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Resumo

Resumo

O presente trabalho propde a automatizacdo e otimizacdo da microextracao
em fase sélida (SPME), seguida de dessorgdo térmica e andlise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Com o objetivo da identificagao
de acidos volateis foram selecionados para o estudo o acido acético, propandico e
butandico no sentido de avaliar o desempenho desta metodologia em matrizes

aquosas.

Numa primeira fase estudou-se o comportamento dos acidos em fase gasosa
através da andlise por GC-MS, onde se procedeu a sua identificacdo através do tempo

de retencao e dos espectros de massa.

Posteriormente foi realizada a otimizacdo dos parametros que influenciam a
extracdo, nomeadamente, o tipo de revestimento de fibra, condi¢cdes de dessorcao,
tempo, temperatura de extracdo e o volume de headspace. Sob condicoes
experimentais otimizadas, os ensaios de extracdo foram realizados no modo
headspace, as solugdes de trabalho foram saturadas com NaCl e o pH ajustado a 1,5. O
revestimento de fibra utilizado foi CAR-PDMS, a extracdo decorreu durante 20 min, a
uma velocidade de agitacdo de 600 rpm e a uma temperatura de 60°C. A dessorcao foi
realizada a 250°C durante 5 min. Os ensaios foram realizados em frascos de

amostragem de 20 mL tendo as solugdes de trabalho um volume total de 2,5 mL.

Nos estudos de validacdo foi obtida boa linearidade (r* > 0,9914) numa gama
compreendida entre 1 e 9 ug/mL e limites de detegdo inferiores a 1 ug/mL. Os valores

de RSD encontravam-se entre 4,8 % e 7,7 %.

Na aplicacdo da metodologia a amostras reais, nomeadamente a amostras de
aguas intersticiais extraidas de sedimentos marinhos provenientes de vulcdes de lama
existentes na margem Sul-Oeste Portuguesa e na margem Pacifica da Costa Rica, ndo

foi detetada a presenca de nenhum dos acidos em estudo.
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Abstract

Abstract

This paper proposes the automation and optimization of solid-phase
microextraction (SPME) followed by thermal desorption and analysis by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). With the goal of identifying volatile fatty
acids, for the study were selected acetic, propanoic and butanoic acids, to assess the

performance of this methodology in aqueous matrices.

In the first phase it was studied the behavior of acids in the gas phase by GC-MS,
which was carried through to the identification through retention time and mass

spectra.

Later it was performed the optimization of parameters influencing the
extraction, namely, the type of fiber coating, desorption conditions, time and
extraction temperature and the volume of headspace. Under optimized experimental
conditions, extraction tests were carried in headspace mode, working solutions were
saturated with NaCl and the pH adjusted to 1.5. The used coated fiber was CAR-PDMS,
the extraction took place for 20 min at a stirring rate of 600 rpm and a temperature of
60°C. Desorption was performed at 250°C for 5 min. Tests were performed in vials of

20 ml of sample solutions, having a total volume of 2.5 mL.

In validation studies, good linearity (r’ > 0.9914) was obtained in the range
between 1 and 9 ug/mL and the lower limits of 1 ug/mL detection. RSD values were

between 4.8% and 7.7%.

When applying the method to real samples, namely samples taken from
interstitial waters of marine sediments from mud volcanoes existing in Southwest
Portuguese coast and the Pacific Coast of Costa Rica, was not detected the presence of

any of the acids under study.
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Introducao

1.1 Procedimento analitico

A qualidade de qualquer procedimento analitico é determinada pela qualidade
das suas etapas. De um modo geral, o processo analitico envolve amostragem,
armazenamento, prepara¢ao da amostra, separac¢do, identificacdo, quantificacdo e
tratamento estatistico dos resultados. Se qualquer uma das etapas ndo for realizada
corretamente, o desempenho global do método serd comprometido, serao

introduzidos erros e, consequentemente, a variabilidade dos resultados sera esperada

[1].

1.2 Técnicas de prepara¢ao de amostra

A etapa de preparagao de amostra contempla essencialmente a extragdo ou
enriquecimento dos analitos da matriz, limpeza, concentragdao e, em certos casos,
derivatizacdo, podendo estes procedimentos envolver cerca de 80% do tempo

analitico despendido.

O principal objetivo dos métodos de preparacdo de amostras é transferir os
analitos com interesse da matriz original, para uma forma mais adequada a sua
introducdo na instrumentacao cromatografica, podendo a analise ser direta, no caso
de estarmos em presenca de teores significativos, ou com recurso a estratégias para o

enriquecimento de tragos vestigiais, no sentido de ganho de sensibilidade.

As técnicas de preparacao de amostras baseadas na extra¢do sortiva tém
despertado grande interesse, uma vez que se tém revelado muito promissoras,

“amigas do ambiente” e integradas na designada “quimica verde”.

A extracdo sortiva é por natureza um fendmeno de equilibrio, no qual o
processo de enriquecimento é controlado pelo coeficiente de particdo dos analitos
entre a fase polimérica e a matriz da amostra. Sdo exemplos deste tipo de técnicas a

extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE) e a microextracdo em fase sélida (SPME)

[2].
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A SBSE é uma técnica de extracdo proposta em 1999 por P. Sandra e seus
colaboradores. Consiste numa barra de agitacao, constituida por um magnete envolto
numa fina pelicula de vidro revestido por um filme em polidimetilsiioxano (PDMS).
Quando colocada na amostra sob agitacao, promove o movimento de rotagdo da
matriz liquida e simultaneamente a extracdo dos analitos para a camada polimérica

(figural.1) [3].

J’ Barra magnética
Vidro

Figura 1.1 - Representagdo esquematica de um frasco de amostragem com uma barra de
agitacdo de PDMS usada na SBSE. [Adaptado de [4]].

1.2.1 Microextracdao em fase sélida (SPME)

A SPME foi introduzida no inicio da década de 90 por J. Pawliszyn e seus
colaboradores e baseia-se na sor¢do dos analitos presentes numa matriz aquosa, para
uma fina fibra de silica fundida revestida por uma camada polimérica. Esta fibra

encontra-se colocada num dispositivo com a forma de uma seringa [2].

As etapas operacionais da SPME sdo muito simples. Com a fibra retraida a
agulha perfura o septo do frasco de amostragem, de seguida o émbolo do dispositivo é
pressionado e a fibra é exposta diretamente na matriz da amostra (DI-SPME) ou no
espaco cabeca (headspace, HS-SPME) acima da mesma. Ai os analitos da amostra
através de um processo de sorcdo aderem a fibra, dando-se a extracdo. A fibra é
retraida para o inferior da seringa e a agulha é removida do frasco de amostragem.

Posteriormente a agulha entra no injetor do sistema cromatografico onde a fibra é
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exposta e, por acdo da temperatura, ocorre a dessorcdo dos analitos [5, 6]. As etapas

descritas podem ser observadas na figura 1.2.

s R S
v 8
]
Exposi¢do da fibra na Exposicao da fibra no
amostra sistema cromatografico

Figura 1.2 - Representacdo esquematica de um dispositivo de SPME durante a extracao e
dessorcao dos analitos num sistema cromatografico [Adaptado de [7]].

Sendo a SPME uma técnica de equilibrio, no qual o principio é a particao dos
analitos com interesse entre o revestimento da fibra e a matriz da amostra em estudo,

a massa de um composto extraido pode ser calculada através da seguinte expressao

[8]:

K X Vi X Cy X V,
n=
KfSXVf‘l'VS

(1.1)

onde (n) é a massa de analito extraido, (Kss) o coeficiente de particdo do analito entre o
revestimento da fibra e a matriz da amostra, (Vs) o volume do revestimento, (Vs) o
volume da amostra e (Co) a concentracgdo inicial do analito na amostra. Como o volume
de amostra é regra geral significativamente superior ao volume do revestimento da

fibra, a expressdo pode ser simplificada para [8, 9]:

n= Kfs X Vf X CO (12)



Introducgao

Existem diversos parametros que podem ser otimizados com o objetivo de
melhorar a eficiéncia da extragdo. Um deles é o modo de operagdo. Pode operar-se
por DI-SPME ou por HS-SPME (figural.3). No primeiro modo os analitos semi-volateis
ou involateis difundem-se diretamente da matriz da amostra para o revestimento da
fibra no qual sdo concentrados. No modo HS-SPME, ocorre particio dos analitos
volateis entre a fase vapor e a matriz da amostra, o que permite diminuir
significativamente o tempo de extracdo, uma vez que a velocidade de difusdo em fase

gasosa é maior do que em fase liquida [2].

-

f’l‘\
L
[ZreD
i
) S ~—
Extragao por Extragao por
imersao direta headspace

Figura 1.3 - Representacdo esquematica dos modos de operacdao na SPME [Adaptado de [7]].

Outro parametro importante na otimizacdo da SPME é o tipo de fibra. Estdo
disponiveis no mercado diversas fibras, com diferentes revestimentos, espessuras e
polaridades, especificas para a extracdao de determinadas classes de compostos. De
entre os revestimentos mais comummente utilizados distinguem-se o poliacrilato (PA),
polidimetilsiloxano (PDMS), PDMS-divinilbenzeno (PDMS-DVB) e o Carboxeno-PDMS
(CAR-PDMS). Na tabela 1.1 podem observar-se os principais revestimentos de fibra
utilizados assim como as suas principais caracteristicas e aplicacdes. E ainda de referir
qgue as fibras de SPME apresentam como vantagem o facto de serem reutilizaveis,
dependendo no entanto, do tipo de aplicacdo a que estdo sujeitas, da complexidade da
matriz da amostra e das condi¢cOes experimentais, podendo o seu rendimento ser

melhorado através do condicionamento [10].
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Tabela 1.1 -Tipos de revestimentos de fibras, principais caracteristicas e aplicagcdes [Adaptado

de [10]].
. - Temperatura| Técnicade o
Revestimento Polaridade | ~, p o S Compostos de analise
maxima (°C) | aplicacdo
100 Apolar 280 GC/HPLC Volateis
Polidimetilsiloxano . et
(PDMS) 30 Apolar 280 GC/HPLC Semi-volateis apolares
7 el 340 GC/HPLC Semi-volateis moderadamente
polares a apolares
Poliacrilato (PA) 85 Polar 320 GC/HPLC Semi-volateis polares
Polidimetilsiloxano-Divinilbenzeno 5> Bipolar . s VR IR e
(PDMS-DVB) 60 Bipolar 270 HPLC Uso geral
Carboxeno-Polidimetilsiloxano . e
(CAR-PDMS) 7E Bipolar 320 GC Gases e Volateis
Carbonax-divinilbenzeno 65 Polar 565 ac Polares

(CW-DVB)

Para além do modo de operagdo e do tipo de revestimento da fibra existem
outros parametros de otimizagdao que devem ser considerados, tais como, as condi¢des
de dessorcdo (tempo e temperatura), tempo de extracdo, temperatura de extracao,
velocidade de agitacdo, efeito da forga idnica, efeito do pH e o volume de amostra ou

volume de headspace [11].

No que se refere a aplicacdes esta técnica de preparagao de amostra é usada
em andlise ambiental de amostras de dgua, analise de produtos alimentares, amostras
forenses provenientes de incéndios e explosivos, andlise toxicoldgica como alcool no

sangue e substancias de abuso em urina, podendo também ter aplica¢gdes industriais.

As principais vantagens sdo a facil e rapida utilizacao, reduzindo o tempo de
preparagdao de amostra para 70%, redugdao de solventes minimizando o seu uso ou
mesmo a sua eliminac¢do. E um método econdmico e reutilizavel (por média cada fibra
tem a durabilidade de 50 extrac¢des), sendo também um dispositivo bastante versatil

gue permite a automatizacdo a qualquer sistema cromatografico [5].
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1.3 Técnicas Cromatograficas

1.3.1 Breve historia

A palavra cromatografia tem origem no grego “chroma + graphein” que
significa escrita a cor. E um método contemporaneo que alcangou relevo em 1903,
com o botdnico M.S. Tswett. Considerado o pai da cromatografia, este desenvolveu
varios trabalhos experimentais, relacionados com a separac¢do de extratos de plantas
por absorcdo diferencial em colunas, tendo verificado a separacdo nitida de diversos

pigmentos corados [12].

Anos mais tarde, em 1952, A. Martin e R. Synge desenvolveram a cromatografia
gasosa de particdo, sendo laureados com o Prémio Nobel da Quimica. Em 1957, M.
Golay foi pioneiro das colunas capilares. O primeiro aparelho de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) foi desenvolvido e construido por C. Horvath em 1966. Entre
1937 e 1972 foram atribuidos doze Prémios Nobel, onde a cromatografia teve um

papel crucial no desenvolvimento cientifico.

Dada a grande necessidade dos cientistas disporem de métodos capazes de
caraterizar uma grande diversidade de misturas complexas, as técnicas

cromatograficas tém surgido como uma das principais técnicas de separacao [13].

1.3.2 Nogoes tedricas

Cromatografia é definida pela IUPAC como um método fisico de separa¢dao no
qgual os componentes a serem separados sao distribuidos em duas fases em que uma é

estaciondria enquanto a outra se movimenta numa direcdo definida [14].

A separacdo dos analitos na coluna cromatografica resulta das diferencas de
velocidade dos componentes arrastados pela fase moével, causadas pelas diferentes

interacGes com a fase estaciondria. As concentracdes relativas de um componente na
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fase estacionaria (cs) e na fase movel (cy) relacionam-se através do coeficiente de
distribuicdo (K), dado pela equagao (1.3):
Cs

Quanto maior for o valor de cs, maior sera o valor de (K), o que significa que
maior sera a interagdo com a fase estaciondaria. Os componentes com um valor de (K)
elevado mover-se-dao mais lentamente ao longo da coluna, sendo deste modo

separados dos componentes com um valor de (K) mais baixo.

Considerando uma mistura de dois analitos, a separacdo numa coluna sé se
efetuard se forem diferencialmente retidos pela fase estacionaria, o que faz com que
tenham tempos de retencado diferentes. O tempo de retencdo (tr) € o tempo decorrido
entre a injecao da amostra e o aparecimento do pico do soluto no detetor podendo ser

calculado através da equagao (1.4):

tR = tR, + tM (14)

Onde (tg") é o tempo de retencdo ajustado, isto é, o tempo que o composto
despende na fase estaciondria, e (ty) € o tempo morto que se define pelo tempo em
gue um composto nao retido sera eluido. A figura 1.4 exemplifica um cromatograma

retratando as definicGes descritas.

—

Sinal do detetor

Tempo ——>

Figura 1.4 - Representacdo da eluicdo de dois componentes (A e B) e respetivos pardametros de
retencdo [Adaptado de[15]].
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Os componentes que apresentam elevada interacdo com a fase estacionaria,
isto é, (tr) elevado, deslocam-se mais lentamente com a fase moével, enquanto os
componentes com baixa interacdo com a fase estaciondria, ou seja, (tg) baixo,
deslocam-se rapidamente na coluna. O tempo que o analito permanece na fase
estaciondria em relagdo a fase modvel é relacionado pelo fator de capacidade, (K’),

sendo este expresso por:
i t
kK= —— (1.5)

Para valores de (k') baixos os componentes sdo pouco retidos pela fase
estaciondria, assim como para valores de (k') elevados os componentes sao

fortemente retidos.

Outro parametro a ter em conta em cromatografia é a seletividade (a), que se

traduz pela razdo entre os fatores de capacidade de dois compostos adjacentes:

kg’
ky'

a= (1.6)

Onde (ka’) é o fator de capacidade do componente que elui primeiro e (kg') é o
fator de capacidade do segundo composto a eluir. Quanto maior for o afastamento
entre picos adjacentes maior é o valor de a e consequentemente maior é a
seletividade. Se (a) igual a 1 ndo ha seletividade, ou seja os dois compostos ndo se

separam (figura 1.5).

L L

a=1 a>1 a>>1

Figura 1.5 - Representacdo da definicdo de @ em cromatografia.
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A eficiéncia de uma coluna define-se pela capacidade de eluicdo com o minimo
de dispersdao do analito, podendo também ser expressa pelo nimero de pratos
tedricos (N), grandeza que exprime o numero de equilibrios que ocorrem durante a
separacgdo. A eficiéncia pode ser calculada através da equacgao (1.7), em que (W) é a

Iargura da base de um pico simétrico:
N =16 X (t ) 1.7

Se o valor de (N) for elevado, significa que os picos obtidos sdo mais finos, logo

ha maior eficiéncia.

O objetivo das separacGes cromatograficas consiste em separar todos os
componentes de uma dada mistura, sendo a medida de separacdao entre dois
compostos designada por resolucdo (Rs). Desta forma, pode-se recorrer a uma
expressao que exprime a (Rs) em termos de trés fatores fundamentais, ou seja, a

seletividade, fator de capacidade e eficiéncia, como é ilustrado na equacgdo 1.8:

_1 (a—l) kB,
RS_ZXWX< a >(kB'+1> (1.8)

Para que haja resolucdo entre dois picos o valor de (Rs) tem de ser igual ou

superior a 1,5 [15-17].

1.3.3 Cromatografia gasosa (GC)

A cromatografia gasosa (GC) é uma das técnicas mais utilizadas em analises
qualitativas e quantitativas. Permite o estudo de compostos organicos volateis,

semi-volateis, e simultaneamente ndo termolabeis.

Os principais componentes de um cromatégrafo gasoso sdo o sistema de
injecdo, a coluna cromatografica inserida num forno, o detetor e o sistema de

aquisicdo de dados (figura 1.6).

11
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Injetor

i' Detetor

Sistema de aquisi¢ao de
dados

Coluna

Gas de arraste

Figura 1.6 - Representacdo esquematica de um sistema de GC [Adaptado de [18]].

O gas de arraste refere-se a fase movel e tem a funcdo de transportar os
analitos através da coluna sem interagir com a mesma. Este gds deve ser puro e
quimicamente inerte sendo o hélio a fase mdével gasosa normalmente usada, embora
gases como o hidrogénio ou o azoto também possam ser utilizados. O fluxo do gds de
arraste varia consoante o tipo de coluna. Para colunas empacotadas utiliza-se um fluxo
compreendido entre 25 e 150 mL/min, enquanto em colunas capilares se utiliza um

fluxo de 1 a 25 mL/min.

No que se refere ao sistema de injecdo da amostra existem diversos tipos,
sendo que os mais utilizados operam por vaporizagdo com temperatura programada
(PTV) ou por vaporizacdo isotérmica com ou sem reparticdo de fluxo (split/splitless).
No modo de injecdo PTV é possivel a introducdo de grandes volumes de amostra
oferecendo grande sensibilidade e tornando este modo de injecao decisivo em analise
vestigial. Na vaporizacdo isotérmica com injecdo no modo split a amostra apds ser
vaporizada é dividida em duas fracdes, sendo que a mais pequena entra na coluna e a

maior é eliminada. No modo splitless toda a amostra injetada é introduzida na coluna.

12
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S3do utilizadas para a injecdo de amostras liquidas micro seringas calibradas, com

capacidades tipicas de 5 e 10 pL.

A coluna representa a fase estacionaria do processo cromatografico. Existem
dois tipos de colunas, as de empacotamento e as capilares, sendo as ultimas as mais
utilizadas na atualidade. As colunas capilares sdo constituidas por um tubo de silica
fundida, sendo a parede interna revestida pela fase estaciondria. O comprimento das
colunas pode variar entre os 2 e os 100 m, e podem apresentar um didmetro interno
de 0,10 a 0,75 mm. Por forma a serem inseridas no forno do GC encontram-se
geralmente enroladas em bobines com diametros de 10 a 30 cm. E a temperatura do
forno que vai permitir a separagdo dos compostos, podendo esta separacao ocorrer a
uma temperatura isotérmica (temperatura constante) ou por gradiente de

temperatura (rampa de temperatura).

No que diz respeito a detetores, existe atualmente uma grande variedade,
conforme as necessidades de aplicacdo. As principais caracteristicas que um detetor
deve possuir sdao sensibilidade adequada, boa estabilidade e reprodutibilidade, tempo
de resposta curto, e facilidade de utilizacdo. Destacam-se para cromatografia gasosa o
detetor de ionizacdo de chama (FID), de condutividade térmica (TCD), e de captura
eletrénica (ECD). A cromatografia gasosa pode ainda ser hifenada com outras técnicas
analiticas como a Espectrometria de massa (MS) como serd abordado mais a frente

neste capitulo [15].

1.4 Espectrometria de massa (MS)

1.4.1 Breve historia

A histdria da espectrometria de massa comecou em 1897 quando Sir J.J.
Thomson desenvolveu estudos que levaram a construcdo do primeiro espectrémetro
de massa (espectrégrafo de parabola). Descobriu o eletrdo e determinou a sua razdo
massa/carga (m/z) levando-o a ser galardoado com o Prémio Nobel da Fisica em 1906.

F.W. Aston deu continuidade as investigacGes realizadas por Thomson e em 1919

13
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desenvolveu o primeiro espectrémetro de massa com velocidade de focagem. Os seus

estudos com isétopos valeram-lhe em 1922 o Prémio Nobel da Quimica.

Nas décadas seguintes a espectrometria de massa continuou a prosperar com o
fisico, A.J. Dempster que introduziu o primeiro espectrémetro de massa com ionizagao
por impacto eletrdnico, sendo esta técnica desenvolvida em 1940 por A.O. Nier. Em
1956 F.W. MclLafferty e R.S. Gohlke fizeram o primeiro acoplamento entre um
espectrometro de massa e um cromatégrafo gasoso (tendo este sido comercializado
em 1975). Em 1988 J. Fenn desenvolveu a ionizagdo por electrospray (ESI), onde

obteve o primeiro espectro de proteinas com 20000 Da [19-21].

Atualmente existe uma extensa gama de técnicas de ioniza¢do, assim como
analisadores de massa, tendo os ultimos desenvolvimentos surgido em 2000 por
A. Makarov com a introducdo da orbitrap e em 2002 por J.W. Hager com a trap linear.
Em 2004 R.G. Cooks e seus colaboradores descreveram a ionizagao de dessor¢ao por

electrospray (DESI) [22].

1.4.2 Principios basicos

A espectrometria de massa é provavelmente a técnica analitica mais versatil
disponivel atualmente. Mede com precisao as massas moleculares dos compostos
através da ionizacdo dos atomos ou moléculas de uma amostra separando-os de

acordo com a sua razdo massa carga (m/z) (figura 1.7) [21].

lonizagao

N
Amostra //I\\

M =58

m/z 29

m/z 15
15 27 57 m/.

m/z 43

) , Espetro de massa
e absorc¢do de )

excesso de energia Fragmentacdao de M*

Figura 1.7 - Principio basico da andlise por MS [Adaptado de [23]].
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Um espectrometro de massa é composto por cinco componentes: o sistema de
introducao da amostra, a fonte de ionizagdo, o analisador de massa, o detetor e o

sistema de aquisicao de dados [24].

Ioes em fase gasosa Separacao de ides Detecaode ides
Fonte de ionizacdo Analisador de massa
Alto Vacuo

Introducdo da Sistema de aquisicdo
amostra de dados

Espectro de Massa

Figura 1.8 - Esquema dos componentes de um espectrémetro de massa [Adaptado de [24]].

De um modo geral, a amostra é introduzida na fonte de ionizacdo onde os
analitos sdo transferidos para a fase gasosa e ionizados. De seguida, os ides sdao
direcionados para o analisador onde sdo separados de acordo com a razdo m/z. No
detetor, habitualmente um multiplicador de ides, a corrente idnica é amplificada (da
colisdo de ides na superficie de um elétrodo, resulta a emissdo de eletrdes
secundarios, transformando a corrente idnica numa corrente eletrénica suscetivel de
ser medida). Por fim, é transmitido um sinal elétrico que chega ao sistema de aquisicdo
de dados, onde é exibido na forma de um espectro de massa.

Todo o processo desde a fonte de ionizacdo até ao detetor, é realizado sob
condicGes de alto vacuo. Deste modo é possivel minimizar a possibilidade de colisdo
entre os ides e as moléculas em estudo com outras espécies, originando
fragmentacOes reprodutiveis. Possibilita também condi¢des de isolamento elétrico, o
que permite trabalhar com elevadas voltagens; aumenta o tempo de vida dos
dispositivos, como é o exemplo do filamento, e a sensibilidade reduzindo o ruido de
fundo. Os valores do vacuo estdao compreendidos entre os 10" e os 10°® Torr, sendo
gue este é produzido combinando um sistema de duas bombas, uma rotatdria e uma

turbomolecular.
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Em espectrometria de massa existe uma vasta gama de técnicas de ionizacdo e
de analisadores de massa, sendo a escolha da técnica feita de acordo com as
propriedades fisico quimicas do analito, isto é, de acordo com a sua volatilidade e
estabilidade térmica. De entre as técnicas de ionizagdo, as mais utilizadas sdo a
ionizacdo por impacto eletronico (El), a ionizacdo quimica (Cl), a ionizacdo e
desadsorgao laser assistida por matriz (MALDI), e a ionizagao por electrospray (ESI).
Relativamente aos analisadores de massa os mais vulgares sdo o de sector, o
quadrupolo, a armadilha de ides (ion trap), o tempo de voo (TOF), e o de ressonancia
idnica ciclotronica de ides com transformada de Fourier (FTICR). Neste trabalho
utilizou-se um espectrometro de massa equipado com uma fonte de ionizagao por

impacto eletrénico e um analisador de armadilha de ides [22, 24].

1.4.2.1 lonizagdo por impacto eletréonico (El)

As substancias voldteis podem ser ionizadas por impacto eletrénico num
processo que envolve a interacdo da amostra gasosa com um feixe de eletrdes de
70 eV gerado por um filamento aquecido. Os eletrdes sdao acelerados e ao colidirem
com moléculas da amostra provocam a sua ionizacdo. E utilizada a energia de 70 eV
porque a probabilidade de ionizagdo para a maior parte dos compostos organicos é
maximizada proximo deste valor.

Repulsor
|

Filamento @ @
©—

@ Magneto

©—
GP Armadilha

Lentes

L -7
—°

mbr
?

nalisador

Figura 1.9 - Esquematiza¢do do processo de El.
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Da colisdo dos eletroes energéticos (70 eV) a molécula gasosa pode perder um
eletrdo, resultando na formac¢do de um ido radical com carga positiva (M),

denominado ido molecular, como é expresso na equacao 1.9 [21, 25].

M+ e > M+ 2e” (1.9)

1.4.2.2 Analisador de massa de armadilha de ides (/on trap)

O principio de funcionamento da armadilha de iGes consiste na existéncia de
um campo elétrico de radiofrequéncias que permite separar os ides de acordo com a
sua razao m/z.

Como é possivel observar na figura 1.10, este analisador de massa é constituido
por dois elétrodos com superficies hiperbdlicas, elétrodos end cap, e por um elétrodo

central em forma de anel central.

End cap

Figura 1.10 - Constituicdo de um analisador de armadilha de iGes [Adaptado de [26]].

A aplicagdo do campo em trés coordenadas, confina os ides ao centro do
analisador. O campo de radiofrequéncias tridimensional cria trajetdrias estdveis para
os ides de um determinado intervalo m/z, que vao sendo sequencialmente gerados,
por aplicacdo de voltagens nos elétrodos end cap, em direcdo ao detetor. Por sua vez
remove os eletrdes indesejaveis fazendo-os colidir com as paredes do analisador [22,

26].

17



Introducgao

Filamento
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End cap
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Figura 1.11 - Diagrama esquematico de um analisar de armadilha de iGes [Adaptado de [16]].

1.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa (GC-MS)

Um dos detetores mais poderosos para a cromatografia gasosa é o
espectrometro de massa. Esta hifenacdo é conhecida como GC-MS e combina o poder
de separacdo da cromatografia com a capacidade de identificacdo da espectrometria

de massa.

A GC constitui uma forma ideal de introduzir misturas no espectrémetro de
massa, pois os componentes de uma mistura sdo separados na coluna cromatografica
antes da sua introdug¢do no espectrémetro de massa através da linha de transferéncia.
Esta transferéncia deve ser interfaceada entre a pressao atmosférica do sistema de GC

e a baixa pressao (10*a 10°) do espectrometro de massa.

No que diz respeito a técnicas de ionizacdo apenas o impacto eletrénico e a
ionizacdo quimica sdo utilizadas na GC-MS. Relativamente aos analisadores de massa

0s mais comuns sdo o quadrupdlo e a armadilha de iGes.
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A grande vantagem da utilizacdo do acoplamento da MS a um sistema
cromatografico reside na sua capacidade em responder a todos os compostos
organicos volateis e semi-voldteis. Quando opera no modo de varrimento continuo
(full-scan) permite a identificagdo de compostos em amostras desconhecidas com
recurso a bibliotecas espetrais de referéncia (por exemplo NIST e Wiley Mass Spectral
Library). Quando o objetivo reside na quantificagdo vestigial de compostos alvo, o
modo monitorizacdo selecionada de ides (SIM), permite elevada sensibilidade e

seletividade, tornando-se numa ferramenta analitica muito poderosa [15, 16].

1.6 Valida¢ao do procedimento analitico

Segundo a Eurachem, validacdo é o processo que define uma exigéncia analitica
e confirma que o método tem capacidade de desempenho consistente com o que a

aplicacdo requer [27].

Para avaliar a adequac¢do do método a andlise existem diversos parametros de
desempenho analitico que devem ser estudados, entre os quais a seletividade, gama
de trabalho/linearidade, limite de detecdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo e a
incerteza da medicdo. No presente trabalho foram estudados alguns destes

parametros.

1.6.1 Parametros de desempenho do método experimental

1.6.1.1 Seletividade

A seletividade de um método experimental é a sua capacidade de identificar e
distinguir um determinado analito numa mistura complexa, sem interferéncia de

outras espécies [28].
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1.6.1.2 Gama de trabalho/linearidade

A gama de trabalho indica o intervalo de concentra¢des de analito, em que é
possivel aplicar o método com precisao e exatidao. Se na gama de trabalho utilizada, o
método gerar uma resposta diretamente proporcional a concentracdo de analito,

entdo ha linearidade na gama de trabalho [28].

1.6.1.3 Limite de detegao e limite de quantificacao

Limite de detecdo (LD) corresponde ao teor minimo, a partir do qual é possivel
detetar a presenga do analito com um certo nivel de confianga (normalmente 95%),
utilizando um determinado procedimento experimental. Pode ser calculado através da

seguinte equagao:

S
LD =3,3x (1.10)

onde (s) é a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do
desvio padrdo da equacdo da linha de regressao linear, e (b) o declive ou coeficiente
angular da curva analitica. O fator 3,3 é baseado em observagdes estatisticas com,

relativamente, poucos graus de liberdade (<6), para um nivel de confianca de 99,7%.

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo de analito que pode ser
qguantificada com um certo nivel de confianca, utilizando um determinado
procedimento experimental. O seu valor pode ser calculado através da equacao:

S
LQ=10x 7 (1.11)

Neste caso, assume-se um fator de 10, para assegurar um coeficiente de

variacdo nas determinagdOes de 10% [29].
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1.6.1.4 Precisao

A precisdo é definida como “aproximacgao entre indicagdes ou valores medidos
obtidos por medi¢des repetidas no mesmo objeto ou objetos semelhantes em
condicOes especificadas”, e é geralmente expressa na forma numérica por desvio-
padrdo, variancia ou coeficiente de variagdao. A precisao da medicdo é usada para

medir: repetibilidade, precisao intermédia e reprodutibilidade da medicao

A repetibilidade representa “a fidelidade da medi¢do para um conjunto de
condicbes de repetibilidade”, que inclui, “mesmo procedimento de medicdo, os
mesmos operadores, o0 mesmo sistema de medicdo, as mesmas condicdes operativas,
a mesma localizagdao, e medi¢des repetidas no mesmo objeto ou objetos similares,

num curto intervalo de tempo”.

A precisdo intermédia representa “a fidelidade da medi¢ao para um conjunto
de condicdes de precisdo intermédia”. Estas condi¢cdes incluem “o mesmo
procedimento de medi¢ao, o mesmo local e medi¢des repetidas no mesmo objeto ou
objetos similares, durante um intervalo de tempo alargado, mas que pode incluir
outras condi¢des que se fazem variar, como novas calibra¢ées, padrdes, operadores,

sistemas de medicdo”.

As condicdes de reprodutibilidade incluem “diferentes locais, operadores e
sistemas de medicdo incluindo procedimentos de medicdao, e medi¢cdes repetidas no

mesmo objeto ou objetos similares” [30].

1.7 Enquadramento e objetivos do trabalho

Os vulcdes de lama sdo estruturas que canalizam o transporte de fluidos,
sedimentos e gases (por exemplo, o gds metano) desde fontes profundas até a
superficie dos fundos marinhos. O fluxo de metano (gas com potente efeito de estufa)
das zonas de escape marinhas para a atmosfera ainda nao foi bem avaliado, uma vez
gue depende de intera¢des complexas entre fatores geoldgicos, quimicos e biolégicos
ainda por elucidar. Também, a origem do metano esta em larga medida por esclarecer,
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especialmente em vulcGes de lama. Este pode ter origem na degradacdo térmica da
matéria organica e do petréleo ou pode ser produzido por micrébios extremofilos
(Archaea metanogénicas) que podem viver nos sedimentos superficiais ou em

profundidade, incluindo em reservatdrios de petrdleo e gas natural.

Os fluidos provenientes dos reservatdrios de petréleo sdo notavelmente
enriquecidos em acidos gordos volateis que constituem nos meios anaerdbicos e
oligotréficos um substrato muito apetecivel para as comunidades microbianas que la
vivem, essencialmente Archaea metanogénicas. Suspeita-se, portanto, que o fluxo de
fluidos profundos enriquecidos em Aacidos gordos volateis sustente a producdo
superficial de metano por micrébios nas zonas de escape como os vulcdoes de lama

[31].

A presente dissertacdo de mestrado propde a identificacdo de acidos volateis
(acido acético, propandico e butandico) em amostras de dgua intersticial, extraida de
sedimentos marinhos provenientes de vulcdes de lama. Como tal consideram-se os

seguintes objetivos:

+ Monitorizag¢do e otimiza¢do da técnica de microextracdo em fase sélida seguida
de analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa;
+ Validacdo da metodologia desenvolvida;

+ Aplicacdao do método a amostras reias.
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2.1 Reagentes e Padroes

Os reagentes e os solventes utilizados eram analiticamente certificados.
O n-hexano (n-C6) e o acido cloridrico (HCI, 37%) foram adquiridos da Fluka analytical,
Sigma-Aldrich (Alemanha e Franga, respetivamente). O cloreto de sédio (NaCl, 99,5%)
foi obtido da Sigma-Aldrich (Suica). A dgua Millipore (resistividade 18,2 MQcm a 252C)
foi retirada de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q Academic da Merck Millipore
(EUA). O padrdo de acido acético (99,9%) foi adquirido da Sigma-Aldrich (EUA), o 4cido
propandico (99%) e o acido butandico (99%) foram obtidos da Acros Organics (Bélgica

e Alemanha, respetivamente).

2.2 Amostras reais

As amostras de agua intersticial foram extraidas de sedimentos marinhos
provenientes de vulcdes de lama existentes na margem Sul-Oeste Portuguesa e na
margem Pacifica da Costa Rica de acordo com o método Mc Aullife (1971). Aliquotas

de 2 a 4 mL de d4gua intersticial foram filtradas com filtros de celulose (0,2 um,
Wheaton®). As amostras filtradas foram colocadas em frascos de vidro e congeladas a

-20°C [1]. Os sedimentos marinhos foram recolhidos e as amostras de dgua intersticial
foram extraidas e pré-preparadas no cruzeiro M86/5. As amostras foram analisadas

por SPME-GC-MS.

2.3 Materiais

Na preparacdo das solucdes, além do material de uso corrente de laboratério,
foram utilizadas micropipetas de 10 yL da VWR, micropipetas de 200 e 1000 uL da
Gilson, frascos de amostragem de vidro de 10 e 20 mL (Chromacol, EUA) com as
respetivas tampas (d = 18 mm magnetic screw cap) e septos de teflon e silicone. Foram
também usados vials de vidro transparente (VWR Internacional, Portugal) de 1,5 mL

com as respetivas tampas (d = 11 mm) e septos de teflon.
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2.4 Equipamento

As andlises de SPME-GC-MS foram realizadas num equipamento da Thermo
Scientific, constituido por um cromatégrafo gasoso Trace GC Ultra equipado com
injetor automatico TriPlus RSH Autosampler, acoplado a um espectrometro de massa
ITQ 900 equipado com uma fonte de ionizacdo por impacto eletrénico e um analisador
de massa do tipo ion trap. O software utilizado para controlo instrumental, aquisi¢ao e

processamento dos dados foi o Xcalibur versdao 1.2 da Thermo Scientifc.

A coluna cromatografica usada foi a Nukol™ fused silica capillary
30 m x 0,25 mm x 0,25 um da Supelco (EUA). As fibras de SPME testadas foram de
Poliacrilato (PA) 85 pum, Polidimetilxiloxano (PDMS) 100 pm,
Carboxeno-Polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) 75 um, Polidimetilsiloxano-Divinilbenzeno

(PDMS-DVB) 65 um. Estas fibras foram adquiridas a Supelco (Espanha) (figura 2.1).

As pesagens foram efetuadas numa balanca analitica Sartorius CP225D. Foi
também utilizada uma placa de agitacdo multipla com 25 posicées da Velp Scientifica.
O pH das amostras foi controlado com recurso a um medidor de pH SympHony SP70P

da VWR.

Figura 2.1 - Dispositivo de SPME para injetor automatico (a) e fibras de SPME (b): PA (branco),
PDMS (vermelho), CAR-PDMS (preto) e PDMS-DVB (azul).
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2.5 Procedimento Experimental

2.5.1 Solugdes para estudo do comportamento dos acidos

Uma solugdo com uma mistura de 50 uL de acido acético, 50 uL de acido
propandico e 50 pL de acido butandico foi preparada em 850 pL de n-hexano. A
solugao foi injetada e analisada por GC-MS. Para efeitos de identificagdo foi utilizado o

tempo de retengao e o espectro de massa dos acidos em estudo.

2.5.2 Microextragdao em fase solida

2.5.2.1 Preparagao de solugoes de trabalho

As solucdes stock individuais de dacido acético, acido propandico e acido
butandico foram preparadas em dgua Milli-Q com uma concentragdo de 10000 pg/mL
e armazenadas a 4°C [2]. A solucdo mistura foi preparada diariamente a partir das

solugdes stock de cada um dos acidos.

2.5.2.2 Ensaios de otimizacao

Os ensaios de otimizagdao foram efetuados medindo 2 mL de agua Milli-Q
saturada com NaCl num frasco de amostragem de 10 mL selado com um septo de
teflon. A solugdo aquosa foi fortificada com 500 pL da solugdo mistura de modo a
obter uma concentracdo final de 2000 pg/mL. De seguida o pH foi ajustado para 1,5
através da injecao de HCl (37%). Os frascos foram colocados no injetor automatico
para extracdo no modo headspace e posterior analise por GC-MS. Todos os ensaios

foram realizados em triplicado, tendo sido também realizados ensaios em branco.

Por forma, a otimizar a eficiéncia da extracdo, foram estudados diversos
parametros: revestimento de fibra (PA, PDMS, CAR-PDMS e PDMS-DVB), condicdes de
dessorgdo (250°C, 275°C e 300°C durante 2 e 5 min), tempo de extracdo (5, 10, 20, 30,
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45 e 55 min), temperatura de extragdo (40°C, 50°C e 60°C), e volume de headspace

(2,5 mL num frasco de 10 mL e 2,5 mL num frasco de 20 mL) (figura 2.2).

Microextragdo em fase sélida

Solugoes stock Solugoes de trabalho Parametros otimizados
] | =

= * Tipo de revestimento da fibra;

= Condigdes de dessorcdo;

= Tempo de extrag¢do;
= Temperatura de extracdo;

2000 pL de agua Milli-Q = Volume de headspace.
Acido Acético Acido Propandico Acido Butandico Saturada e HCI

em Agua Milli-Q em Agua Milli-Q em Agua Milli-Q
10000 pg/mL 10000 pg/mL 10000 pg/mL

L J

' 500 pL da solugdo mistura
Solugdo mistura
Ajustedo pH com adigdo HCI

= Extragdo em modo headspace;

10000 pg/mL
= Ensaios analisados em triplicado.

Figura 2.2 - Representa¢do esquematica do procedimento de otimiza¢ao da SPME.

2.5.2.3  Ensaios de validagao

Nos estudos de validacdo foram efetuados ensaios com diferentes niveis de
fortificacdo, de acordo com o procedimento descrito anteriormente para as condicdes
otimizadas. Para a obtencdo das curvas de calibracdo e respetivo estudo da linearidade
foram preparados padrdes com 4 niveis de concentragdo (1, 3, 6 e 9 ug/mL) a partir da
solugdo mistura. Os ensaios foram sempre realizados em triplicado. A precisdo do
método foi avaliada em termos de repetibilidade através de ensaios fortificados com a

concentra¢do de 5 pg/mL. Foram realizados 6 consecutivos.
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2.5.2.4  Aplicagao a amostras reais

Nos estudos de aplicagdo do método a amostras reais foram realizados ensaios
fortificados com a mistura dos trés acidos a uma concentragdo de 25 pug/mL. Foram

também realizados ensaios em branco, ou seja, sem fortificacdo.

2.5.3 Condig¢oes de analise GC-MS

As analises foram realizadas por GC-MS. O gas de arraste utilizado foi o hélio a
um fluxo constante de 1,2 mL/min. A temperatura inicial do forno foi 30°C durante
2 min, aumentando 25°C/min até atingir 200°C onde permaneceu durante 2 min
(figura 2.3). O tempo total de corrida foi aproximadamente 11 min. A temperatura da
linha de transferéncia foi 280°C. Foi utilizada ioniza¢do eletrénica (70 eV) numa gama
de massas compreendida entre os 10-100 Da, no modo de varrimento continuo. Para
comparacdo com os espectros de massa obtidos foi utilizado a base de dados da

biblioteca espectral Wiley6, Mainlib, e Replib.

Temperatura (°C)
= = = N
[e)} [Xe) [ w co =
(e} (e} [w] o o o

w
o
I

o

Tempo (min)

Figura 2.3 - Programa de temperatura do forno usada na analise por GC-MS.
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3.1 Estudo do comportamento dos acidos

O presente trabalho consistiu primeiramente em estabelecer condi¢des
instrumentais adequadas, que permitissem a separacdo dos trés acidos em estudo
(figura 3.1). Para tal, recorreu-se a solugées com a mistura dos acidos preparadas em

n-hexano que foram injetadas e analisadas por GC-MS.

O O 0

OH OH OH
Acido acético Acido propandico Acido butanoico

Figura 3.1 - Estrutura quimica dos trés acidos em estudo.

De modo a proceder-se a identificacdo dos acidos recorreu-se ao seu tempo de
retencdo e respetivos espectros de massa. Para o estudo do tempo de retencdo dos
compostos foi necessdrio determinar diversos parametros experimentais,

nomeadamente os que se referem a injecdao da amostra e a temperatura do forno.

No que diz respeito a temperatura de injecao foi utilizada uma temperatura de
250°C, temperatura superior a temperatura de ebulicdo dos compostos, de modo a
gue a amostra vaporize imediatamente. Devido ao facto da andlise se efetuar numa
coluna capilar e de se tratar de amostras liquidas foi usado como volume de injegao
1 uL no modo split, com uma razao de split de 10, prevenindo assim a sobrecarga da
coluna para amostras com concentragdes mais elevadas. O cromatograma foi

adquirido a partir dos 2 min de modo a ndo obter do pico do solvente.

Relativamente a temperatura do forno, esta é crucial para uma boa separacao.
Uma vez que em misturas complexas os analitos com volatilidades diferentes sdo
separados isotermicamente, durante a implementacdao do trabalho foram testadas
diferentes rampas de temperatura. Foi entdo definida uma rampa de 25°C/min até

atingir a temperatura de 200°C, temperatura maxima de operac¢do da coluna usada.
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Apds estabelecidas as condicGes experimentais, foi possivel obter a separacao

dos trés acidos, num tempo de corrida de aproximadamente 11 minutos (figura3.2).

Time (min)

Figura 3.2 - Cromatograma gasoso relativo aos acidos em estudo: 1-acético,
2-propandico, 3-butandico.

Na tabela 3.1 é possivel observar os tempos de retencdo e os ides usados para

identificacdo dos acidos em estudo.

Tabela 3.1 - Tempos de retencgdo (tg) e ides selecionados para identificagdo dos acidos em

estudo.
Acido Volatil tr (min) I16es (m/z)
Acético 7,15 43/45/60
Propandico 7,59 29/45/74
Butandico 8,04 43/45/60/73

O acido acético tem uma massa molecular de 60 g/mol. No seu espectro de
massa € possivel identificar o aparecimento de um pico correspondente ao ido
molecular m/z = 60 e perdas de 15 Da e 17 Da correspondentes a 'CHs; e OH

respetivamente (figura 3.3).
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Figura 3.3 - Espectro de massa do acido acético.

Relativamente ao acido propandico no espectro de massa é possivel observar o
aparecimento de um pico correspondente ao ido molecular m/z = 74 assim como aos
fragmentos resultantes de perdas de 17 Da, 29 Da e 45 Da, que correspondem a

perdas de ‘OH, 'CH,CH;3 e ‘COOH respetivamente (figura3.3).

28,11
4510 [M*=CH,CH,]
-29 Da
27,05
26,11
55,06
' |20.13) (M~ -cooH] 56,13
-45Da
44,10 7316
4314
32,06
4113 5714 [M*—-OH] .
os . 173 |74,14) M]
1912 2506 ) 37,?6|‘ I T 5105 5816 6324 7126 | |75.17
e ey SRy OVl N 0 UM PO B B -t o SNkl I L s
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
mz

Figura 3.4 - Espectro de massa do acido propandico.
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No que diz respeito ao acido butandico a sua massa molecular é de 88 g/mol. O
espectro de massa deste composto ndo apresenta pico correspondente ao ido
molecular, ou seja, no caso deste composto, a fragmentacdo é o processo preferencial.
Para efeitos de identificagdo foram observadas a perda de 15 Da correspondentes a
‘CH;, e perdas de 43 Da e 45 Da correspondentes a 'COOH e 'CH,CH,CHs,
respetivamente. A partir do espectro de massa do acido butandico é ainda possivel
observar o aparecimento de um ido fragmento a m/z = 60, cujo aparecimento é
explicado através de um rearranjo de McLafferty de que resulta a perda de 28 Da, ou

seja CyHa.

42,11

39,13
4312, [M*=COOH]
1
(45,10 | [M* = CH,CH,CH;]
55,12 "
27,1 60-|13 [M*—C;H,]
26,13 28;;‘:3 38.11 714" [IM*=CHy]
19,09 24081 l1'1132r°5 [[11]]]] 4603 5123 | 5914 6522 691517215 87,22
hasa LRan B e e S e R A A s e B e A e A Raas aas Baa L B e M L B B A S A e Raas anan anas aans nans St}
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miz

Figura 3.5 - Espectro de massa do acido butandico.

A identificacdo dos compostos, apds a andlise dos espectros de massa, foi ainda

confirmada através das bibliotecas de espectros.

3.2 Otimiza¢ao da SPME

Apds encontradas as condicdes instrumentais adequadas, procedeu-se ao
principal objetivo do presente trabalho que foi alcancar as melhores condicdes
experimentais com base na SPME. Deste modo foram estudados os pardmetros que

podem influenciar o processo de extracdo. Uma vez que este método foi automatizado
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pela primeira vez no GC-MS do laboratdrio, foi necessario perceber o funcionamento e

as limita¢des do equipamento.

Os parametros estudados foram o revestimento da fibra, condi¢bes de

dessorcdo, tempo e temperatura de extracdo e o volume de headspace. [1-7]

3.2.1 Modo de operagao

Uma vez que na andlise de compostos organicos volateis se tem utilizado
maioritariamente a amostragem por headspace, a fim de evitar a contaminacao da
fibra, neste trabalho todas as extragdes foram realizadas neste modo. Ao operar por
HS-SPME é possivel obter tempos de equilibrio mais rdpidos para compostos organicos
volateis, o que permite diminuir significativamente o tempo de extracdo, uma vez a
velocidade de difusdo em fase gasosa ser maior do que em fase liquida. A HS-SPME
permite maior seletividade quando s3ao analisadas amostras complexas, e protege as

colunas de GC dos compostos ndo volateis de alta massa molecular.

3.2.2 Efeito da forga ionica

Outro fator que tem grande influéncia na eficacia da extracdo é o efeito da
forca idnica. Este parametro pode ser controlado com a adicdo de um sal, por exemplo
o NaCl, fazendo assim aumentar a forca idnica da solugdao. Nestas condicles, a
eficiéncia da extracdo de muitos analitos é aumentada, em particular de compostos
polares e volateis. O aumento da forga idnica faz diminuir a solubilidade dos
compostos hidrofébicos na matriz resultando no aumento dos coeficientes de
distribuicdo, aumentando a transferéncia em fase gasosa e consequentemente a

apeténcia para o revestimento da fibra.

Como a matriz real a que se pretende implementar a metodologia desenvolvida
sdo amostras de agua intersticial de sedimentos marinhos, e uma vez que a dgua do

mar é caracterizada por um valor de salinidade de cerca de 35% (g de sais/Kg de dgua
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do mar), sendo que a maior parte desses sais é cloreto de sédio, nos ensaios de
otimizacao, de modo a aproximar as solu¢des de trabalho com a matriz foi utilizada

agua Milli-Q saturada com NacCl.

3.2.3 Efeitodo pH

Durante o processo extrativo, também o valor de pH pode ter influéncia nas
caracteristicas quimicas dos analitos alvo e consequentemente, ser decisivo na
apeténcia para o material de revestimento da fibra. Através da reducdo do pH da
amostra, os acidos permanecem nas suas formas neutras e consequentemente, tém
maior afinidade para a fibra. No presente trabalho, o pH da solucdo foi ajustado a 1,5

sendo este o valor utilizado durante os ensaios de otimizagao.

3.2.4 Velocidade de agitagao

No que se refere a velocidade de agitacdo, teoricamente a extracdo é
favorecida se a amostra for perfeitamente agitada. Nos casos em que o tempo
necessario para atingir o equilibrio é relativamente longo, este pode ser reduzido com
recurso a agitacdo, uma vez que acelera o processo de difusdo dos componentes
organicos na matriz. A velocidade de agitacdo foi uma das limitagdes do software
encontradas durante a realizacdo deste trabalho, pois ndo foi possivel alterar este

parametro, tendo todo o trabalho sido realizado a uma velocidade de 600 rpm.

3.2.5 Selec¢ao do revestimento da fibra

A selecdo do revestimento da fibra é um dos aspetos criticos na otimizacdo da
SPME. No presente estudo foram testadas 4 fibras diferentes: PA, PDMS, PDMS-DVB e
CAR-PDMS. Nesta fase do estudo, as extracdes foram realizadas no modo headspace,
durante 55 min (de modo a assegurar que o equilibrio fosse atingido e que fosse

possivel a extracdo de todos os acidos), a uma velocidade de agitacdo de 600 rpm, e a
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uma temperatura de 40°C. A dessorc¢do foi realizada a 250°C durante 5 min, sendo o
volume total da solucdo de trabalho 2,5 mL num frasco de amostragem de 10 mL. A
solugdo foi saturada com NaCl e o pH ajustado a 1,5. Os resultados obtidos podem ser

observados na figura 3.6.

No geral foram obtidas extra¢Oes bastante satisfatérias para o acido butandico,
acido de maior peso molecular, embora o revestimento da fibora PDMS-DVB apresente
destaque. O dacido acético por sua vez pode ser extraido com uma drea de pico

aceitavel usando CAR-PDMS.

EPA HEPDMS PDMS-DVB M CAR-PDMS

2,5E+07

2,0E+07

1,5E+07

Area

1,0E+07

5,0E+06

0,0E+00 - ﬁ

Acético Propandico Butandico

Figura 3.6 - Comparacgao do desempenho dos diferentes revestimentos de fibra: PA, PDMS,
PDMS-DVB, CAR-PDMS. O valor médio e o desvio padrao dos replicados sdo representados
pelas barras verticais no topo de cada coluna.

Deste modo, e uma vez que de acordo com a literatura o revestimento de
CAR-PDMS se adequa a extracdo de volateis, e como também apresenta resultados
satisfatdrios para os restantes acidos este foi o revestimento de fibra escolhido para

ser utilizado durante o estudo.
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3.2.6 Condicoes de dessorgao

A fim de evitar o efeito de arrastamento dos picos, a temperatura do injetor e o
tempo de dessor¢cdao sao parametros importantes a otimizar na analise por SPME.
Foram testados neste trabalho seis condi¢cdes de dessor¢do: 250°C, 275°C e 300°C

(temperatura maxima de operacdo da fibra de CAR-PDMS), durante 2 e 5 min.

Através da andlise da figura 3.7 é possivel observar que a drea dos picos obtida
foi muito similar, havendo no entanto destaque para a analise realizada a uma

temperatura de 250°C durante 5 min.

M 250°C_2min @ 250°C 5min 270°C_2min ©270°C_5min & 300°C 2min & 300°C_5min
8,0E+06

7,0E+06

6,0E+06

5,0E+06

Area

4,0E+06

3,0E+06

2,0E+06

1,0E+06

0,0E+00
Acético Propandico Butandico

Figura 3.7 - Area obtida usando diferentes condices de dessorc3o (250°C, 275°C e 300°C
durante 2 e 5 min) com o revestimento de fibra CAR-PDMS. O valor médio e o desvio padrao
dos replicados sdo representados pelas barras verticais no topo de cada coluna.

3.2.7 Tempo de extracao

O tempo de extragdo deve ser, regra geral, suficiente para que uma quantidade

significativa dos analitos alvo sejam extraidos durante esse periodo de tempo, e seja
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atingido o equilibrio de distribuicdo dos mesmos entre a matriz da amostra e o
revestimento da fibra. Geralmente o tempo de extracdo é mais curto quando se opera

no modo headspace.

Relativamente ao tempo de extracdo foi detetada outra limitacdo do
equipamento, sendo que nao foi possivel realizar extragdes superiores a 55 minutos. A
extracdo foi realizada a 5, 10, 20, 30, 45 e 55 minutos. Observando a figura 3.8, é
possivel verificar que o aumento do tempo de extracdo faz aumentar a drea dos picos.
Contudo, observando o aumento da area dos picos para o acido acético verifica-se que
ndo houve um aumento significativo. Com base nesta analise, e de modo a adequar o

método a andlises de rotina, foi escolhido como tempo de extragao 20 min.

H5min H10min & 20min M 30min 45min & 55min

6,0E+06

5,0E+06

4,0E+06

Area

3,0E+06

2,0E+06

1,0E+06

0,0E+00
Acético Propandico Butandico

Figura 3.8 - Efeito da temperatura de extragao (5, 10, 20, 30, 45, 55 min) usando o
revestimento de fibra CAR-PDMS. O tempo de dessorcao foi 5 min a uma temperatura de
250°C. O valor médio e o desvio padrdo dos replicados sdo representados pelas barras verticais
no topo de cada coluna.
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3.2.8 Temperatura de extracao

A regulacdo da temperatura de extracdo do agitador automatico consistiu
noutra limitacdo encontrada durante a implementa¢ao desta metodologia, sendo que
a temperatura minima de extracdo permitida pelo software foi 40°C. De acordo com a
literatura, o aumento da temperatura ndo favorece em geral o processo de sorg¢do pela
fibra. Este faz aumentar a solubilidade dos compostos hidrofébicos na matriz da

amostra, ocorrendo este fendmeno para valores superiores a temperatura ambiente.

De modo a avaliar o efeito da temperatura nesta classe de compostos, foram

testadas trés temperaturas: 40°C, 50°C e 60°C.

M 40°C M50°C M60°C
7,0E+06

6,0E+06

5,0E+06

4,0E+06

Area

3,0E+06

2,0E+06

1,0E+06

0,0E+00

Acético Propanoico Butanoico

Figura 3.9 - Efeito da temperatura de extragdo (40°C, 50°C e 60°C) usando como revestimento

de fibra CAR-PDMS durante 20 min. O tempo de dessor¢ao foi de 5 min a uma temperatura de

250°C. O valor médio e o desvio padrdo dos replicados sdo representados pelas barras verticais
no topo de cada coluna.

Através da figura 3.9 é possivel observar que os melhores resultados foram

obtidos para temperaturas superiores, ao contrario do que seria de esperar. Uma vez
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gue se observaram desvios padrdo superiores na temperatura de 50°C foi escolhida

como temperatura de extracdo 60°C.

3.2.9 Volume de headspace

A proporg¢do entre o headspace e a fase aquosa da amostra foi avaliada na fase
final da otimizacdo da SPME. Devido ao facto do método ser desenvolvido para
aplicagdo em amostras reais e de essas amostras terem um volume limitado (2-5 mL),
o volume das solugdes de trabalho utilizado na otimizagdo foi de 2,5 mL. Deste modo o
que se fez variar foi o volume dos frascos de amostragem, sendo utilizados frascos com

volumes de 10 e 20 mL.

H2,5mL(10ml) 2,5mL(20mL)

1,E+08

1,E+08

8,E+07

6,E+07

Area

4,E+07

2,E+07 I

> s q

0,E+00
Acético Propandico Butandico

Figura 3.10 - Efeito das diferentes proporg¢des entre o headspace e a fase aquosa (2,5 mL num
frasco de amostragem de 10 mL e de 20 mL), usando como revestimento de fibra CAR-PDMS
durante 20 min a uma temperatura de 60°C. O tempo de dessorgdo foi de 5 min a uma
temperatura de 250°C. O valor médio e o desvio padrdo dos replicados sdo representados
pelas barras verticais no topo de cada coluna.
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Através da analise da figura 3.10 é de notar que se obteve um aumento
bastante significativo da area dos picos quando se utilizou frascos de amostragem de
20 mL, isto é, a transferéncia de analito para a fase gasosa pode ser favorecida quando

se aumenta a proporgao entre o headspace e a fase aquosa da amostra.

A conclusdo da otimizagdo dos parametros permitiu obter as melhores
condicdes de analise para a SPME dos analitos em estudo. Estas podem ser observadas

na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Condi¢Oes experimentais otimizadas no procedimento de SPME-GC-MS.

Condicoes experimentais

Modo de operag¢do headspace
pH da matriz (HCI) 1,5
Saturagdo da matriz (Nacl) Sim
Velocidade de agitagdo (rpm) 600

Tipo de Revestimento de fibra CAR-PDMS

Tempo de dessor¢do (min) 5
Temperatura de dessor¢ao (°C) 250
Tempo de extragao (min) 20
Temperatura de extragdo (°C) 60
Volume de headspace 2,5 mL num frasco de amostragem de 20 mL

A figura 3.11 representa o cromatograma obtido na ultima extracdao com as

condigdes experimentais otimizadas.
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Figura 3.11 - Cromatograma obtido da ultima extracdo com as condicdes experimentais
otimizadas.

3.3 Valida¢ao do método SPME-GC-MS

Depois de realizada a otimizacdo experimental, procedeu-se a validacdo da
metodologia, nomeadamente, linearidade da gama dinamica, limiares analiticos e

precisdo associada.

Os limiares analiticos foram verificados com recurso ao LD e LQ, para uma razao

sinal/ruido (S/N) de 3:1 e 10:1 respetivamente (tabela 3.3).

Tabela 3.3 - LD e LQ para os analitos estudados, obtidos na validagdo do método SPME-GC-MS.

Acido Gordo Volatil LD (pg/mL) LQ (ng/mL)
Acético 0,884 2,677
Propandico 0,683 2,070
Butandico 0,387 1,168
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A linearidade da gama dindmica foi avaliada com recurso ao método dos
minimos quadrados, tendo as regressdes lineares sido aplicadas no intervalo de
concentra¢des compreendido entre 1 e 9 pg/mL (envolvendo quatro niveis de

concentragdo, analisados em triplicado) (figura 3.12).

1000000
900000
y=90728x+ 17826
800000 R?=0,9914
700000
+ Acético
600000
@ B Propandico
g 500000
Butanodico
400000
300000
200000 y=17833x-972,58
R%Z=0,9977
100000 y = 7854,9x - 34393
R?=0,9961
0
0 2 4 6 8 10

Concentragao (pug/mL)

Figura 3.12 - Curva de calibracdo obtida para acido acético, propandico e butandico pelo
método dos minimos quadros.

As curvas de regressao linear no intervalo de concentragao estudado, bem
. . v . ~ 2 ~
como os respetivos coeficientes de determinacdo (r°), sdo apresentados na tabela 3.4,

verificando-se boa linearidade (r*20,9914).

Tabela 3.4 - Parametros relativos a gama dinamica de trabalho para a presente metodologia.

Acido Gordo Volatil Gama linear (pg/mL) a b r?
Acético 1-9 -3439 7855 0,9961
Propandico 1-9 -973 17833 0,9977
Butandico 1-9 17826 90728 0,9914
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A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade, com recurso a amostras
fortificadas com 5 pg/mL. Foram realizados 6 ensaios consecutivos. Os resultados dos

RSD sdo apresentados na tabela 3.5 e indicam valores inferiores a 8 %.

Tabela 3.5 - Ensaios de precisdo obtidos por SPME-GC-MS fortificadas com 5 pg/mL em
condigcbes otimizadas.

Repetibilidade (n=6)

Acido Gordo Volatil

RSD (%)
Acético 4,8
Propandico 6,8
Butanoico 7,7

3.4 Aplicagdo do método a matrizes reais

Por forma a demonstrar a capacidade analitica da metodologia desenvolvida
avaliou-se a sua aplicabilidade a amostras reais, em condi¢cGes otimizadas, descritas

anteriormente.

Na analise das amostras de agua intersticial de sedimentos marinhos nao foi
detetada a presenca de nenhum dos compostos em estudo nem de outros acidos
volateis. Estes compostos embora possam estar presentes nas amostras encontram-se

abaixo do limite de detecdo do método analitico.

Devido ao reduzido volume de cada amostra apenas foi possivel fortificar com

um nivel de fortificacdo a uma concentracdo de 25 pug/mL.

Na analise da amostra, M86-5 GC06 110-114cm fortificada, foi possivel
detetar o acido butandico. Contudo verificou-se uma subida acentuada da linha de
base no cromatograma a partir dos 6 minutos. Este facto pode estar relacionado com
uma degradacdo da coluna, o que nao permitiu a identificacdo do acido acético e do

acido propandico (figura 3.13).
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Figura 3.13 - Cromatograma relativo a amostra M86-5_GC06_110-114cm, fortificada com
25 pug/mL obtido por SPME-GC-MS.
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Conclusdo

O presente trabalho propde a identificacdo de &cidos gordos volateis,
nomeadamente d4cido acético, propandico e butandico em amostras de 43agua
intersticial de sedimentos marinhos utilizando como técnica de extracao a SPME com

posterior analise por GC-MS.

Verificou-se que o sistema analitico usado, GC-MS, era apropriado para a
andlise dos dacidos voldateis. A otimizacdo dos parametros instrumentais permitiu a
separacdo dos trés compostos, com otima resolucdo, num tempo de analise de 11 min.
Também os espectros de massa apresentaram as fragmentagdes caracteristicas dos

compostos permitindo assim a sua identificagdao inequivoca.

No que diz respeito a otimizagdao da SPME dos quatro revestimentos de fibra
testados, o CAR-PDMS foi o que apresentou melhores resultados de extracdo para o
acido acético, acido de baixo peso molecular, apresentando extragdes satisfatdrias
para os restantes adcidos em estudo. Relativamente aos restantes parametros testados
as melhores condi¢cdes foram obtidas realizando extragdes de 20 min a uma
temperatura de 60°C com agitacdo vigorosa da amostra (600 rpm). A dessor¢do no

injetor do GC foi mantida durante 5 minutos a uma temperatura de 250°C.

Quanto a validagdo analitica, obtiveram-se LD inferiores a 1 ug/mL. A gama de
trabalho estudada, 1 a 9 pg/mL demostrou boa linearidade (r*>0,9916), assim como

valores de repetibilidade adequados (RSD < 8).

O método desenvolvido SPME-GC-MS foi testado em amostras de daguas
intersticiais de sedimentos marinhos, ndao sendo detetada a presenga de Aacidos
volateis. Devido ao limitado volume de amostra disponivel, apenas se realizou um
ensaio fortificado com uma concentragdo de 25 pug/mL de modo a demonstrar que o
método era adequado. Nesta etapa do estudo ocorreu um problema com a coluna
cromatografica, verificando-se uma inclinacdo acentuada da linha de base a partir dos
6 minutos de tempo de corrida, ou seja, quando se atingiam temperaturas mais
elevadas no forno. Deste modo nas amostras fortificadas apenas foi possivel a

identificacdo do acido butandico.
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Conclusao

A SPME demonstrou ser um método de preparacdo de amostra simples,

rapido, isento de solventes e adequado para a monitorizagao em GC-MS.
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Anexos

Anexo A - Formulas

O célculo da média (X), desvio padrdo (O) e a aplicagdo do método dos

mininmos quadrados (linearizacdo), foram efectuados com recurso as funcdes

pré-definidas do software Microsoft Excel.

O desvio padrao relativo (RSD) foi calculado com recurso a seguinte equacgao:

RSD = (g)me%

Anexo B - Curvas de calibragao
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Figura B.1 - Curva de calibracdo do acido acético.
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Figura B.2 - Curva de calibracdo do acido propandico.
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Figura B.3 - Curva de calibragdo do 4cido butandico.



