente do sorvente usado na extracéo
[43, 115, 118, 155]. Em vista disto, foram testadas varias temperaturas de dessorc¢éo
para as fiboras DVB e P100. Observou-se que a variacdo da temperatura de
dessorgao gera uma diferenciacdo na resposta dos derivados de mercurio (Figura
22). Os resultados mostram que a resposta diminui com 0 aumento da temperatura
de dessor¢ao para a fibra DVB, principalmente para o dietilmercurio, (Figura 22a)
indicando degradagdo destes compostos no injetor do cromatdgrafo. Este
comportamento n&o foi observado com a fibra P100 (Figura 22b), especialmente na
dessor¢do do composto dimetilmercurio que nao foi influenciada por alteragdes na
temperatura de dessorgao. Estes fatos mostram que interacdes entre o recobrimento
da fibra e os analitos tém um papel importante na decomposicdo térmica de
compostos organomercuricos extraidos por SPME. A diferenciacio nos
comportamentos observados com as fibras DVB e P100 durante o processo de

dessor¢do pode ser atribuida as diferengcas nos recobrimentos. Na fibora DVB os
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analitos adsorvidos nos sitios ativos provavelmente s&o mais lentamente
dessorvidos, favorecendo a degradagdo destes compostos ainda no recobrimento.
Em P100, por se tratar de um polimero liquido, onde 0 mecanismo de sorgéo é
particdo, os compostos s3o mais facilmente dessorvidos. Assim, foram adotadas as
temperaturas de dessorcio de 200 °C para a fibra DVB e 230 °C para a fibra P100.
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Figura 22: Variacdo da resposta dos compostos organomerciricos com a
temperatura de dessorgéo. (a) extracdo no headspace com a fibra DVB e (b)
extracao direta com a fibra P100. Onde: B: Me;Hg, ®: Et;Hg e A: PhoHg.

93



Capitulo 3 - Deferminagdo de compostos organomereuricos por GC-AED

Apesar da degradacg&o, nenhum efeito memoria foi obsefvado com o uso da
temperatura de dessorgdo de 230 °C e extragdo com P100, como verificado por
Bonvehi et al. [89]. Yang ef al. [120] observaram uma pequena decomposicao dos
derivados de mercurio quando submetidos a dessorgao a 220 °C, apds extracio
através do headspace com a fibra P100.

Segundo Cai ef al. [126] respostas maiores foram obtidas para espécies
etiladas com 0 aumento da temperatura de dessorcdo de 220 °C para 270 °C. Para
especies feniladas um aumento da resposta foi observado com a alteracdo da
temperatura de dessorcio de 220 °C para 300 °C.

Como citado anteriormente, além da alteracdo na resposta dos compostos de
mercurio estudados, a temperatura de dessorgdo influencia na degradacdo destes
compostos na fibra, com o aparecimento de um pico atribuido a mercurio metalico.
Este fato foi observado em todos os cromatogramas obtidos a diferentes
temperaturas de dessorgao, independentemente da fibra utilizada para a extragéo
(Figura 23). A analise dos cromatogramas mostra que um aumento na temperatura
de dessorgdo causa uma diminuicio da resposta de dialquilmercuricos extraidos com
a fibra DVB, que se reflete em um aumento na area do pico relativo ao Hg’.
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Figura 23: Cromatogramas obtidos a diferentes temperaturas de dessorgdo apés
extragcdo de organomercuricos por SPME. (a) extragdo no headspace com a fibra
DVB e (b) extragéo direta com a fibra P100. Onde: 1: Hg®, 2: MezHg, 3: EtzHg e 4:
PhzHg.
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3.3.2.1.3 Efeito da forg¢a i6nica do meio

Bonvehi ef al. [89] observaram um aumento de 7,5 vezes na eficiéncia de
extragdo de alquilmercdricos com a adicdo de 30 % de NaCl. Cai ef al. [134],
observaram que a eficiéncia de extragéo para espécies de mercurio extraidos com a
fibra P100 diminuiu com a adigéo de sal. O decréscimo na sorgdo pode ser atribuido
a alta concentragéo de ions cloreto o qual desfavorece a reagéo de organometalicos
com tetraetilborato de sédio [94, 134, 173].

Para testar a influéncia da forga idnica do meio, amostras aquosas contendo
quantidades diferentes de NaCl foram extraidas usando as fibras DVB no headspace
e extragdo direta com P100 (Figura 24).

Em vista da natureza dos compostos organometalicos € esperado que um
aumento na forca idnica da amostra por adicdo de um eletrdlito como NaCl aumente
a concentragdo dos analitos na fibra de SPME, devido ao aumento do coeficiente de
particdo das espécies [94, 114]. Nos nossos estudos observou-se que a resposta
diminui com a adigdo de NaCl a amostra, tanto nas extragcdes com a fibra DVB em
headspace, quanto com extragbes diretas com a fibra P100, exceto para PhoHg, cuja
extracdo ndo é influenciada pela adigdo de NaCl & amostra (Figura 24). Este
resultado sugere que o ion cloreto pode formar complexos ibnicos com Me;Hg e
Et2Hg diminuindo a disponibilidade destes compostos para a extragdo. Para PhyHg,
pode-se supor que o elevado volume dos grupos fenila dificulta a formagdo do
complexo com o cloro, j& que isto implicaria alteragdo da geometria da molécula de
linear para trigonal plana ([HgPh2CI"') com proximidade dos grupos fenila [43, 134].
Em vista destes resultados, adotaram-se as concentra¢ées de NaCl de 9% e 18 %
nas amostras para extragées com as fibras DVB e P100, respectivamente.
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Figura 24: Variagdo da resposta dos organomercuricos com a percentagem de NaCl
adicionado a amostra. (a) extragdo no headspace com a fibra DVB e (b) extracdo
direta com a fibra P100. Onde: l: MezHg, @: Et;Hg e A: PhoHg.

3.3.2.1.4 Influéncia da temperatura de extracao

O equilibrio entre a concentragéo do analito sorvido na fibra de SPME e a
concentragao do analito na solugcdo da amostra depende da solubilidade do analito

na fase aquosa (lei de Henry) e de sua afinidade pelo recobrimento da fibra de
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SPME. O aumento da temperatura aumentara a constante de Henry de compostos
organometalicos, resultando nc aumento da pressdo de vapor destes analitos. Por
outro lado, a sorgao diminuira com ¢ aumento da temperatura [87, 94]. Portanto, a
temperatura da amosira tem um impacto duplo, em temperaturas maiores o
coeficiente de difusdo na agua € maior e o tempo de extracdo é menor. O
aquecimento da amostra € recomendado para promover a liberagao dos analitos
para a fase gasosa [93, 155]. A temperatura de extrag@o tem um efeito importante no
tempo de equilibrio, principalmente na cinética e transporte de massa [155].

Neste estudo a faixa de 25 °C e 60 °C foi investigada para ambas as fibras e
condicdes. Observou-se que a eficiéncia de extracdo € maior em temperatura
ambiente (25 + 3) °C tanto para as extracdes no headspace como diretas (Figura
2%). Esta diminuig&o da eficiéncia de extragdo com o aumento da temperatura € mais
pronunciada para o dietilmercurio, sobretudo para extracdes através do headspace.

Segundo Mothes ef al. {174], o aumento da temperatura de extracéo de 25 °C
para 50 °C reduziu a resposta de dimetilmercurio e dietimercurio extraidos com a
fibra P100, em cerca de 50%. Grimberg ef al. [117] também observaram a diminuigao
na eficiéncia de extracdo para derivados de mercurio, com o0 aumento da
temperatura até 80 °C e extraco com a fibra P100. Este comportamento também foi
observado nas anédlises de compostos organoestanicos e compostos organicos de
chumbo, onde um aumento da temperatura de 25 °C para 75 °C ocasionou um
decréscimo na eficiéncia de extracdo da fibra em torno de 48 % [93].
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Figura 25: Variagdo da resposta dos organomercuricos com a temperatura de
extracd@o. (a) extrag@o no headspace da amostra com a fibra DVB e (b) extracdo
direta com a fibra P100. Onde: l: Me;Hg, @: EtoHg e A: PhaHg.

3.3.2.1.5 Tempo de extracdo

Um dos mais importantes parametros de caracterizacio na extragéo por
SPME é o tempo de equilibrio fibrafanalitc. A SPME é bastante influenciada pelo
tempo de sorgdo dos analitos e também pela volatilidade dos mesmos. O tempo de
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extragdo otimo depende do coeficiente de particdo do analito e da agitacdo da
amostra e é usualmente menor para extragdes no headspace [87, 152]. No equilibrio,
variagcbes no tempo de extracdo ndo afetam a quantidade de analito extraido pela
fibra [87, 115, 118].

Organometalicos derivatizados s&o volateis e apolares e tém uma afinidade
maior pelo recobrimento da fibra do que pela matriz polar. Uma vez que a difuséo
dos analitos atraves do headspace é mais rapida, é esperado que o equilibrio entre a
fibra, 0 headspace e a amostra seja rapidamente atingido. Quanto menos volatil & o
composto, menor é sua concentragio no headspace [94, 95, 134]. Uma vantagem da
extracdo no headspace sobre a extracao direta € que compostos levemente volateis
ou componentes n&o-volateis da matriz ndo sdo amostrados e portanto ndo sao
inseridos na coluna capilar [95, 96].

Neste experimento a andlise de compostos organomercuricos foram
realizadas extragdes entre tempos de 3 min e 60 min, para as fibras DVB e P100 no
modo headspace e direto, respectivamente (Figura 26).

Neste estudo, foi observado que com o uso da fibra DVB o equilibrio &
rapidamente atingido (15 min), devido & aita volatilidade destes compostos e a sua
rapida difusdo na fase vapor, como observado por Smaele et al. na extragdo de
metilmercurio [97). Ja com a fibra P100 sdo necessarios 30 min para que o equilibrio
seja atingido, como observado por Grimberg ef al. [175] e Carro ef af. [155]. As
diferencas nas respostas obtidas nas extragdes através do headspace e direta séo
explicadas pelas diferengas cinéticas dos processos de particio e absorcdo das
fibras DVB e P100, respectivamente [94].
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Figura 26: Perfis de extracdo de compostos organomercuricos. {a) extragio no
headspace com a fibra DVB e (b) extracdo direta com a fibra P100. Onde: Il: Me,Hg,
®: Et:Hg e A PhaHg.

Com base nos experimentos realizados para a extragdo de organomercuricos
tem-se gque a extracdo através do headspace deve ser realizada com a fibra DVB por
15 min, a 25 °C, com a adigdo de 9% de NaCl e dessor¢do a 200 °C. Ja a extracio
direta com a fibra P100 deve ser realizada a 25 °C durante 30 min, com adi¢io de 18
% de NaCl e dessorcao a 230 °C.
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3.3.2.2 Otimizagdo da etapa de derivatizacdo de

compostos organomercuricos

A extracao/derivatizaco in sity de compostos organomercuricos compreende
a etapa de derivatizacdo da amostra com tetraalquilboratos de soédio em pH
controlado (adigdo de tampao acetato de sédiofacido acético), adicdo de 9% de NaCl
a amostra, seguida de extragao no headspace da amostra a 25 °C com a fibra DVB
por 15 min e dessorgéo a 200 °C. Pode-se usar também a extracdo direta a 25 °C
com a fibra P100 por 30 min, apds adigdo de 18% NaCl, e dessorcdo a 230 °C. A
adic&o de sal é feita apds o processo de derivatizacdo devido a interferéncia dos ions
cloreto nas derivatizagbes de compostos de Hg e Sn com tetraetilborato de sadio
[101].

Os principais parametros a serem otimizados na derivatizacdo de
alquilmercuricos com tetraetilborato de soédio e tetrafenilborato de sodio (pH,

temperatura da reag&o, tempo de reagdo e concentragéo do reagente derivatizante)
foram estudados.

3.3.2.2.1 Otimizagéo da concentracio do derivatizante

A eficiéncia de extragdo de organometalicos por SPME pode ser influenciada
por um grande numero de fatores, incluindo a temperatura de extragdo, o tempo de
extracdo, o pH da solugdo e a concentragcdo do reagente derivatizante [129].
Geralmente, as reagdes de alquilagido podem ser realizadas em uma ampla faixa de
concentracao de derivatizante, mas o uso de concentragdes maiores que 2% pode
levar & degradacdo do recobrimento da fibora de SPME durante o processo de
extracdo [87, 115]. Os resultados obtidos com a variagdo da concentracdo do
agentes derivatizantes na derivatizagio/extragdo de alquilmercuricos sdo mostrados
na Figura 27.
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Figura 27: Efeito da concentracdo de derivatizante na resposta de alquilmercuricos

(a) derivatizagdo com NaBEtl, e extracdo com fibra DVB e (b) derivatizagdo com
NaBPh4 e extragdo com fibra P100.

Observa-se uma tendéncia de queda na quantidade extraida de
organomercuricos com um aumento da concentragdo de derivatizante,
especialmente quando o NaBEL, é usado. Para NaBEt,s, a concentracio 6tima obtida
foi 0,25% (Figura 27a). Ja para o NaBPh, as melhores respostas ficaram entre 0,25
% e 0,50 %, sendo esta ultima adotada nas analises subseqlentes. A literatura tem

indicado valores de concentracio de NaBEt, bastante baixos, chegando a solugbes
0,1 % [143, 153, 171].
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Botana et al. observaram que as dreas dos picos de compostos etilados néo
foram afetadas pela concentragdo do reagente derivatizante. Entretanto a
estabilidade da linha de base cromatografica, na linha do merctrio, foi perturbada
pelo uso de um excesso de borato. Quanto mais reagente é utilizado durante a etapa
de derivatizacéo, mais elevado é o nivel de ruido [164, 171]. Segundo Tseng et al.
[164], o nivel de interferéncia na analise de dietilmercurio também esta relacionada a
quantidade de tetraetilborato de sodio usado na reagdo de derivatizacdo. Os
resultados mostraram que o sinal atribuido ao mercurio metalico é menor quanto
menor for a quantidade de tetraetilborato de sodio utilizada [164].

Além da influéncia na estabilidade da linha de base do cromatograma, alguns
trabalhos tém demonstrado a formagéo de metilmercurio, devido a impurezas no
reagente tetraetilborato de sédio [164] e também o aparecimento de um pico
referente ao mercuario metalico nos cromatogramas obtidos apés extracio por SPME,
atribuido ao uso de tetraalquilboratos de sédio. Como ja verificado este sinal é
proveniente da decomposi¢do térmica das espécies derivadas do mercurio no injetor
aquecido. Ela e observada independentemente do agente derivatizante utilizado e a
intensidade de resposta aumenta com o aumento da temperatura do injetor. A
presenca deste pico ndo compromete a exatiddo do método porque uma fragio de
massa constante das espécies derivatizadas € decomposta levando sempre a
mesma perda de resposta [175-177]. Segundo Grimberg ef al. [175], a intensidade do
pico do mercurio metalico € relativamente maior apds a reacéo para fenilagio das
especies de mercurio, devido a necessidade do uso de uma maior temperatura da
linha de transferéncia. No nosso trabalho, os cromatogramas obtidos com diferentes
concentragbes de derivatizante mostram que a formacédo de Hg” é dependente da
concentragdo do derivatizante. Em geral, em concentragcbes menores de agente
derivatizante o sinal atribuido ac Hg® é menor, sem prejuizo dos demais sinais
analiticos (Figura 28).
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Figura 28: Cromatogramas obtidos com diferentes concentragbes de agente

derivatizante. (a) derivatizac&io com NaBEts4 e extragio no headspace com a fibra

DVB e (b) derivatizagdo com NaBPh, e extragéo direta com a fibra P100. Onde: 1:
Hg®, 2: EtMeHg, 3: Et;Hg, 4: PhMeHg, 5: EtPhHg e 6: PhoHg.
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3.3.2.2.2 Influéncia da acidez do meio

A acidez e a salinidade do meio sdo importantes fatores, que influenciam no
somente a derivatizagdo, mas também as caracteristicas de sorcéo dos analitos. O
ajuste da acidez da amostra aumenta a detectabilidade do método para analitos
acidos e basicos. Pelo ajuste adequado da acidez do meio, acidos e bases fracas
podem ser convertidas a formas neutras com extragac mais eficiente pela fibra de
SPME. Entretanto, neste caso a acidez do meio somente influencia o procedimento
de derivatizagéo [93, 114, 115, 155).

A alquilagdo de compostos organometdlicos com tetraalquilboratos de sddio é
conhecida por ser fortemente dependente da acidez do meio. Para determinar a
melhor acidez do meio para as reagdes de derivatizagéo foram feitos ensaios usando
amostras tamponadas (acetato de sédio : acido acético) em pH de 3,0 a 8,0 (Figura
29).

Para NaBEt4, 0 melhor pH para derivatizagdo é 5,0. Os resultados obtidos com
a variagdo do pH mostraram que nenhum efeito significativo pode ser atribuido a este
parametro durante a etapa de etilagdo, a partir do pH 5,0, concordando com o
observado por Tseng et al. [164]. Na derivatizacdo com NaBPh, verifica-se uma
dispers&o de dados maior, mas o rendimento parece ser constante a partir de pH 4,5,
tendo sido este adotado nos ensaios posteriores. Na analise no headspace de
espécies etiladas muitos trabalhos tém mostrado que uma eficiéncia de extracdo
maior é alcangada com pH 5,3 [96] ou pH 5,0 com a fibra P100 [115, 156, 171].
Segundo a literatura, na derivatizagéo com tetrafenilborato de sédio o pH pode variar
na faixa de 2 a 6, sendo este reagente mais robusto que o tetraetilborato de sédio,
que deve ser usado em pH por volta de 5,0 [87, 93, 156]. O pH da solugéoc para a
extracéo de espécies propiladas de merctrio pode variar de 4 a 7 [129]. Quando a

geragao de hidretos é utilizada na analise do metilmercurio o pH étimo deve ser 4,0
[153].
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Figura 29: Variacdo da resposta de organomerclricos submetidos a
derivatizagao/extracdo em diferentes valores de acidez do meio. (a) derivatizagdo
com NaBEts e extragdo no headspace com a fibra DVB e (b) derivatizagdo com

NaBPh, e extracio direta com a fibra P100.

Segundo Tseng et al. [164), a transformago de espécies de mercurio durante
a etapa de etilagao é significativamente afetada pela combinagio dos efeitos de pH e
quantidade de tetraetilborato de sodio. Uma transformagdo significativa de
metilmercurio em mercurio metalico e inorganico durante o processo de etilagdo foi
reportado em solugdes contendo haletos. Segundo Rodi! et a/. [170], o procedimento
de derivatizacdo de mercurio inorganico com tetrafenitborato de sédio requer mais

107



Capitulo 3 — Determinagdo de compostos organomerciricos por GC-AED

estudos a respeito de possiveis compostos formados durante o pré-tratamento
quimico da amostra.

Estudos tém demonstrado que o grau de transformacdo de Hg** a Hg® esta
relacionado a acidez da solugdo na etapa de etilagdo. Em valores mais baixos de pH
ocorre formagdo de mercurio metalico. Em valores de pH menores que 2,0 a
derivatizacao das espécies de mercurioc sera menor pela rapida decomposigdo do
agente de etilagcdo. Entretanto, para maximizar a geracao de derivados de mercuric e
minimizar a formacg&o de mercurio metalico, o pH 6timo deve ser observado.

A acidez da amostra tem um efeito significativo na formacao de Hg° (Figura
30). Tanto na derivatizagdo com tetraetilborato de s6dio quanto na derivatizagdo com
tetrafeniiborato de sédio, observa-se uma maior intensidade do sinal atribuido ao Hg0
em valores de pH 3,0 e acima de 6,0. Este fato indica que apesar da acidez nao
influenciar a resposta dos derivados fenilicos e etilicos do mercurio a partir de pH 4,5
e 5,0, respectivamente, ele altera a formagdo de Hg® durante o processo de
extrac&o/dessorcdo com a fibra de SPME, independentemente do recobrimento
utilizado, P100 ou DVB.
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Figura 30: Cromatogramas obtidos apds reacdo de derivatizacdo em diferentes
valores de acidez do meio. (a) derivatizacio com NaBEt, e extracdo no headspace
com a fibra DVB e (b) derivatizacdo com NaBPh, e extrac&o direta com a fibra P100.
Onde: 1: Hg®, 2: EtMeHg, 3: Et,Hg, 4: PhMeHg, 5: EtPhHg e 6: PhoHg.
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3.3.2.2.3 Influéncia da temperatura de derivatiza¢cdo

A temperatura pode influenciar tanto as reagbes de derivatizagdo quanto as
extragdes de compostos. Para aplicagdes onde a etapa de extragdo é acoplada &
reacdo de derivatizagdo, como & o caso das andlises de espécies idnicas
organometalicas, a situagdo € mais compiexa, uma vez que em muitos casos as
duas etapas, derivatizagdo e extracdo, mostram dependéncias diferentes com a
temperatura [94]. A temperatura afeta a cinética dos processos de derivatizacao e
extragdo, incluindo a reacdo de derivatizacdo, a distribuicdo dos analitos entre as
fases liquida e gasosa e a partigéo/difusdo dos analitos no recobrimento da fibra [92,
115].

Para verificar a dependéncia das reacbes de derivatizagdo de espécies de
mercurio com a temperatura, foram realizados experimentos em temperaturas de 25
°C a 60 °C (Figura 31). Os melhores resuitados foram obtidos com reacdes
realizadas & temperatura ambiente (25 + 3) °C para ambos os derivatizantes,
portanto esta foi a temperatura adotada nas etapas seguintes. De acordo com Cai et
al. [134], temperaturas de extragdo de até 50 °C n3o provocam aumento na
quantidade exiraida de analitos com a fibra P100. Segundo Crnoja et af. [94],
temperaturas de derivatizagdo maiores (60 °C) proporcionam uma diminuicio na
eficiéncia de extragdo de espécies etiladas e fenilicas, provavelmente devido 3
decomposicao do reagente derivatizante.
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Figura 31: Efeito da temperatura de derivatizagéo na determinagdo de compostos
organomercuricos (a) derivatizagdo com NaBEtl, e extragdo no headspace com a
fibra DVB e (b) derivatizagdo com NaBPh, e extragdo direta com a fibra P100.

3.3.2.2.4 Otimizag¢ao do tempo de derivatizacao

O processo de derivatizagéo pode aumentar significativamente a particdo dos
analitos entre o recobrimento da fibra e a matriz da amostra, influenciando o tempo
de formacdo das espécies de interesse [134]. Os resultados obtidos com diferentes
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tempos de derivatizacgdo de compostos mercuricos s&o mostrados na Figura 32.
Tanto a reagdo com o tetraetilborato de sodio como com o tetrafenilborato de sédio é
bastante rapida, 3 min e 5 min, respectivamente. Tempos de reacdo maiores
ocasionaram uma menor resposta dos analitos, provavelmente devido a sua perda,

especialmente para derivados etilados.
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Figura 32: Estudo da influéncia do tempo de reagdo de derivatizacdo na
determinacdo de compostos organomercuricos. (a) derivatizagdo com NaBEt; e
extracido no headspace com a fibra DVB e (b) derivatizacdo com NaBPh, e extragdo
direta com a fibra P100.
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Os resultados mostraram que as melhores condicbes para determinacgio
simuitanea de compostos organomerclricos no headspace da amostra e
derivatizagdo com solugdo 0,25% de tetraetilborato de sédio sdo: pH 5,0 (tampéo
acetato de sodio : acido acético) a 25 °C por 3 min, adicido de 9% de NaCl seguida
de exiragdo com a fibra DVB por 15 min e dessorgéo a 200 °C. Ja a derivatizagao
com solugao com NaBPhs 0,50 % deve ser realizada a pH 4,5 (tamp&o acetato de
sodio : acido acético) por 5 min, seguida de extragdo direta com a fibra P100 a 25 °C
por 30 min e dessorgéo a 230 °C.

A literatura indica em alguns casos, uma baixa repetibilidade nas extracoes
diretas por SPME realizados com a adigdo de NaCl, devido a sorgao de haletos na
fibra e conseqlente dessorgéo no injetor [101]. Isto n&o foi observado neste trabalho.
Os métodos otimizados apresentaram uma boa repetitividade com desvios padrao
relativo entre 2 e 8 %. Além disto a presenca de NaCl e tetrafenilborato de sédio nas
extragGes diretas ndo comprometeu a vida Util da fibra P100.

Exemplos de cromatogramas obtidos apds derivatizagdo/extracdo nas
condigbes otimizadas s&o apresentados nas Figura 33 e 33. Os cromatogramas
mostram a boa detectabilidade do sistema GC-AED para derivados etilicos e
fenilicos, com baixo nivel de ruido, apesar da baixa concentracdo utilizada no
procedimento.
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Figura 33: Cromatograma obtido na banda de emissdo do Hg (254 nm) apés
derivatizacdo de MeHg" e EtHg" com NaBEt, e extragdo no headspace com a fibra
DVB. Onde: 1: EtMeHg e 2: Et,Hg. Dopagem com solucdo 6 ng mL™".
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Figura 34: Cromatograma obtido na banda de emiss&o do Hg (254 nm) apds
derivatizacdo de Hg®*, MeHg" e EtHg* com NaBPhs e extracio direta com a fibra
P100. Onde: 1: PhMeHg, 2: EtPhHg e 3: PhoHg. Dopagem com solugdo 6 ng mL™".

114



Capitulo 3 — Determina¢do de compostos organomercuricos por GC-AED

A andlise dos resultados dos dois métodos otimizados: derivatizacdo com
NaBEL, e extracdo no headspace com a fibra DVB e derivatizacdo com NaBPH,
seguido de extracéo direta com a fibra P100, mostra que ambos podem ser utilizados
em andlises de amostras ambientais e biologicas, devido & alta detectabilidade
obtida no sistema GC-AED. No entanto, eles possuem algumas particularidades. A
derivatizag&o com NaBEt, é prejudicada pela instabilidade do reagente, que deve ser
preparado a cada dia. Além disto, o NaBEt, é bastante higroscépico dificultando o
preparo da solucdo derivatizante e é cerca de 15 vezes mais caro que o NaBPH.,.
Outro fato observado é a impossibilidade de determinacéo conjunta de mercurio
inorganico e etilmercurio. Apesar destas desvantagens o NaBEt, permite as analises
no headspace com alta detectabilidade das espécies etiladas, o que favorece a
analise de amostras muito sujas. O uso do NaBPH, oferece as vantagens de analise
conjunta de mercurio inorgéanico e etilmercurio, o baixo custo do reagente e a
facilidade de manipulagdo, menor sensibilidade & agua, oxigénio e luz [87, 126, 149].
No que tange a extracdo por SPME, verifica-se uma maior detectabilidade para 0
derivado de metilmercurio com a fibra DVB, apesar de ocorrer maior degradacgao dos
analitos durante o processo de dessorcdo. A escolha de um dos métodos para a
analise de organomercuricos vai depender de fatores como custo, tempo de andlise
e caracteristicas da amostra. Se for priorizado o custo da andlise, a escoiha tendera
para a derivatizacdo com NaBPH,4 e extracdo com a fibra P100. Se o tempo de
analise for a peca chave, entdo a derivatizacdo com NaBEt, e extragdo com a fibra
DVB sera escolhida. Se na amostra de interesse contiver as especies mercurio
inorgénico e etilmercurio e a especiacdo se fizer necesséria, a derivatizagdo com
NaBPH; devera ser utilizada. Se somente uma das duas espécies estiver presente
na amostra, o NaBEts podera ser usado. Independentemente do método escolhido
para a analise € de importancia primordial o controle do pH e da concentragdo de
derivatizante, que como mostraram os resultados obtidos neste estudo influenciam a
formagdo de Hg® durante o processo de dessorcdo das amostras.
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3.3.3 Verificagcdo da exatiddo do método com
material certificado

No presente trabalho foi utilizado tecido de molusco para verificar a exatidao
dos métodos aqui propostos para a determinacdo de organomercuricos. A utilizacdo
de materiais certificados na validagdo do metodo possibilita a determinacdo de
parametros como o limite de detecgdo, a repetibilidade, a precisao, a exatidao, enfre
outros. A quantificaga@o foi realizada através de curvas analiticas obtidas por adicao
padrado. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9: Parametros de validacd@o obtidos para o MeHg" utilizando a derivatizacéo
com NaBEt4 e extracdo atraveés do headspace com a fibra DVB

Valor certificado SRM
Parametros Valor encontrado
2976
Conc. MeHg* (ng g™) 27,8 (+1,1) 27,0 (+1,3)

LD (pg g™) ——— 2,0

r _— 0,9999

a _— 0,602

b ——— 33,8

Os resultados obtidos com o uso do material certificado SRM 2976 mostram
uma concordancia entre os valores de concentragido de metilmercurio certificado e
encontrado. Além disto, um limite de deteccdo baixo foi encontrado. Segundo Ipolyi
et al. [133] a quantidade de mercurio total maxima permitida em frutos do mar é 0,5
ug g' de massa. Etilmercirio ndo tem sido observado em amostras de animais

marinhos e de aguas frescas [89]. Alimentos de origem marinha séo caracterizados
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lipofilicas elas podem estar ligadas a esta fase, diminuindo assim sua concentraco,
especialmente no headspace da amostra [87, 147]. Pela concordancia dos
resultados obtidos com o valor certificado verifica-se que este fato ndo foi observado.
A digestao alcalina ndo foi apropriada ao uso de tetrafenilborato de sodio como
agente derivatizante. A adigcéo deste derivatizante ao extrato de material certificado
produziu um sélido branco, possivelmente tetrafenilborato de potassio, fazendo com
que a extracéo direta se tornasse invidvel. A utilizacdo de outros métodos de
extragcao como a digestéo acida, destilagdo ou a extracdo assistida por microondas
eliminaria este problema. Entretanto, trabalhos na literatura t&8m mostrado que ocorre
formag&o de metilmercurio e outros artefatos durante o processo de digestéo acida e
destilagdo, sendo esta formacdo de metilmercdrio menor nas técnicas de destilacao.
A formac&o de artefatos € influenciada também pelo tipo de matriz [127, 133, 135,
164]. Em amostras de tecido biolégico (amostras de frutos do mar) n&o foi observada
a formacéo acidental durante os procedimentos de destilagdo [157, 163].
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CONCLUSOES

O sistema GC-AED possui grande aplicabilidade, mas deve ser otimizado para
cada conjunto de linhas de emiss&o, pois sofre influéncia da press&o de gases como
hélio, metano, oxigénio e hidrogénio. Os estudos com compostos nitrogenados
mostraram a aplicabilidade do sistema a calibragéo independente de composto para
injegoes liquidas de compostos, quando sdo monitoradas as linhas de emissao do C
(193 nm) e N (174 nm). Ja as respostas obtidas na banda de emissao do N (388 nm)
sofrem influéncia da razdo C : N de cada molécula.

As analises das amostras de liquor de cupuagu mostraram que a combinagao
SPME-GC-AED ¢ apropriada para a determinagdo de compostos nitrogenados em
amostras complexas. A versatilidade da detecgdo por emissdo atémica permite
analises confidveis, ja que sua deteccdo elemento-seletiva facilita a identificacéo e
quantificag&o de alquilpirazinas. Apesar dos problemas inerentes ao monitoramento
da emisséo de N (174 nm) que esta sujeito & interferéncia do proprio ar atmosférico,
ela mostrou-se eficiente em muitos casos. No entanto, a banda de emissdo de N em
388 nm apresenta melhor resposta que a emissdo em 174 nm, com boa precisao,
linearidade e menores limites de deteccdo para todos os compostos nitrogenados
estudados. As desvantagens desta banda de emissdo sdo a dificuldade de
estabilizagéo da resposta e o maior consumo de gases reagentes. As andlises de
liquor de cupuagu por SPME-GC-AED mostraram niveis de alquilpirazinas maiores
que os ja encontrados em chocolate e liquor de cacau.
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A complexidade do funcionamento do sistema GC-AED demanda otimizacdo
quimiométrica de parémetros operacionais, como as pressdes de gases e as
temperaturas da cavidade e da linha de transferéncia, como demonstrado nas
analises de compostos organomercuricos. O planejamento fatorial aliado ao
planejamento estrela utilizados na otimizag@o dos parémetros de deteccéo forneceu
0s valores otimos para os parametros estudados, bem como mostrou a influéncia das
variaveis que afetam a deteccio de compostos organomercuricos. Através destes
estudos verificou-se que na faixa estudada, apenas a vazdo de make-up hélio
influencia a resposta de compostos organomercuricos.

A ofimizagdo em separado das etapas de derivatizagdo in situ e da extragdo por
SPME de compostos derivados do mercUrio possibilitou o esclarecimento antes da
deteccdo da influéncia de par&metros como pH, temperaturas de derivatizagéo e
extrac&o e recobrimento da fibra de SPME. Tanto o NaBEts como o NaBPh, foram
efetivos na derivatizagdo de compostos idnicos de mercurio. Entretanto, cada um
possui suas particularidades e sua aplicacio em separado. O uso de NaBEt, foi
adequado para andlises em modo headspace com a fibra DVB. Ja o uso do NaBPh,
possibilita a diferenciagéo entre etilmercurio e Hg®*, duas espécies importantes no
ciclo ambiental do mercurio, mas deve ser realizada no modo direto. Independente
do agente derivatizante utifizado, as variaveis pH e concentragdo do agente
derivatizante devem ser ajustadas, pois elas influenciam o processo de

decomposicao das espécies de mercurio no injetor do cromatografo.
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