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RESUMO

O tetranitrometano (TNM) € uma substancia nociva ao meio ambiente e a
saude humana, altamente explosivo quando impuro e sendo até considerado pela
Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer, um agente quimico
possivelmente cancerigeno para os seres humanos. Devido a esta periculosidade, a
caracterizagdo quimica de residuos industriais, que normalmente sdo tratados pelo
processo de incineracdo onde h& eliminacdo de gases para a atmosfera, torna-se
fundamental. Este trabalho traz uma abordagem em relacdo a cromatografia e aos
recursos utilizados atualmente acoplados com esta técnica, como o espectrémetro
de massas e 0 processo de pré-tratamento de amostras por headspace. Utilizando
as técnicas em conjunto, cromatografia gasosa, espectrometria de massas e
headspace (CG-EM-HS), foi construida uma curva analitica para a determinacdo de
TNM e foram analisadas 10 diferentes aliquotas de amostras de residuos industriais,
sendo 5 fortificagbes das amostras. A curva analitica para o TNM apresentou uma
boa relacéo linear (R?> = 0,995) entre concentracdo e resposta analitica a partir de
25 mg.kg™ e nas fortificacdes das amostras, dois resultados apresentaram um grau
de recuperacdo acima de 80% e trés amostras fortificadas ndo apresentaram
recuperacdo. Ha varios outros testes, inclusive estatistico - como, por exemplo,
repetibilidade -, para que essa metodologia estudada neste trabalho possa ser
utilizada no dia-a-dia dos laboratérios analiticos, porém os resultados obtidos
sinalizam que € viavel um estudo mais aprofundado para que futuramente a técnica

CG-EM-HS possa ser utilizada na analise de TNM.

Palavras-Chave: Tetranitrometano, Cromatografia, Headspace, Espectrometria de

Massas.



PREFACIO

O escopo deste trabalho foi proposto e baseado na minha experiéncia
profissional em andlises quimicas ambiental pela técnica de cromatografia gasosa
acoplada com um detector de espectrémetro de massas e com um pré-tratamento e
injecdo de amostra pela utilizacdo de um headspace (analise de CG-EM-HS). Todo
o trabalho experimental foi realizado na empresa de analises quimicas ECOLABOR.

Com a finalidade de tornar a leitura mais dinamica e interessante, este trabalho
foi divido em duas partes:

e Parte A: Andlise de TNM por CG-EM-HS, que estd descrita a proposta e

desenvolvimento de uma nova possibilidade de procedimento analitico para
deteccdo de nitrocompostos presente em residuos sélidos industriais utilizando a
analise de CG-EM-HS;

e Parte B: Estudo dos fundamentos das Andlises de CG e EM, que apresenta 0s

meus estudos sobre os fundamentos gerais das Analises de Cromatografia e da

Espectrometria de Massas.

Em geral, tem se observado que a maioria dos trabalhos de graduacao inicia-
se como introdugcdo o estudo dos fundamentos tedricos gerais para em seguida
descrever a parte relacionada ao trabalho experimental proposto.

Entretanto, como fundamentos tedricos sdo extensos e ricos em detalhes
fisico-quimicos e analiticos, neste trabalho optei por uma inversdo, aonde o0s

fundamentos tedricos sao apresentados apés o trabalho experimental.

Desejo a todos uma boa leitura.
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Parte A. Analise de TNM por CG-EM-HS

1 CONTEXTUALIZACAO DOS OBJETIVOS

A incineracdo produz gases que, lancados na atmosfera durante o processo,
podem ser nocivos e prejudiciais ao meio ambiente e/ou a saude humana. Desta
forma, os 6rgdos ambientais definem valores méaximos de eventuais contaminantes
que podem ser lancados ao meio, a fim de preservar as condicbes minimas de
qualidade em relacdo ao meio no qual estamos inseridos. Em residuos industriais,
varios compostos precisam ser monitorados, antes de sua incineragéo, devido a sua
alta toxicidade, como por exemplos clorofluorcarbonetos (CFC’s) e nitrocompostos.

A Figura 1 apresenta a estrutura quimica dos CFC’s mais comuns. Esses
compostos sao prejudiciais ao meio ambiente porque atuam na destruicdo catalitica

da camada de 0z6nio %7,

T T [
o \"‘“\‘\C\\Cl g \““WCH‘\F e ;}C,\ CN“WC\\F
cl cl cl cl
CFC-11 CFC-12 CFC-113
A) (B) (C)

Figura 1. Estruturas quimicas de alguns CFC’s. Nome quimico: (A) triclorofluormetano, (B)

diclorodifluormetano e (C) 1,1,2-tricloro-1,2,2-trifluoretano 2]

A camada de ozobnio atua como um filtro da radiacdo solar diminuindo a
intensidade de incidéncia dos raios ultravioleta na superficie da Terra. As moléculas
de ozbnio, O3 podem absorver os raios ultravioletas, hv, com comprimentos de onda
menores que 240 nm e, por um mecanismo de reacéo radicalar, se transformam em
moléculas de oxigénio, que por sua vez também podem absorver mais radiacdo
ultravioleta, hv, e formar moléculas de oz6nio %, Desta forma, ocorre na camada de

0z6nio um equilibrio quimico que envolve a radiacdo ultravioleta (Reagéo 1).

hv
203 (9) T 302 @ Reagéo 1
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A presenca de CFC's na camada de o0z6nio interfere neste equilibrio, atuando
como catalisadores na reacdo de transformacéo das moléculas de O3 em O, com a
necessidade de pouca absorcdo dos raios ultravioleta (Reacédo 2) ?. A tabela 1

apresenta as propriedades fisico-quimicas do diclorodifluormetano.

20, <Fv> 30, Reagdo 2

Tabela 1- Propriedades fisico-quimicas do diclorodifluormetano !,

Parametro Valor
Abreviacdo CFC-12
Férmula Quimica CCl,F,
Massa Molar (g mol™) 120,91
Ponto de ebulicdo (°C) -29,8

O diclorodifluormetano apresenta uma temperatura de ebulicAo menor que
29 °C negativo. Desta forma, este composto ja estd na forma gasosa em
temperatura positiva, considerando a escala em graus Celsius. Mesmo com esta
caracteristica, as analises quantitativas rotineiras dos CFC’s mais comuns sao
realizadas pelo método US EPA SW 846 (United States Environmental Protection
Agency Solid Wast Method 8260C), que descreve a analise de compostos organicos
volateis (VOC’s — Volatile Organic Compounds) por cromatografia gasosa acoplada
com um detector de espectrometria de massas por headspace (CG-EM-HS), na
maioria dos laboratoérios de analises ambientais.

Apesar de a metodologia descrever andlise para VOC’s, a US EPA indica a
determinacao de CFC’s por este método, pois na técnica utilizada a amostra precisa
estar na forma gasosa ou volatilizada no momento de sua injecdo no cromatégrafo.
A definicdo sobre cromatografia pode ser visto no item 2.3 da Introducéao.

Outro composto que € muito prejudicial ao ser humano, por se muito reativo e
até mesmo explosivo, e precisa ser monitorado antes do processo de incineracao é
o tetranitrometano (TNM). Um dos métodos mais utilizados para a analise deste
composto é baseado na metodologia da NIOSH (National Institute for Occupational

Safety and Health Method 3513), que utiliza cromatografo a gas com detector

12



termidnico de nitrogénio e fosforo (CG-NPD). O NPD é um detector especifico, que
responde apenas as substancias que contem os elementos nitrogénio e/ou fosforo
em sua estrutura, sendo desta forma altamente seletivo e proporcionando uma alta
sensibilidade para as analises dessas substancias.

Desta forma, o objetivo deste trabalho € a determinagdo de TNM utilizando a
metodologia US EPA SW 846 Method 8620C, com a finalidade de analisar de uma
s6 vez os CFC’s e o tetranitrometano. A possibilidade de num mesmo método de
analise determinar diferentes tipos de compostos € muito interessante
economicamente em todos 0s aspectos — como, por exemplo: processo, insumos e
quantidade de amostra, entre outros.

Este objetivo é bem audacioso, visto que o TNM liquido é menos volatil que a
agua, o que o caracteriza como uma substancia semi-volatil, porém a metodologia
da US EPA SW 846 Method 8620C é aplicavel para composto que possui ponto de
ebulicao menor que 200 °C. Sendo, entédo, a priori, possivel a determinacdo de TNM

por este método.

13



2 INTRODUCAO

2.1 Residuos Industriais

Quando se trata de potencial poluidor, a atividade industrial € uma das fontes
mais representativas como causadora de impactos ambientais para o solo, agua e
ar 1,

Por definicAo da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, os residuos no
estado solido e semi-sélido sdo produtos gerados pelas atividades de origem
industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servicos e de varricao.
Ficam incluidos nesta definicdo os lodos provenientes de sistema de tratamento de
agua, aqueles gerados em equipamentos e instalacdes de controle de poluicdo, bem
como determinados liquidos cujas particularidades tornem inviavel o seu lancamento
na rede publica de esgotos ou em bacias hidrograficas e maritimas
(NBR 1004:2004) &,

2.1.1 Gestio de Residuos Industriais

A gestdo de residuos industriais deve atender aos seguintes principios:
prevencdo da geracdo de residuos; minimizacdo dos residuos gerados; reutilizacao,
reciclagem e recuperacdo ambientalmente segura de materiais ou de energia dos
residuos ou produtos descartados; tratamento ambientalmente seguro dos residuos;
disposicéo final ambientalmente segura dos residuos remanescentes; e recuperacao
das areas degradadas pela disposicdo inadequada dos residuos .

O tratamento de um residuo sélido, além da reducdo de volume, tem o
propdsito de reduzir a “complexidade” do residuo, transformando-o em material
inerte ou biologicamente estavel; de aproveitar uma parcela do residuo através da

reciclagem e, desta forma, preservara sadde publica e o meio ambiente .

2.1.2 Incineracao

Ha varias formas de tratamento e destinagdo de um residuo, dependendo da

classificacdo quanto a sua periculosidade em relagdo a saude publica e meio
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ambiente, como por exemplo, lixdo, aterro sanitario, usina de compostagem e
reciclagem, incinerador, entre outros 7.

A incineracdo é uma das tecnologias mais eficientes utilizadas para o
tratamento dos residuos sélidos, tanto urbanos como industriais, devido a reducéao
do volume do material incinerado. Porém, apresenta um impacto ambiental com
relacdo a dificuldade no controle dos tipos e quantidades de gases emitidos pelo
processo de combustdo 8. A Figura 2 apresenta um tipo de incinerador que mostra

claramente a saida de gases do processo.

Saida de gases

»AaNsaon

!

Inspecao |
visitavel £

— Frosta da grelha
Entrada de combustive
Saida da pressao

Alimentador
de lodo

st

[[ TTTILL dl/_]
nw— Queima de

J(;E'll!(i:! cle! }:) combustivel
dispersao de arf” T auxiliar
-~ s e |

Entrada de ar |
de combustao l

Figura 2. Desenho esquemaético de um incinerador .

As vantagens da incineracéo sao:

o reducédo de até 95% do volume inicial e em relacdo ao peso uma reducéo

de 85% a 90% do valor inicial;
o diminuicdo do potencial toxico dos dejetos;

o possibilidade de utilizacdo da energia liberada com a queima 7.

Como desvantagem, temos a questdo do custo por tonelada tratada,
principalmente em razdo da utlizacdo de filtros e implementos tecnoldgicos
necessarios para controle de poluicdo atmosférica, e a emissdo de poluentes
atmosféricos [*#.
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Neste processo ocorre a oxidacdo do residuo a alta temperatura, com queima

48] Deve

dos gases entre 1.000°C a 1.450°C, no tempo de até quatro segundos
ocorrer em instalacbes bem projetadas corretamente operadas, onde aconteca a
transformacdo de materiais e a destruicdo dos microorganismos dos residuos
sélidos ¥,

O gerenciamento inadequado dos residuos sdlidos pode causar a problemas
ambientais, como poluicdo do solo, poluicdo da agua, poluicdo do ar e poluicdo

visual, e consequentemente atingir a satide da populacao .

2.2 Tetranitrometano

A Figura 3 mostra a estrutura quimica do tetranitrometano (TNM), cuja formula
molecular é C(NOy);. O TNM €& um oxidante reativo quando misturado com
hidrocarbonetos, compostos alcalinos e materiais metalicos. Esta substancia emite
odor irritante as vias respiratérias, apresenta efeito lacrimogénio e pode causar

queimaduras na pele .

Figura 3. Tetranitrometano ™

Estudos indicam um IDHL (International Digest of Health Legislation) de 4ppm
e um limite de exposicdo no ar de 1 ppm para o TNM, pois nos seres humanos, sua
inalacdo causa irritacdes nos olhos, além de problemas respiratérios 2. Ja foi
confirmado o carater cancerigeno em animais, com relevancia desconhecida para
seres humanos, porém a IARC (International Agency for Research on Cancer)

1 por

considera o TNM ser possivelmente cancerigeno para 0s seres humanos
este motivo temos que conhecer bem esta substancia e evitar a exposicdo a este

contaminante nocivo.
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O tetranitrometano (TNM) é um produto quimico organico altamente explosivo,
quando impuro, usado como um oxidante em propulsores de foguete, para aumentar
o indice de cetano dos combustiveis de diesel, e como um reagente para detectar
ligacbes duplas em moléculas organicas, e, na bioquimica, para a nitracdo de
tirosina em protefnas e peptideos ™.

N&do ha evidéncias da ocorréncia natural desta substancia . O TNM é
preparado pelo método de Chattaway, que € a nitracdo do anidrido acético com
acido nitrico anidro, com a formacdo do acido acético e gas carbbnico como
subprodutos, de acordo com a reacdo 3. O TNM também pode ser formado como
uma impureza durante o fabrico de trinitrotolueno (TNT), que € um dos explosivos

[9,11]

mais utilizados em aplicacbes industriais e militares As propriedades

fisico-quimicas gerais do TNM estéo apresentadas na Tabela 2.
4(CH3CO)2 + 4HNO3 — C(N02)4 + 7CH3COoH + CO» (Reagéo 3)

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do tetranitrometano e da agua 3.

Valor
Parametro
Tetranitrometano Agua
Abreviagao TNM -
Férmula Quimica C(NO,)4 H,O
Massa Molar (g mol™) 196,03 18,02
Insoluvel em agua; Substancias
Solubilidade polares
soltvel em alcool, éter
Presséo de vapor (mm Hg a 25 °C) 13 23,8
Densidade do liquido (g cm™ a 25 °C) 1,65 0,9970
Ponto de fuséo (°C) 13,8 0
Ponto de ebulicdo (°C) 126 100

O TNM liquido apresenta densidade e temperatura de ebulicdo maiores que a

agua e uma pressao de vapor menor, comparado com a mesma. Estes dados
17



indicam que o TNM liquido apresenta forgas intermoleculares mais fortes que a
agua. A solubilidade do TNM indica que a natureza das forcas intermoleculares € do
tipo forcas de London, caracteristicas em moléculas volumosas e apolares. O TNM é
insolivel em agua devido a sua geometria tetraédrica, como 0 metano, apesar de
possuir 4 grupos nitritos (NOy). Além disso, a baixa pressdo de vapor a 25 °C e a
alta temperatura de ebulicdo mostram que o TNM liquido é um menos volétil que a
agua, caracterizando-o como um liquido semi-volatil. O ponto de fusdo indica que o

TNM é um sdlido a temperaturas menores que 14 °C.

2.3 Analise por CG-EM-HS

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes
de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas
fases, que estdo em contato intimo **°. Uma das fases permanece estacionaria,

enquanto a outra se move através dela 1

. Durante a passagem da fase movel
sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sdo distribuidos pelas duas
fases de tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionaria,
devido a diferentes interacdes, o que resulta em migracGes diferenciais desses
componentes 14 15161

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser separados utilizando-se a
técnica denominada cromatografia gasosa °. A separacdo baseia-se na diferente
distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase estacionaria (sélida ou
liguida) e uma fase movel (gasosa) quimicamente inerte em relacdo a fase
estacionaria e em relacéo aos constituintes da mistura analisada .

A andlise qualitativa e quantitativa é realizada através da comparacdo entre
amostra e um padrdo, por meio de um registro grafico, chamado cromatograma
(Figura 4), que com algum tratamento de dados, obtém-se o tempo de retencéo (tr)
das substancias separadas, ou seja, 0 tempo que 0 componente em questao ficou
tanto na fase estacionaria como na fase movel, até sua deteccdo; ocasionando,
desta forma, a sua separacao dos outros componentes da amostra. As intensidades
das substancias separadas sao obtidas em forma de picos, cuja area é proporcional
a quantidade da substancia analisada na amostra **. Os fundamentos da Técnica

de Cromatografia estdo descritos na Parte B deste trabalho (pag. 45 a 88).

18



Tempo de retencio
L EL
€ /

PR
fl

W

I
)
Imjecio A .. __//

1] 1 2 3 4 5 6 v 4 a

Tempo

Figura 4. Cromatograma ™.

Entre os métodos modernos de analise e identificacdo de moléculas organicas,
a cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a facilidade com que efetua
separacdo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma ou
em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise, como a espectrometria
de massas *°1%.

A CG-EM (cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massas) consta de
um cromatografo, usualmente com coluna capilar, uma interface para ligacdo dos
dois sistemas, uma camara de ionizacdo onde os ions sdao formados com valores
especificos de relacdo massa-carga (m/z), uma camara (analisador de massas)
mantida sob vacuo onde ocorre a separacao destes e um sistema para a deteccao
de ions — que traduz os sinais de fragmentos carregados em sinais elétricos -,
acoplado a um sistema de registro com um programa para a interpretacdo dos
dados obtidos **¢,

O espectrdmetro de massas, além de fornecer o espectro de massas das
substancias, também permite gerar “fragmentogramas” que sao cromatogramas
onde sao registrados o0s sinais de substancias que contenham o fragmento
selecionado, 0 que aumenta enormemente o poder de “separacdo” da
cromatografia ™.

A técnica é baseada na ionizacdo das moléculas da amostra no estado de

vapor, produzindo fragmentos carregados da molécula *®. Podemos verificar na
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Figura 5, um esquema do que acontece com uma molécula genérica, na camara de

ionizagao.
Tomizag3o m/z27
m/z 29
m/z57
\\ ’ // a. analise de massa

: = Mri : :‘5 de todos os ions :>
M Ve =~ b. aquisigdo de dados
— //’\\ it c. grafico de barras 15 27 57 mig
m =58 e absorcio de mz 15 espectro de massa

excesso de energia decomposigio

ummolecular de M+

Figura 5. Processo de fragmentacao e andlise por espectrometria de massas °.

O processo de fragmentacdo consiste na ionizacdo da amostra, atraves de
muita energia fornecida a mesma - desta forma um elétron da camada de valéncia &
retirado da substancia, formando um cation (ion molecular). Porém a energia
fornecida é de grande magnitude, que ainda € capaz de fazer com que algumas
ligagBes quimicas deste ion molecular recém-formado se rompam, formando outros
ions. Cada ion formado tera uma m/z (relacdo massa/carga), que é a razao entre a
massa molar do ion e a carga do préprio. Apds este processo de ionizacdo, 0s ions
de carga positiva sdo separados de acordo com a razdo massa/carga, num
analisador de massas, através da imposicdo de um campo elétrico ou
magnético 1527,

Com os dados dos ions detectados, através de um sofisticado software de
tratamentos de dados, obtém-se um grafico de barras (espectro de massas), onde
no eixo vertical é fornecido a abundancia dos ions (intensidade dos picos) e no eixo
horizontal os m/z. Este grafico é utilizado para identificar substancias, pois o
espectro de massas € caracteristico, sob mesma condi¢cdes fisico-quimicas
(temperatura, pressao, energia de ionizacdo), a uma substancia, apresentando o0s
mesmos ions com 0s m/z, inclusive a proporcdo de um ion em relagéo ao outro 52,
Toda teoria sobre Espectrometria de Massa esta descrita na Parte B deste trabalho

(pag. 89 a 106).

Como mencionado, para a utilizagao da técnica CG-EM, as moléculas devem
estar no estado de vapor ou gasoso. Para conseguir este mudanca de estado fisico,

os analitos semi volateis normalmente sdo volatizados no processo de injecdo da
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amostra numa temperatura alta suficiente apenas para a transicdo de estado sem
sua degradacdo; ja para substancias volateis (VOC’s), como por exemplo,
triahalometanos, extrados de café, entre outros, a técnica mais indicado € a de
extracao gas-liquido, das quais se destacam o pré-tratamento em headspace ou em
purga e armadilha ¢,

e Técnica de extracdo por Headspace

A técnica de extracdo gas-liquido headspace (Figura 6) € particularmente util
na pré-concentracéo e andlise de compostos organicos volateis ®*"!. Nessa técnica,
um volume da amostra € adicionado ao frasco de andlise, o qual € lacrado, a
pressdo atmosférica, com um septo de silicone ™®. O frasco com a amostra é entao,
aquecido por um periodo de tempo programado “°.. Durante esse periodo, o analito
ird distribuir-se por duas fases dentro do frasco, a fase liquida e a fase gasosa, até

que entrem em equilibrio *°!,

G: Fase Gasosa ( headspace)
A fase gasosa ¢ comumente chamada de headspace e “repousa™
sobre a fase condensada da amostra

A: Fase da Amostra
A fase da amostra (geralmente sélida ou liquida) contém o composto
de interesse, combinado com o solvente,

Analito volatil

Amostra, solvente

Quando a amostra ¢ introduzida ¢ o frasco ¢ lacrado, os componentes
volateis difundem-se para a fase gasosa, até alcangar equilibrio,
indicado pelas setas. Entdo a amostra ¢ retirada do headspace.

Figura 6. Fases do vial de Headspace 2]

Uma vez em equilibrio, assim como em extracdes liquido-liquido, a razao da
concentracdo do analito nas duas fases se tornara constante, e a particdo do analito

sera descrita pela constante de distribuicao:

K = Cg/C
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onde Cy4 € a concentracdo do analito na fase gasosa, e C; € a concentracdo do
analito na fase liquida ou na amostra, e K é a constante de distribuicdo do analito
entre as duas fases *®. Posteriormente, uma aliquota da fase gasosa é retirada com
uma seringa e injetada no cromatégrafo de fase gasosa 62,

A principal vantagem da técnica € a eliminagdo de interferéncias de
compostos ndo volateis contidos na matriz durante as andlises, e também requer o
minimo de manipulacédo das amostras sem haver a necessidade do uso de solventes
organicos, comuns em extracdes liquido-liquido e liquido-sodlido, que séo toxicos e
carcinogénicos %! A técnica ainda permite um alto grau de automacéo, tornando o

procedimento simples e rapido *°!.

e Técnica de extracao por Purga e Armadilha

Na Figura 7 ilustra resumidamente as principais etapas do sistema de purga e
armadilha, também muito conhecido pelo meio profissional pelo nome em inglés
purge and trap. Em geral, a técnica de purga e armadilha prové uma maior
sensibilidade em relacéo a extracéo via headspace *®. Nesse método de extracio, a
amostra é purgada por um fluxo constante de um gas inerte, 0 qual carrega 0s
compostos volateis contidos na amostra até um tubo metalico contendo um material
adsorvente (trap) *®. Apds a etapa de purga, o material adsorvente é conectado a
linha de gas de arraste do cromatografo de fase gasosa, e € rapidamente
aquecido *®. Dessa forma, o analito é levado do material adsorvente, pelo fluxo de
gas de arraste, até a coluna cromatografica ™°.

Assim como para a extracdo via headspace, a técnica de purga e armadilha
também possibilita um minimo preparo de amostras e em meio aquoso, descartando
o uso de solventes organicos [°\. Entretanto, o sistema de extracdo tende a ser mais
complexo e caro em relacdo ao outro método de extracdo gas-liquido, pois muitos
elementos de purga podem causar efeitos adversos nas andlises e o funcionamento

do sistema requer aparato mais sofisticado ™.
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Figura 7. Principais etapas do sistema de purga e armadilha

[22]
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O fluxograma (Figura 8) apresenta as principais etapas conduzidas na parte
experimental deste trabalho para a determinacdo de Tetranimetrano (TNM), através
do método US EPA SW 846 Method 8620C.

Seletividade Curva > Andlise
do Método Analitica Quantitativa

v

Figura 8. Principais etapas da parte experimental.

A seletividade do método para a determinacdo de TNM, ou seja, a capacidade
do método em fazer com que a substancia de interesse seja separada e produza
sinal analitico durante o tempo de analise, foi determinada através de uma amostra
padrdo de TNM. Apds esta etapa apresentar resultado satisfatorio, portanto ser
possivel a identificacdo do composto de interesse, realizou-se o procedimento para
a determinacdo quantitativa de TNM nesta metodologia, com a construcdo de uma
curva analitica. E, por fim, as amostras de residuos industriais e suas respectivas
fortificacOes, para avaliar possiveis efeitos de matriz (amostra), foram analisadas

guantitativamente.

3.1 Materiais

Reagentes
e Tetranitrometano 100 mg PA (pureza 99,5%) foi adquirido comercialmente da

marca Chem Service (lote:4203500);

e Metanol grau HPLC (pureza >99,8%) foi adquirido comercialmente da marca
Qhemis (lote: H153531501);

e Agua mineral (marca Crystal, lote: P19.06.15);

e Padrdo Interno (PI) M-8260A/B-1S-10X 2000 mg.L™, marca AccuStandard,
lote: 214101362;

e Cloreto de sddio (NaCl) PA (pureza 99,8 %), marca Neon, lote: 23154;

e Areiaisenta de compostos organicos;

24



Vidrarias

e Balédo volumétrico de 10 mL;

e Micropipeta da marca Transferpette, volumes de 10uL - 100 pL e
100pL — 1000 pL;

e Frasco de headspace — vial de 22 mL da marca Uniglas;

Equipamentos

e Balanca analitica;

e Amostrador automatico de headspace Agilent modelo G1888;
e Cromatografo gasoso Agilent 7890A;

e Espectrometro de Massas Agilent 5975C.

3.2 Preparacao de solucoes

Para a preparacdo da amostra padrdo de TNM, construcao da curva analitica e
a realizacdo das fortificacBes, utilizou-se aliquotas de uma Solucéo Intermediéaria de

TNM, que foi feita através da diluicdo de uma Solugcédo de TNM.

Preparacio de Solucdo de TNM 10000 mg.L™?

Dissolveu-se 100 mg do padrao de tetranitrometano num baldo volumétrico de
10 mL contendo metanol e completou-se o volume, com metanol, até o traco de

afericao.

Preparacio de Solucio Intermediaria de TNM 250 mg.L™?

Utilizando uma micropipeta, adicionou-se uma aliquota de 250 pL da solugdo
de tetranitrometano num balédo volumétrico de 10 mL contendo metanol. Completou-

se o0 volume, com metanol, até o traco de aferigéo.
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Preparacio da solucdo de Padrio Interno (P1) 50 mg.L™?

Realizou-se uma diluicdo do Pl 2000 mg.L™ num baldo volumétrico de 10 mL
contendo em metanol. Completou-se o volume, com metanol, até o traco de
afericéo.

O Padréo Interno é usado para fins quantitativos, que consiste em adicionar
uma quantidade conhecida da solucdo do Pl na amostra a ser analisada e relacionar
as areas do(s) analito(s) com o do Padrao Interno *°!.

O PI utilizado € uma mistura de 3 substancias em quantidade em massa
iguais. Composicéo: fluorbenzeno (CgHsF), clorobenzeno ds (CgDsCl),
1,4-diclorobenzeno d4 (CsD4Cly).

Preparacao de solucdo modificadora de matriz

Em 500 mL de agua mineral, adicionou 180 g de NaCl. Homogeneizou-se a
solucéo até a completa dissolucao do sal.

Esta solucdo é utilizada para melhorar a eficiéncia da extracdo de compostos
organicos apolares, pois 0 aumento da concentracdo salina do meio pode resultar
em mudangcas no vapor, pressdo parcial, solubilidade, condutividade térmica,

densidade e tensdo superficial para um analito 2223,

Estas mudancas, ocorridas
pelo efeito conhecido como salting out, ocorrem como resultado da variacdo do
sistema de equilibrio vapor-liquido, favorecendo, no caso da extracdo gas-liquido

(headspace), a volatilizacdo dos analitos volateis #223,

3.3 Preparac¢ao da amostra padrao de TNM

Num frasco de headspace (vial), pesou-se 2g de areia e adicionou-se uma
aliquota da Solucado Intermediaria (ver Tabela 3), para obter uma concentracdo de
4 mg.Kg' de TNM. Neste vial, além da aliquota da Solucdo Intermediaria de TNM,
adicionou-se 10 mL de solu¢cdo modificadora de matriz e uma aliquota de 50 pL de
Padrédo Interno (P1) 50 mg.L™ . Imediatamente, lacrou-se o frasco e realizou-se a
analise cromatogréfica.

Apesar do PI, como mencionado anteriormente, ser utilizado para fins

guantitativos, sua adicdo, na amostra padréo de TNM, justifica-se pela necessidade
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de determinar os tempos de retencdo, além do tetranitrometano, das substancias

presentes na solugao de PI.

3.4 Preparac¢ao da curva analitica

Foram preparados 5 pontos (padrdes) para a construcdo da curva analitica,
na faixa de concentracéo de 25 mg.Kg™ a 50 mg.Kg' de TNM. Pesou-se 2 gramas de
areia para cada ponto e adicionou-se uma aliquota correspondente a concentracao
desejada de Solucdo Intermediaria de TNM (Tabela 3), num frasco de headspace
(vial). Em cada vial, além da aliquota da Solucdo Intermediaria de TNM, adicionou-
se 10 mL de solucdo modificadora de matriz e uma aliquota de 50 uL de Padréo
Interno (P1) 50 mg.L™. Imediatamente, lacrou-se os frascos e realizou-se a anélise

cromatografica.

Tabela 3 — Volume da Solucéo Intermediaria de TNM.

Concentracdo de TNM | Volume (pL) da Solugéo
(mg.Kg™) Intermediaria de TNM*"

4 32

25 200

30 240

35 280

45 360

50 400

*O célculo do volume da Solugéo Intermediaria de TNM € para uma massa final de 2 g;

*A unidade da Solucdo Intermediaria de TNM é mg.L™; portanto ao retirar um volume desta
solucdo, uma massa de TNM proporcional ao volume retirado esta presente. Essa massa de
TNM, adicionada numa massa (areia, por exemplo), nos fornece a unidade mg.Kg™.

3.5 Preparacao das Amostras

Para a determinacdo de TNM em amostras, selecionou-se 5 diferentes tipos
de residuos industriais. Em frascos de headspace (vials) — um vial para cada
amostra -, pesou-se uma aliquota de 2 g de amostra, adicionou-se 10 mL de solugdo
modificadora de matriz e 50 pL de PIl. Imediatamente, lacrou-se os frascos e

realizou-se a analise cromatografica.
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7

Na tabela 4 é apresenta as caracteristicas das amostras de residuos

industriais utilizadas nas analises.

Tabela 4 — Amostras utilizadas nas analises.

Amostra Descricao
Al Residuo de torta da ETEL (processo)
A2 Solo de escavacao/sondagem
A3 Percolado classe | inertizado
A4 Agregado siderurgico
A5 Semente de sorgo

Com o intuito de simular as diversas fontes de residuos industriais, foram
escolhidas amostras de diversas fontes, desde processos produtivos (siderurgicas),
passando por residuos de solo que sofreu processo de sondagem, até mesmo
residuo de origem agricola (sementes). Todos esses tipos residuos séao
frequentemente analisados em laboratérios analiticos de analises quimicas, com o
intuito de saber se caso estes passarem por um processo de incineracdo, quais 0s

gases nocivos que poderéo ser liberados ao meio ambiente

3.6 Preparacao das Fortificacoes de Amostras

Para a preparacdo das fortificagcbes de amostras, pesou-se uma segunda
aliquota de 2 g de cada uma das amostras, em frascos de headspace (vials) — um
vial para cada fortificagao.

Em cada vial, ap6s a pesagem da amostra, foi adicionado, com auxilio de
uma micropipeta, uma aliquota da solucéo intermediaria de TNM, correspondente a
uma concentracdo de 25 mg.Kg™* de TNM (ver Tabela 3). Adicionou-se 10 mL de
solucdo modificadora de matriz e 50 yL de Pl. Imediatamente, lacrou-se os frascos
e realizou-se a analise cromatogréafica.

O procedimento de fortificacdo (ou enriqguecimento, incorporacdo, dopagem,
que sao usualmente utilizados para o termo em inglés “spiking”), consiste na adigéo
do padrdo da substancia a amostra, para avaliar possiveis efeitos de matriz na

analise 2,
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3.7 Condig¢oes dos Equipamentos

Nas Tabelas 5, 6, 7, 8 e 9 estdo descritos 0s parametros experimentais
relacionados com as programacdes de temperatura e condi¢cbes de operacdo do
amostrador automatico de headspace, da coluna cromatogréfica, do forno para a

vaporizacdo da amostra e do espectrometro de massas

Tabela 5 - Programacéao da temperatura do amostrador automatico de headspace

Parametros Temperatura (°C)
Forno 80
Loop 90
Transfer line 100

Tabela 6 - Condicbes de operacdo do amostrador automatico de headspace

Parametros Valores
Equilibrio 10 min
Presséao 13,5 psi
Tempo de pressurizacao 0,2 min
Agitacao Alta

Tabela 7 - Condicfes de operacdo do cromatografo a gas

Parametros Valores
Coluna DB - VRX *
Comprimento 20m
Diametro interno 0,18 mm
Espessura do filme 1,00 pm
Gas de arraste Hélio
Presséo do gas de arraste 25,455 psi
Temperatura do Injetor 150°C
Razao do split 50:1

Modo de aquisicao SIM

% A coluna DB — VRX, possui uma fase estaciondria patenteada, porém sabe-se que
é uma fase com baixa polaridade **!.
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Esta metodologia, a temperatura da coluna (forno do cromatégrafo), durante a
andlise, ndo permanece constante (Tabela 8). Essa variacdo € de extrema
importancia para melhorar a separacao das substancias e diminuir o tempo de

[15]

analise, além de melhorar a simetria dos picos Esta programacdo de

temperatura € muito conhecido como rampa de aquecimento.

Tabela 8 - Programacao de temperatura usada no forno do cromatégrafo

Razao de aquecimento (°C/min) | Temperatura (°C) | Tempo de espera (min)
- 40 3,0
10 100 0
25 225 3,0

A rampa de aquecimento deste método consiste em comecar a analise em
40 °C e permanecer nesta temperatura por 3 min. Apds este periodo, ocorre um
aguecimento a uma taxa de 10 °C/min e quando a temperatura atinge 100 °C, a taxa
de aquecimento € alterada para 25 °C/min até atingir 225 °C. A temperatura de
225 °C permanece por 3 min, até que entdo o ciclo é retornado ao inicio para que a
andlise de outra amostra recomece.

No final da corrida cromatografica, todos os analitos a serem analisados ja
foram separados e detectados; porém uma alta temperatura de 225 °C é necessaria
para garantir que a coluna cromatografica seja “limpa” de todas as substancias da

amostra que possa ainda estar no sistema.

Tabela 9 - Programacao de temperatura espectrdmetro de massa

Parametro Temperatura (°C)
Fonte de ions 230
Quadripolo 150
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Seletividade do Método

A Figura 9 mostra o cromatograma da amostra padrao de TNM obtido pelo

software do equipamento de CG-EM

4 [2] TIC: C11_TNM.DDATASIM.MS
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Figura 9. Cromatograma da amostra padrdo obtido pelo software do equipamento de
CG-EM: gréfico da intensidade em funcdo do tempo.

A intensidade do pico é em funcdo do tempo de retencdo. A intensidade e a
largura do pico estdo relacionadas a quantidade da espécie ibnica detectada no
detector de massas e o0 tempo de retencdo esta relacionado a interacdo da
substancia com a fase estacionaria da coluna, onde a substancia que apresenta
maior interacdo com a fase estacionaria € retida por maior tempo na coluna e
aparece no cromatograma (grafico) com um tempo de retencdo maior. Observa-se
neste cromatograma a presenca de 5 picos. A atribuicdo do tempo de retencéo para

cada pico esta descrita na Tabela 10.
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Tabela 10. Dados de tempo de retencéo e intensidade (I) obtidos pelo cromatograma
da amostra padrdo de TNM e temperatura de ebulicdo, Te, obtida pelo software do
CG-MS

Pico 1 2 3 4 5

Tempo de
, 2,0 4,9 7,2 8,8 11,2
Retencao (min)

| (u.a) 2 435 2,5 46,6 63

Fragmentos da
o CH-,Cl, CsHsF C(NO2)4 CsDsCl CsD4Cl»
Substancia

Te (°C) 40 85,2 126 132 174

ApoOs a andlise do espectro de massas dos picos, verificou-se que o pico 1 é o
diclorometano; esta € uma contaminacao frequiente em laboratérios analiticos, visto
que € um solvente muito utilizado na extracdo de substancias semi-volateis. J& os
picos 2, 4 e 5 séo relativos as substancias que compdem o Padrao Interno (Pl). E o

pico 3 € do analito de interesse, tetranitrometano.

Devido a fase estacionaria ser de baixa polaridade, verifica-se que o0s
compostos polares eluem primeiro, pois ha pouca afinidade quimica com esta; e
outro fator importante a se observar € o ponto de ebulicdo de cada substancia, pois
nos compostos que possuem alguma interagdo quimica com a fase estacionaria da
coluna cromatografica, a dessor¢cdo do soluto (retorno a fase moével), ocorre por
volatilidade. Ou seja, devido a programacdo de temperatura usada no forno
(Tabela 8), as substancias voltam gradativamente a fase mdvel, conforme a
temperatura do forno atinja o tempo de ebulicdo da substancia, otimizando, desta
forma, a separacdo das substancias.

A Figura 10 é o espectro de massas do terceiro pico, obtido pelo software do

equipamento de CG-EM, que foi detectado na Figura 9.
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Figura 10. Espectro de massas do terceiro pico, obtido pelo software do equipamento de
CG-EM: gréfico da abundéncia em funcédo de m/z (massa/carga do ion).

Ao comparar o0 espectro de massas do terceiro pico da amostra padrao de
TNM (Figura 10) com o espectro de massas do TNM, obtido pela biblioteca padréo
do software (Figura 11), verifica-se que em ambos 0 ion que possui m/z 46 € o mais

abundante, e 0 segundo mais intenso é o m/z 16.

48 T ~
1004 Biblioteca Padrao
16
o
Sy
o\ M /o
50+ K N‘/
104 / \\
o
M o]
24 L
= 150 o g
30 |
o et T ; T T T T - ; ; T } : ; ; ; ; T
10 20 30 40 50 40 FO ®0 90 100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 210
[mainik) paetharnes, tetraritro-

Figura 11. Espectro de massas do TNM, obtido pela biblioteca padrdo do software.

A partir destes dados, o software da uma probabilidade de 26,3% de que o
espectro de massas do terceiro pico da amostra padrao de TNM ser do
tetranitrometno. Esta relativa baixa probabilidade, justifica-se ao fato de que as
propor¢cdes de todos os m/z em relacdo ao m/z 46 da biblioteca padrao (software)
serem diferentes da encontrada na amostra padrdo de TNM; e principalmente ao
fato de que a patrtir do terceiro ion mais abundante todos tém a mesma intensidade
no espectro de massas da amostra padrédo de TNM.

A dificuldade encontrada na diferenciacdo a partir do ion de terceira maior
abundéancia é normal, pois sua intensidade, do terceiro ion mais abundante, é baixa
e tem a mesma proporcao do ruido (interferéncia) de ions que ha no sistema

cromatografo — isso acontece, pois 0 equipamento recebe uma grande quantidade
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de amostras e periodicamente € necessario desmontar o equipamento e limpar o
analisador de massas, para retirar ions que ficam retidos.

Os picos em m/z (46), (16), (104) séo atribuidos aos ions (NO*,0" e C(NO,),"),
respectivamente, relacionados a fragmentacédo da molécula de TNM, de acordo com
os dados da biblioteca do software do equipamento de espectroscopia de massas,

apresentados na Figura 11.

Sendo que na amostra padrdao de TNM foi adicionado moléculas de TNM e
seu espectro de massas € compativel com o espectro de massas do TNM da
biblioteca padrdo (software), pode-se afirmar que o TNM, nestas condi¢cées de
analises, possui um tempo de retencdo de 7,2 min. Logo todo pico que aparecer
neste tempo de retencdo e possuir o mesmo espectro de massas foi considerado

TNM.

4.2 Curva Analitica

A Figura 12 apresenta os dados estatisticos da curva analitica de TNM. Para fins
quantitativos de tetranitrometano, utilizou-se o método de padronizagédo interna;
portanto, tem-se uma curva (abundancia X/abundéncia PI) x Concentracao de X,
onde X representa TNM e PI representa Padrao Interno.

10

Abundancia X y = 0,306x - 6,406

Abundancia Pl R? = 0,995 -
8 /
7

*

R

25 30 35 40 45 50

Figura 12. Curva Analitica de TNM. Concentragdo mg.Kg™
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A utilizacdo do padrao Interno (PI) é indicado para minimizar flutuacdes (erros),
principalmente no processo de injecao e variagdes instrumentais, como por exemplo,
deteccéao.

Nota-se que a curva analitica do TNM possui uma boa linearidade, ou seja, ha
uma relacao linear entre concentracéo e resposta analitica (R*= 0,995), pois quanto
mais proximo de 1 for o R? maior a relacdo entre concentracdo da substancia de
interesse e resposta analitica.

Vale salientar a menor concentracdo da curva é 25 mg.Kg™, que comparado
analise pelo detector NPD, utilizando como referéncia o método da NIOSH (Method
3513), encontra-se em alguns métodos analiticos, como menor concentracéo a ser
detectado de 146 mg.Kg™’. Ou seja, este método possui uma reducéo de mais de 5

vezes a menor concentracdo quantificada.

4.3 Analises Quantitativas

e Amostras

Todas as 5 amostras analisadas, no tempo retencdo corresponde ao TNM,
apresentaram um cromatograma e um espectro de massas iguais. A Figura 13 é o

cromatograma da amostra A3 e a Figura 14 €& o espectro de massas,

correspondente ao tempo de retencdo do TNM, da amostra A3.
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Figura 13. Cromatograma da amostra A3.
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Figura 14. Espectro de massas da amostra A3, correspondente ao tempo de retencdo do
TNM.

Ao analisar o cromatograma (Figura 13), nota-se um pequeno pico presente
proximo a 7,2 min, sendo este o tempo de retencdo do TNM. Porém, ao analisar o
espectro de massas deste pico (Figura 14), verifica-se apenas um ion intenso, em
relacdo aos outros, de m/z 16 e alguns outros ions de m/z caracteristicos de ruido
(interferentes). Aparentemente, os ruidos parecerem intensos, mas essa impressao
é ao fato da intensidade do ion de m/z 16 ser baixa também; logo proporcionalmente
a este ion, o ruido é intenso.

Sendo que o ion de maior abundancia fornecido pelo tetranitrometano €,
conforme a biblioteca padréo (software), 0 m/z 46, conclui-se que na amostra A3 ndao
ha concentracéo de TNM superior ou igual a 25 mg.Kg™.

Conforme mencionado anteriormente, todas as amostras apresentaram o
mesmo perfil de cromatograma e de espectro de massas, no tempo de retencéo
correspondente ao TNM, portanto nenhuma amostra (Al, A2, A4 e A5, além da A3)

apresentaram resultados positivos para TNM.

e Fortificacbes das Amostras

A Tabela 11 apresenta todos os resultados das 5 amostras, das fortificacdes
de cada uma das amostras, além do grau de recuperacdo das fortificacdes das

amostras.
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Tabela 11 — Concentracdo de TNM nas amostras, fortificacbes de amostras e grau de
recuperacao das fortificacoes.

~ Grau de
~ Concentracéo ~
Concentracgao Recuperacao
de TNM na
- de TNM na - ~ da
Amostra Descricao Fortificacao - ~
Amostra Fortificacao
A da Amostra
(mg.Kg™) (mg.Kg™) na Amostra
Residuo de torta da .
Al N 20,92
ETEL (processo) egativo 0,9 83,68
A2 Solo de Negativo 26,06 95,76
escavacao/sondagem
A3 P erc.olado classe | Negativo Negativo 0
inertizado
A4 Agregado siderurgico Negativo Negativo 0
A5 Semente de sorgo Negativo Negativo 0

Obs.: Nas fortificacdes das amostras, foi adicionado uma concentracéo de 25 mg.Kg™

de TNM.

A Figura 15 mostra o cromatograma da fortificacdo da amostra A2; e a Figura 16

mostra o espectro de massas da fortificacdo da amostra A2, do pico que saiu no

tempo de retencdo correspondente ao tetranitrometano.
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Figura 15. Cromatograma da fortificacdo da amostra A2.
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Figura 16. Espectro de massas da fortificagdo amostra A2, no tempo de retencéo
correspondente ao TNM.

Observa-se no cromatograma (Figura 15) um pico no tempo de retencao
correspondente ao TNM; portanto ha uma forte indicacdo que houve recuperacao da
fortificacdo realizada na amostra A2.

Analisando o espectro de massas deste pico (Figura 16), verificamos o ion de
maior intensidade m/z 46, correspondente a fragmentacdo do TNM. Apesar de
apenas o ion de maior intensidade aparecer no espectro de massas, na ha davidas
em relacdo ao composto, haja visto que a mostra A2 sem a fortificacdo apresentou
valor negativo para TNM e seu espectro de massas apenas com ions de
interferentes; jA& a amostra fortificada apresentou um pico no cromatograma no
tempo de retencdo correspondente ao tetranitrometano e este pico possui 0 ion
correspondente a fragmentacéo de sua molécula.

Os cromatogramas e espectros de massas das fortificagcbes das amostras Al e
A2 foram semelhantes. Com os dados das areas dos picos, calculou-se na curva
analitica (Figura 12) a concentracdo de TNM nas fortificacdes das amostras Al e A2,
obtendo como resultados, respectivamente, 20,92 mg.Kg™ e 26,06 mg.Kg™.

Resultados considerados excelentes, visto que normalmente em laboratérios

analiticos de analises ambientais, trabalha-se como um erro aceitavel de até 20%.

Jé& as fortificagbes das amostras A3, A4 e A5 apresentaram um cromatograma e
espectro de massas iguais ao da propria amostra sem fortificacdo. Conclui-se,

portanto, que nao houve recuperacdo destas fortificacbes de amostras, algo
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esperado, j& que o TNM é extremamente reativo devido as suas ligacdes de
ressonancia.

Provavelmente, pelo fato de que a matriz de residuos industriais é altamente
impura, ou seja, um ambiente propicio para acontecer alguma reacdo, as moléculas
de tetranitrometano reagiram com algum composto da amostra transformando-as
numa outra substancia. A possibilidade de perca no processo ndo se sustenta
devido ao fato de que as substancias que formam a solu¢cdo do Padréo Interno (PI),
sairam perfeitamente, como pode-se ver na Figura 17 que mostra o cromatograma

da fortificagdo da amostra A3 .

Ahundance]

Amostra A3 -
Fortificada

140000

120000

100000

20000

60000

40000

20000

| A . \ , P L

T T T
Tirne--= 5.00 7,00 10.00

Figura 17. Cromatograma da fortificagdo da amostra A3.

Este pequeno pico que aparece em 7,1 min, no mesmo tempo de retengcao do
TNM, é apenas ruido, como podemos verificar através do espectro de massas deste

pico (Figura 18), que apresenta como ion mais abundante o m/z 16.
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Figura 18. Espectro de massas da fortificacdo amostra A3, no tempo de retencdo
correspondente ao TNM.
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Portanto, nota-se que quando o meio é inerte ao TNM, sua recuperacdo em
fortificagOes fica dentro do critério de aceitacdo. Vale frisar, que este procedimento
de fortificacbes de amostras em residuos industriais foi aplicado exclusivamente
neste trabalho a fim de comprovar a eficiéncia da metodologia, pois no dia-a-dia dos
laboratérios comerciais ndo é realizado este procedimento em residuos industriais,
devido a alta complexidade da matriz. H4 outros controles de qualidade que
asseguram a confiabilidade de um método nestes casos, como por exemplo, padrao

de controle, padrao de verificacdo, entre outros.
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5 CONCLUSAO

Fica claro com os resultados apresentados neste trabalho que a metodologia
US EPA SW 846 Method 8620C é viavel para a determinacéo de tetranitrometano,
obtendo desta forma, uma economia em todo o aspecto produtivo, tanto em relacao
a insumos como saude ocupacional e protecdo ambiental.

Apesar de o TNM ser um composto semi-volatil, verificou-se que este método €
sensivel para o composto de interesse, numa faixa de trabalho linear a partir de
25 mg.Kg™, concentracdo bem abaixo do que é praticado por alguns métodos que
detectam apenas a partir 146 mg.Kg™, além de toda confiabilidade que a técnica de
espectrometria de massas traz a analise.

Portanto, abre-se uma grande janela de oportunidade, para que todos os
segmentos que necessitem de realizar a determinacdo de TNM, possa validar esta
metodologia em seu escopo de trabalho, baseado na analise por CG-MS-HS. Vale
mencionar, que € necessario varios outros testes para a validacdo deste método,
como por exemplo, teste de repetibilidade, robustez, entre outros, porém €& um
caminho que pode ser trilhado.
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Parte B: Estudo dos Fundamentos das Analises de Cromatografia e
Espectrometria de Massas.

Nesta parte € apresentado o estudo dos fundamentos das analises de
cromatografia gasosa e da espectrometria de massas, que foi necessario para a
melhor compreenséo das técnicas analiticas utilizada na analise de tetranitrometano

apresentadas na primeira parte deste trabalho.

1 CROMATOGRAFIA

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases,

que estdo em contato intimo . Uma das fases permanece estacionaria, enquanto

(1.2]

a outra se move através dela <. Durante a passagem da fase mével sobre a fase

estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos pelas duas fases de tal
forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionaria, o que resulta
em migracdes diferenciais desses componentes 2.

Dois bons exemplos didaticos e muito utilizados em experimentos escolares,
para a compreensao geral desta técnica, é a cromatografia em papel (ver Figura 1),

e a cromatografia em coluna (Figura 2) com fase estacionaria sélida 2345,

——— ——— ——— ———
Tira de papel
[fa=e estacionaria)
G substancias
—— .r__::—:ﬁf separadas
Amaostra % [—— | — - ——
Zolvente —
[fase mavel] ™, s 5 /
A} (B]
Figura 1. Cromatografia em papel — ilustragdo esquematica: (a) inicio do processo —

aplicacdo da amostra, e (b) processo de separacdo entre as substancias, causada pela
difusédo da fase moével pela capilaridade da fase movel com o papel e a interacéo diferencial
das substéancias entre a fase mével e a fase estacionéria.
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Figura 2. Cromatografia em coluna com fase estacionéria
sélida — ilustragdo esquematica: (A) inicio do processo —

aplicacdo da amostra; e (B) processo de separacdo entre as
substancias da amostra pelo processo de adsorcao diferencial
com a fase estacionaria.

A Figura 1 mostra esquematicamente 0 processo de separacdo das
substancias de uma amostra por cromatografia em papel. Nesta técnica, a
separacao das substancias ocorre por um mecanismo de particdo, que utiliza dois
liquidos, ou misturas de liquidos, um dos liquidos fica suportado sobre papel de filtro,
atuando como fase estacionaria e o0 outro liquido atua como fase movel
(eluente) 234 A amostra é aplicada no papel e mergulhada na fase mével 234, A
fase movel sobe por capilaridade e arrasta a substancia pela qual tem mais
afinidade, separando-a das substancias com maior afinidade pela fase
estacionaria **%. Os componentes que tém capacidade de formar ligacdes (ou
“‘pontes”) de hidrogénio com a fase estacionaria migram mais lentamente através do
papel 234,

A Figura 2 apresenta esquematicamente o processo de separagdo das
substancias de uma amostra por cromatografia em coluna recheada com fase
estacionaria solida, cujo mecanismo de separacdo € por adsorcdo diferencial da
substancia com a fase estacionaria **. Nesta técnica, utiliza-se uma coluna de vidro
com uma torneira na extremidade inferior e aberta na parte superior >\ A coluna de

vidro é preenchida completamente com uma fase estacionaria sélida, por exemplo:

46



silica gel ou alumina, e embebida por um solvente liquido (fase mével) 3. A
amostra é arrastada pela fase mével pela acdo da gravidade e a velocidade de
arraste dependera da polaridade das substancias que compdem a amostra %,

Entre os métodos de analises quimicas utilizados em laboratérios académicos
e industriais, a cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a facilidade com
que efetua a separacéo, a identificacdo e a quantificacdo das espécies quimicas 2.
Para isto sdo utilizados equipamentos cromatograficos, como mostrado
esquematicamente na Figura 3 como exemplo.

A Figura 3 mostra a separacdo das substancias em coluna com a fase mével
em fluxo induzido por uma bomba peristaltica . Um sistema de injecdo de amostra
estd acoplado na entrada da coluna cromatografica e na saida da coluna esta
acoplado um detector que diferencia o tipo de amostra ®. O detector é conectado a

um software especifico para a aquisi¢do de dados .

'

Amostra
liquida

] Aanl

Injetor —)[IColuna Cromatografica Detector Aquisicdo de dados

Reservatorio
do solvente
(Fase Movel)

Bomba
Peristaltica

Figura 3. Representagdo esquematica de um cromatografo comercial baseado em
cromatografia em coluna.

Atualmente, sdo fabricados comercialmente cromatégrafos mais modernos e
sofisticados, que apresentam a coluna cromatografica acoplada diretamente a outro
tipo de sistema de andlise, como por exemplo, um espectofotbmetro ou um

espectrémetro de massas .

1.1 Aspectos Historicos da Cromatografia

Os termos e expressbes “cromatografia”, “cromatograma” e “método
cromatografico” sdo atribuidos ao botanico russo Mikhael Semenovich Tswett, que
sistematizou a técnica no inicio do século XX ¥, Dentre varios trabalhos

desenvolvidos no periodo, dois deles, publicados em 1906, que descrevem suas
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experiéncias na separacao dos componentes de extratos de folhas - nas quais usou
colunas de vidro recheadas com varios solidos, finamente divididos, e arrastou os
diferentes componentes com éter de petréleo-, sdo considerados o “marco fundador”
da cromatografia, apesar dos registros anteriores a este descrevem experimentos
em alguns aspectos similares aos relatados por Tswett 7,

O nome deriva das palavras gregas chrom (cor) e graphe (escrever), embora ele
tenha explicitado que o processo ndo depende da cor, exceto para facilitar a
identificacdo dos componentes separados 2.

Apéds os anos de 1930, houve bastantes avancos, em 1941, Martin e Synge
publicaram um trabalho importantissimo no qual descreveram a cromatografia por
particdo (cromatografia liquido-liquido), aplicaram a cromatografia o conceito ja bem
conhecido em outros processos de separacdo, de altura equivalente a um prato, e
anteciparam o surgimento de duas técnicas cromatograficas pressurizadas, a
cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia . Por este
trabalho, receberam em 1952 o Prémio Nobel 12,

A cromatografia géas-soélido, também, foi descrita em 1941, por Hesse e
colaboradores, que separaram dois acidos graxos, no vapor a 100 °C, arrastando-os
sobre silica com um gés, diéxido de carbono, enquanto Cremer e Prior foram os
primeiros a descrever um cromatdgrafo a gas completo, utilizando hidrogénio como
gés de arraste, silica como fase estacionaria e um catardmetro como detector .

Utilizando o conceito de entrecruzamento, na coluna cromatogréfica para separar
moléculas biolégicas, em processo chamado por Hesse, de cromatografia por
permeacdo em gel "®. Usando este conceito, na area de macromoléculas,
separacdes por tamanho de polimeros, requisitando o uso de solventes organicos,

foram descritas por Moore em 1964, usando poliestirenos 2.

1.2 C(lassificacdes da Cromatografia

S8o varios os critéerios usados para a classificacdo das diferentes
modalidades de cromatografia, sendo mais comuns aqueles relacionados a técnica
empregada, ao mecanismo de separacao envolvido e aos diferentes tipos de fases

utilizadas 1.
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A forma fisica do sistema de cromatografia define a técnica geral: a fase
estacionaria pode ser colocada num tubo cilindrico ou disposta sobre uma superficie
planar 2. Desta forma, s&o descritas fisicamente como cromatografia em coluna e
cromatografia planar, respectivamente. A Figura 4 mostra as classificacdes da
cromatografia em coluna, segundo as formas fisicas mais encontradas 2.

Cromatografia em Coluna (C)

Fase Movel Gas (CQ) Liquido (CL) Fluido Supercritico (CS)

| |I | | | !_‘_\

Fase Estacionéaria Liguido Sélido Faseligada Liquido  Solido Fase Ligada Solido Fase Ligada
(L) (s) (FL) (1) (s) (FL) (s) (FL)

Tipo de cromatografia | | | | | | | |
(Siglas) CGL CGS CGFL CLL CLS CLFL CSS CSFL

Figura 4. Classificacdo da cromatografia em coluna pelas formas fisicas das fases moveis
e estacionérias e as siglas utilizadas para identificar os tipos de cromatografia %7,

Na cromatografia em coluna, de acordo com o tamanho do diametro interno
do tubo, temos colunas preparativas (6-50 mm), analiticas (2-6 mm), com
microdiametro (1-2 mm) e capilares (<1 mm) 2. As colunas preparativas e analiticas
sempre apresentam a fase estacionaria na forma de particulas, e a fase ativa na
separacédo pode ser um sélido ou um liquido, que tanto pode recobrir a superficie do
sélido como estar quimicamente ligado a ele . As colunas com microdiametro e as
colunas capilares também podem ser recheadas com a fase estacionaria
particulada, ou podem possuir a fase estacionaria sob a forma de um filme ou de
particulas somente aderidas as paredes do tubo 2.

Considerando o estado fisico da fase movel, distingue-se a cromatografia
gasosa, na qual a fase movel € um gas inerte, a cromatografia liquida, na qual a fase
movel é um liquido que pode interagir com os solutos, participando da separacéo, e
a cromatografia supercritica, na qual se usa como fase mével um vapor
pressurizado, em temperatura e pressdo acima de seu ponto critico, com as
vantagens de ter viscosidade menor que um liquido, mas mantendo as propriedades
de interagdo com os solutos 2.

A cromatografia liquida em coluna divide-se em dois grupos: a cromatografia

liquida “classica”, feita em colunas de vidro, sob pressao atmosférica, com o fluxo da

49



fase movel devido a forca da gravidade (por isso, essa técnica € também chamada
“‘cromatografia liquida por forga da gravidade”); e a cromatografia liquida que
normalmente utiliza colunas metalicas e pressdes de fase moével elevadas, obtidas
com auxilio de uma bomba de alta pressédo (por isso, €, as vezes, chamada
“cromatografia liquida de alta pressao”), que pode empurrar a fase movel com vazao
mais rapida (resultando em outro nome: “cromatografia liquida de alta
velocidade”) 2. A expressdo inglesa atribuida a essa modalidade, hight-performance
liquid chromatography, tem sido traduzida literalmente por “cromatografia liquida de

alto desempenho” @

. Porém este a denominagao “cromatografia liquida de alta
eficiéncia”, que é devido a sua caracteristica mais importante, que € a elevada
eficiéncia atingida na separacao 2,

O estado fisico da fase estacionaria pode ser liquido ou sélido. O liquido pode
estar simplesmente espalhado sobre um suporte sélido ou imobilizado sobre este 2,
A imobilizacdo pode envolver ligacbes quimicas entre o liquido e o suporte, ou
somente entre as cadeias do proprio liquido 2. Devido as vantagens de volatilidade
e solubilidade reduzidas atribuidas as fases estacionarias contendo o liquido ativo
na separacdo quimicamente imobilizado sobre o suporte, € comum considerar-se
esta categoria distinta, ou seja, a cromatografia com fase ligada ?. Justifica-se essa
distincdo pelo fato de seu mecanismo de separacao diferir com frequéncia dos

mecanismos atribuidos as fases estacionarias liquidas ou sélidas 2.

Uma outra classificacdo baseia-se na polaridade relativa das fases . Em
cromatografia gasosa, a fase moével € inerte e a separacdo ocorre devido as
interagcbes das moléculas da amostra com a fase estaciondria, enquanto na
cromatografia liquida, tanto planar como em coluna, a polaridade de ambas as fases
é importante 2. Chama-se “cromatografia liquida com fase normal”’ quando a fase
estacionaria € mais polar do que a fase movel, e “cromatografia com fase reversa”
quando se tem o inverso, ou seja, a fase mével € mais polar e a fase estacionaria,
mas apolar .

O método de introducdo da amostra e seu subsequente desenvolvimento
constituem um outro tipo de classificagao (Figura 5) @A introducéo da amostra em
uma unica aplicacdo e seu desenvolvimento com uma fase movel pura, que arrasta

a amostra ao longo da coluna, € o método da eluigéo, o tipo mais encontrado em
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cromatografia planar, cromatografia gasosa, cromatografia com fluido supercritico e
nas técnicas cromatograficas com fase mével liquida usadas em escala analitica .

Na cromatografia preparativa, especialmente em nivel industrial, usa-se
frequentemente o desenvolvimento por deslocamento, no qual os componentes da
amostra, uma vez aplicados a coluna, sdo arrastados ao longo dela, utilizando-se,
na fase moével, um deslocador que é mais atraido pela fase estacionaria que
qualquer um dos componentes 2. A substancia mais fortemente atraida deslocara,
entdo, os constituintes da mistura e cada um deles deslocara o que tiver menos
afinidade com a fase estacionaria, de tal maneira que, a saida da coluna, teremos
inicialmente o constituinte com menor afinidade quimica com a fase estacionéria e,
depois, os outros, na ordem do poder crescente de afinidade quimica % O
cromatograma resultante ndo mostra picos separados, mas bandas dos
componentes separados (Figura 5) 2.

Também se encontra em uso industrial a analise frontal, onde a amostra é
continuada aplicada a coluna ?. Os componentes emergem da coluna na ordem das
relativas afinidades, sendo o componente menos retido o Unico que sai na forma

pura (Figura 5) »7.

A+ B+ C

Fase estaciondria
(com eluente)

Eluente ( E ) Solugdo do deslocador (D) Amostra

Desenvolvimento

——D
}—c+D A + B +C|
—¢

[—B +C
l—B+E — & A+ B

i 4 B

—A A

—E

Resposta do detector

Eluicdo Deslocamento Andlise frontal

Figura 5. Métodos de desenvolvimento em cromatografia .
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Entretanto, considera-se que a classificacdo mais importante em
cromatografia baseia-se no mecanismo se separacdo, que pode dar-se por
processos fisicos, quimicos ou mecénicos .

Os processos fisicos sdo de sorcdo — adsorcdo ou absorcdo (particdo)-
baseados principalmente em atracées dipolares (forcas de Van der Waals), ou
couldmbicas, incluindo a formacéo de ligac6es de hidrogénio 2.

Quando se trata de um sdlido, como silica ou aluminio, como fase
estacionaria, a adsorcao do soluto ocorre na interface entre solido e a fase movel,
devido a presenca de grupos ativos em sua superficie (Figura 6a) ?. A dessorgéo do
soluto implica seu retorno a fase movel, por volatilidade (no caso da cromatografia
gasosa) ou solubilidade na fase movel (no caso das cromatografias liquida e com
fluido supercritico) . Esse é o mecanismo mais comumente encontrado em
cromatografia em camada delgada (CCD), em cromatografia gas-sélido (CGS),
cromatografia liquido-sélido (CLS) e cromatografia supercritica com fase
estaciondria sdlida (CSS) .

Quando a fase estacionaria € um liquido, espalhado na superficie de um
suporte sélido e inerte, ou nas paredes do tubo cromatografico, o processo é
interfacial; ocorre por absorcdo ou particdo e baseia-se nas diferencas de
solubilidades dos componentes da amostra na fase estacionaria (Figura 6b) @. A
volta dos componentes a fase movel depende de sua volatilidade (fase movel
gasosa) ou de sua solubilidade nessa fase (fase moével liquida) ?. Esse mecanismo
encontra-se na cromatografia em papel (CP), na cromatografia gas-liquido (CGL) e
na cromatografia liquido-liquido (CLL) ™.

Para o processo quimico de troca ibnica, a fase estacionéaria € constituida por
um suporte, ou matriz, onde sdo adicionados grupos funcionais ionizaveis . Assim
sdo obtidos os trocadores anibnicos, que tém sitios ativos carregados positivamente,
retendo anions, e os trocadores catibnicos, com sitios carregados negativamente
que retém cations . A fase moével é geralmente, uma solugdo idnica com
propriedades tamponantes, escolhida de forma a ser compativel com o tipo de
trocador utilizado . Dessa maneira, se a fase estacionaria, com carga negativa fixa,
retém cations, a fase modvel deve conter cations capazes de substitui-los
preferencialmente por eluicdo ou por deslocamento; na cromatografia por troca

ibnica, a fase movel deve conter anions para competir, com 0s anions presentes na
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amostra, pelos sitios carregados positivamente da fase estacionaria . A Figura 6c
indica uma representacdo do mecanismo de cromatografia por troca iénica (CTI) .
Outro processo quimico encontrado na cromatografia utiliza grupos com
especificidade bioldgica, quimicamente ligados ao suporte 4. Esses grupos, que
podem ser, por exemplo, antigenos, substratos ou lectinas, retiram da fase mével
somente os componentes complementares, 0s anticorpos, enzimas ou agucares,
respectivamente, deixando passar todas as outras espécies presentes na amostra,
como indica a Figura 6d . Na cromatografia por bioafinidade (CB), a eluigdo dos
componentes complementares retidos pode ocorrer com a mudanca das
propriedades da fase modvel, por exemplo a sua acidez, que modifica as
propriedades do grupo ligado ao suporte ou do componente complementar retido; os
componentes complementares retidos podem também ser removidos por métodos
de deslocamento, usando outro composto mais fortemente atraido a fase

estacionaria .
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Figura 6. Esquema dos mecanismos cromatograficos
de: a) adsorcéo; b) particdo; c) troca ibnica; d) bioafini-
dade; e) exclusdo 2.
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A cromatografia por exclusdo (CE) baseia-se em um processo puramente
mecanico, uma vez que nao envolve (pelo menos na teoria) forcas quimicas de

27 A fase estacionaria € uma matriz inerte, com particulas de forma,

interacao
tamanho e porosidade uniformes ?. As moléculas da amostra sdo separadas porque
as pequenas sao capazes de penetrar facilmente em todos os poros da fase
estacionaria, equilibrando-se com a fase maovel intrasticial e intersticial, enquanto as
grandes sao excluidas de todos o0s poros, passando entre 0s granulos e
acompanhando a fase movel intersticial, isto €, a fase movel que fica fora dos poros
da fase estacionaria, Figura 6e . As moléculas com tamanho efetivo intermediario
migram com velocidades varidveis para esses dois extremos; possuem penetracdo
seletiva nos poros, entrando em alguns, mas ndo em todos, e saindo da coluna em

ordem relacionada a seu tamanho efetivo 2.

1.3 Forgas Intermoleculares

Compreender as forcas intermoleculares, que também sédo chamadas de forcas
secundérias, € de extrema importdncia para a cromatografia, pois a separacdo
ocorre devido a interacdo das moléculas da amostra com a fase estacionaria; sendo
gue na cromatografia liquida, além da interacdo amostra/fase estacionaria, a fase
movel também participa do processo de separacao 2.

Todos os mecanismos de separagdo por processos fisicos — sorcdo ou
couldmbiana - e quimico de troca ibnica dependem fundamentalmente das forcas
intermoleculares e interidnicas, respectivamente @, A tabela 1 resume os tipos

diferentes de interac&o intermolecular Y.
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Tabela 1 — Forcas interidnicas e intermoleculares ™,

Tipo de Interacao Energia de Espécies que Interagem

Ligacéo (kJ.mol™)

fon-ion 250 Somente ions
fon-dipolo 15 fons e moléculas polares
Dipolo-dipolo 2 Moléculas polares estacionérias
0,3 Moléculas polares em rotacao
Dipolo-dipolo induzido 2 Pelo menos uma molécula deve
ser polar
London (dipolo induzido- 2 Todos os tipos de moléculas

dipolo induzido

Ligacéo hidrogénio 20 Moléculas que contém uma
ligagdo N-H, O-H ou F-H; a
ligagdo € um &tomo de H

compartilhado pelas moléculas.

Quanto maior a energia de ligacdo, mais forte é a interacdo. Nas forcas
dipolo-dipolo a interacdo ocorre entre elementos com cargas pontuais; em rotacao, a
distancia influenciara na interacéo e tera apenas uma interacéo residual *.

As forcas de London explicam as interacbes entre moléculas né&o
polares ™. A primeira vista, parece ndo existir um mecanismo de atracdo entre
moléculas ndo polares, porém, em um determinado instante, as nuvens de elétrons
de atomos e moléculas ndo sdo uniformes Y. Como resultado, uma regido da
molécula adquire uma carga parcial negativa instantanea e, a outra regidao, uma
carga parcial positiva instantanea **. No momento seguinte — na verdade, cerca de
10'® s depois -, as cargas podem se inverter ou estar em outras posicdes . Até
mesmo uma molécula ndo polar pode ter um momento de dipolo instantaneo
variavel Y,

As interagdes dipolo-dipolo induzido s&o fortemente relacionadas com as
interacOes de London, € um mecanismo pelo qual uma molécula polar interage com
uma molécula ndo polar (por exemplo, quando o oxigénio se dissolve na agua) ™.
Como as interagfes de London, as intera¢des dipolo-dipolo induzido tém sua origem

na capacidade que tem uma molécula de induzir um momento de dipolo em
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outra . Neste caso, porém, a molécula que induz o momento de dipolo tem um
momento de dipolo permanente ™,

As interacOes dipolo-dipolo em rotacdo em fase gas, interacdes de London e
as interacdes dipolo-dipolo induzido sdo conhecidas coletivamente como interacdes
de van der Waals %,

As interagdes de London sao “universais”, no sentido de que elas se aplicam
a todas as moléculas, independentemente de sua identidade quimica ™. Do mesmo
modo, as interacdes dipolo-dipolo dependem somente da polaridade das moléculas,
ndo de sua identidade quimica ™. Existe, no entanto, outra interagéo intermolecular
muito forte que é especifica para moléculas que tém certos tipos de atomos ™.

Esta interacdo chama-se ligacdo hidrogénio, que ¢é uma atracdo
intermolecular na qual um atomo de hidrogénio ligado a um atomo pequeno e
fortemente eletronegativo, mais especificamente N, O ou F, & atraido pelo par
isolado de elétrons de outro atomo de N,O ou F ],

1.4 Termos Técnicos

A cromatografia tem aplicacdes qualitativas e quantitativas, obtidas por meio
da analise do cromatograma depois de seu desenvolvimento, quer diretamente na
superficie planar quer pelo sinal registrado apés o eluado de uma coluna passar pelo
detector 7.

As Figuras 7 e 8 mostram cromatogramas tipicos de cromatografia planar e
cromatografia em coluna, respectivamente ?. Nelas também s&o indicados algumas
medidas de distancia, importante para cada tipo de cromatograma utilizado ?. Os
sinais obtidos no emprego das técnicas cromatograficas pressurizadas (CG, CFSC e
CLAE) podem ser registrados por um registrador, um integrador ou um computador
equipado com um programa especifico para tal finalidade ?. Nos dois ultimos casos,
a retencdo dos picos é dada, usualmente, em unidades de tempo em vez de
distancia, e alguns dos calculos podem ser realizados diretamente pelo programa de
aquisicdo de dados '?. Contudo, os calculos feitos manualmente sempre utilizam as
distancias 7.

Na cromatografia planar, a fase movel, proveniente de um reservatorio, passa

através dos pontos de partida da amostra e arrasta os componentes da amostra
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durante o processo de desenvolvimento, que € normalmente interrompido antes de a
fase movel atingir o outro lado da superficie planar 2. Define-se por d; a distancia
percorrida pelos componentes e por d, a distancia percorrida pela fase movel
(Figura 7) @,

Linha de

chegada
da fase mével
E
| ﬁ) O
°
o
o
""" Q@@ -----1Pontode partida

- — = =~ = = — — - — | Profundidade da
fase mével

Figura 7. Cromatograma tipico desenvol-
vido por Cromatografia planar .

Os mesmos termos se aplicam a um processo cromatogréafico realizado em
coluna, desde que os componentes permanecam no tubo cromatografico sem ser
eluidos . Contudo, normalmente a cromatografia em coluna precede com fluxo
continuo da fase mével, até que todos os componentes tenham saido da coluna e
sua presenca seja detectada por um detector e indicada graficamente 2.
Alternativamente, o eluato pode ser coletado em frac6es de volumes idénticos, suas
concentragfes medidas e o cromatograma construido, considerando-se o nimero do
tubo de cada fragdo equivalente a uma unidade distancia 2.

Nesses cromatogramas (Figura 8), a linha de base representa a passagem da

2 Quando os componentes da amostra

fase moével apenas através do detector
eluem, registram-se 0s picos cujos perfis sdo proporcionais as concentracdes
respectivas '?. Denomina-se dg a distancia percorrida pelo papel desde o instante da
injecdo da amostra no sistema cromatografico até o maximo do pico tragado, e dya

distancia desde a injecédo até a eluicdo de um componente que néo interage com a
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fase estacionaria (um composto chamado “ndo-retido”) . O dy representa distancia

percorrida pelo papel enquanto uma molécula da fase mével se movimenta do ponto
de injecdo até o detector %

" 1€

ta do dete

'I—k J1 Jh_a

injecdo Distancia D

Figura 8. Cromatograma tipico obtido por cromatografia em coluna .

1.5 Identificacao de Substancias

A partir destas informacdes, pode-se identificar substancias, utilizando as
caracteristicas da substancia analisada, tendo como parametro de comparagdo um
padrdo @, Para a cromatografia em coluna, é mais comum descrever o
comportamento cromatografico utilizando-se tempo ou volume, em vez de distancia,
e esta Ultima é medida no papel, enquanto o tempo ou o0 volume podem ser
diretamente relacionados com o processo que ocorre na coluna cromatografica 2.
Por isso, o tempo de retencdo, o tempo gasto desde o ato da injecdo até a saida do
ponto maximo do pico do sistema, tgr, € a variavel impressa pelos dispositivos
eletrbnicos, frequentemente acoplados a sistemas automatizados de

cromatografia '?. Faltando esse dispositivo, 0 tg € calculado a partir das medidas
tomadas do cromatograma:

R = dR/f,
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onde f é a velocidade do papel no registrador grafico, em unidades de cm min™ ou
mm s, e o tg, em unidades de minutos ou segundos, respectivamente 2.

O tempo de retencdo engloba todo o tempo que o componente em questao
fica no sistema cromatografico, quer na fase movel quer na fase estacionaria .
Quando as moléculas do soluto ficam na fase movel, elas devem movimentar-se
com a mesma velocidade das moléculas da propria fase movel 2. Entdo, a parte do
tempo em que as moléculas do soluto estdo na fase movel é igual ao tempo gasto

para as moléculas de fase movel percorrerem a coluna ty:

tM:dM/f.

Sendo assim, a parte do tempo em que as moléculas do soluto ficam retidas

na fase estacionaria é calculada pela diferenca:

t’R = tR - t|\/|.

O t'r, tempo que o soluto fica retido na fase estacionaria, € chamado “tempo
de retencdo ajustado” 2.
Similarmente, o volume da fase movel necessario para eluir um componente,

VR, € calculado a partir do cromatograma:

VR:tRF:dRF/f,

onde F é a vaz&o da fase mével em unidades mL min™ ou mL s,

Por volume de retencédo entende-se o volume de fase mdvel, necessario para
eluir a substancia, do momento da introducdo da amostra até o maximo do pico @. O
volume é uma caracteristica da substancia analisada para uma determinada
condicdo (coluna, temperatura), ou seja, € usado para identificacdo de
substancias ™,

De maneira similar, € calculado o volume requisitado para um componente
nao-retido sair da coluna:

VM:tMF:dMF/f.
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O Vu, também chamado “volume morto”, representa o volume da fase movel
nos poros da fase estacionaria e nos intersticios entre as particulas para uma coluna
recheada, ou nos espacos vazios em colunas contendo apenas a fase estacionaria
que recobre as paredes 7.

Essas medidas de distancia, tempo e volume sdo usadas diretamente para
fins qualitativos, isto €, para a identificacdo das substancias contidas na amostra, por
comparacio dos tempos ou volumes de retencdo ajustados '?. Essas medidas s&o
também usadas para calcular os varios valores relacionados a retencédo, a
separacio e a eficiéncia das separagdes cromatogréficas 2.

O fator de retardamento para cromatografia planar é definido pela razdo as

distancias percorridas pelo composto e pela fase mével:

RF = dr/dm

Comparacdes do valor de Rg da amostra com o de um padrdo sdo método
qualitativo mais usado na cromatografia planar 2.

Na cromatografia em coluna, o fator de retencdo, k, de um componente é
determinado pela razdo das quantidades das suas moléculas que ficam retidas na
fase estacionaria, ns, ou percorrendo a coluna na fase movel, ny . O fator de
retencdo também é relacionado a razao dos tempos que as moléculas ficam na fase

estacionaria e na fase moével . Esse termo ¢é calculado por:

k= Ns / nuy= (tR — tM) / tm= t’R/ tm.

O tempo de retencado ajustado, e o fator de retencdo sdo caracteristicos da
retencdo de um dado componente e utilizados para fins qualitativos 2.
Um outro termo, mais confiavel para fins de identificacao e evitar identificacdes
equivocadas, principalmente em matriz complexas, como por exemplo café soluvel,
€ o indice de retencéo, I, cujo célculo requisita um cromatograma com composto

padréo (alcanos normais), além do composto a ser identificado:

I =100Z + 100 [ (Yrex) - tr)) (Yrze1) - Pr)]
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onde t'rp) e t'rz+1) S@0 0s tempos de retengédo ajustados dos alcanos que eluem
imediatamente antes e depois do composto X, e Z é 0o numero de atomos de
carbonos no alcano apresentando t'rz) **2.

O fator de retencdo € relacionado a constante de distribuicdo, K, pelos

volumes das fases:

K:CS/CM:kVM/Vssz,

onde Cs e Cy representam as concentracdes do soluto nas fases estacionéaria e
movel, respectivamente, e  é a razdo do volume da fase movel, Vy, pelo volume da
fase estacionaria, Vs @. Os termos de retencdo s&o caracteristicos de um

componente 2,

1.6 Termos de Separac¢des dos Compostos

Quando se envolve mais de um componente na amostra, também se
calculam termos de separacéo 2.
O fator de separacgao, a, € calculado pela razdo entre os respectivos fatores

de retencdo que, por sua vez, sao relacionados aos tempos de retencéo ajustados:

G=k2/k1=t’R2/t’R1.

O fator de separagdo sempre trata de dois picos (ou manchas) adjacentes 2.
Um outro termo, a retencéo relativa, ris;, envolve a razdo de tempos de retengao
ajustados do componente i e de um padrdo (st), respectivamente @, A retencéo
relativa € também usada para identificacdo de substancias e pode ser calculada
para quaisquer picos no cromatograma, livre da restricdo de serem adjacentes %

Uma outra medida da separacdo de dois componentes consecutivos € a
resolucdo Rs?. A resolucéo é calculada a partir da distancia que separa os pontos
maximos dos picos e da média das larguras de suas respectivas bases, wy, ou das

larguras na meia altura, wy, (Figura9):

Rs=2 (dr2 — dr1) / (Wp2 + Wp1) = 1,177 (di2 — dr1) / (Wh2 + Wh1).
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Para a medida da largura de base, toma-se sempre a distancia entre as
tangentes tragadas nas laterais do pico ?. Observa-se que a resolugdo € um termo
sem unidades, o que implica a necessidade de utilizar sempre as mesmas unidades

para distancias (tempos) de retencdo e para as larguras de base (ou meia altura) 2.

1= dr2 >
1

L4
7y

e¢ao

n

1A j,t‘vfﬁ =2 ,L:vclf; w3

Figura 9. Medidas relacionadas & determinac&o da resolucéo .

Quando Rs =1, os dois picos sé&o razoavelmente separados, com somente 2%
de superposicido se as quantidades dos dois componentes forem iguais ?. Maiores
valores de resolucdo indicam melhor separacdo: Rs = 1,25 é suficiente para fins
qualitativos e Rs = 1,5 indica separacdo completa @. A Figura 10 mostra as
separacdes de dois compostos, presentes em diferentes quantidades, em valores de
resolucdo de 0,8, 1,0 e 1,25 12,
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concentragao 1:4 1:16

Rg = 1,25

AN
N A
AVEVAN

2izfs

Figura 10. Separacdo em funcdo da resolucdo de dois componentes presentes em

diferentes concentragdes .

Quando as razdes de concentragcdes sdo 1:1 e 4:1, ambos 0s picos sao
distinguiveis, mesmo com uma resolucao de 0,8; mas, quando a razéo de alturas é
16:1, o segundo pico nio pode mais ser identificado 2,

A eficiéncia representada por um cromatograma é medida em termos de
nimeros de pratos gerados . Um prato pode ser considerado equivalente a uma
etapa de equilibrio entre as duas fases, analogo aos pratos da teoria de
destilacdo '¥. Quando maior o nimero de pratos, mais equilibrios existirdo, maior
seréa a eficiéncia (picos mais estreitos) e, portanto, melhor a separacéo . O nimero

de pratos, N, é calculado usando-se as medidas do cromatograma:

N= 16 dr? / Wy = 5,545 (dr / Wh)%.

O emprego da largura do pico em meia altura (wy) é usada para picos mal
resolvidos e outras situaces que dificultam a medida do pico em sua base .

Sendo a eficiéncia mais bem relacionada ao tempo que o soluto que o soluto
permanece retido na fase estacionaria e nao ao tempo total requisitado pela corrida,
0 numero de pratos efetivos, Neg, pode ser calculado usando-se o tempo de retencéo

ajustado:
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Neft= 16 t'r? / Wp2 = 5,545 (f'r / Wh)>.

Este representa a eficiéncia da coluna, e maneira isolada do restante do
sistema, evitando assim influéncias do volume morto no injetor e detector . Lembre-
se de que a medida da largura da base ou a largura do pico na meia altura, nesse
caso, deve também ser tomada em unidades de tempo, e 0 nimero de pratos é um
nimero puro, sem unidades %,

Uma vez que o termo “prato tedrico” foi originalmente empregado para
expressar a eficiéncia de um processo de contato liquido-vapor em uma coluna de
destilacdo, quanto maior o niumero de pratos (N) mais eficiente € considerada a
coluna 1",

O numero de pratos obtidos pode ser afetado por varios fatores, incluindo as
condi¢cdes de andlise, o tamanho da amostra, o tipo de soluto e, principalmente, o
comprimento da coluna, fato que torna dificil uma comparag¢do do nimero de pratos
entre diferentes colunas '?. Por essa raz&o, a avaliagdo comparativa entre colunas é
feita usando-se a medida da altura equivalente a um prato, que corresponde a razao
entre o comprimento da coluna, L, e o nimero de pratos, eliminando a influéncia dos
diferentes comprimentos da coluna 2. O valor da altura equivalente a um prato, H, é
obtido:

H=L/N,
enquanto a altura a um prato efetivo, Heg, € calculada:
Heft = L / Nefr.
Quando as colunas contém particulas de diferentes tamanhos ou quando
estdo em uso colunas capilares com diferentes diametros internos, a comparac¢éao do
desempenho pode ser realizada pela altura reduzida do prato, h:

h=H/dyouH/d,

onde d, € o tamanho médio das particulas do recheio e d. € o diametro interno da

coluna capilar 2.
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Apesar de poder ser instrutivo visualizar uma coluna cromatogréafica como
uma série de estdgios ou pratos, como se fossem funis de separacéo, a teoria dos
pratos ndo é muito util em cromatografia, uma vez que as colunas cromatograficas
ndo possuem pratos . Apesar desta limitag&o, sua contribui¢do foi muito importante
para o desenvolvimento da teoria da cromatografia na década de 1940, e o termo
ainda € bastante utilizado até o presente, mesmo com as criticas de muitos
pesquisadores da area "

Uma outra propriedade importante de uma coluna cromatografica € a simetria
dos picos ?. E distor¢Bes frontais ou posteriores (caudas) induzem a superposicéo
dos picos 2,

Dois termos sao utilizados para medir a simetria dos picos, o fator de
assimetria, As, calculado a 10% da altura do pico; e o fator de alargamento, TF,

calculado a 5% de sua altura (ver Figura 11):

As = b/a

TF=(a+b) 2a.

10% da
altura do pico

5% da
} altura do pico

Figura 11. Medidas relacionadas ao calculo de fator de assimetria e fator de alrgamento 2.

Dado que a finalidade mais importante mais importante de qualquer
separacdo cromatografica € resolver os componentes da amostra, devem-se
considerar os parametros experimentais que influenciam a resolucdo ?. A Figura 12

mostra trés cromatogramas, destacando as contribuicdes de eficiéncia e seletividade
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da coluna na resolucdo . Assim, ma eficiéncia e ma seletividade resultam em ma
resolucdo, Figura 12a, pois bandas largas e pouco separadas tendem a sobrepor-
se @, Quando a seletividade € boa, pode-se compensar a ma eficiéncia, Figura 12b,
obtendo boa resolucédo . O ideal é boa resolugdo conquistada com boa eficiéncia e

boa seletividade, Figura 12¢ 1%.

AAN
AVANEVAN
-l

Figura 12. Cromatogramas ilustrando a relacdo entre resolugéo,
seletividade e eficiéncia 3.

A otimizacéo da resolucdo esta relacionada com os parametros experimentais

na equacao geral da resolucéo:

Rs =5 [l 7]

Y

que representa termos relacionados a eficiéncia, representada pelo numero de
pratos, N, a distribuicdo dentro da coluna, representada pelo fator de retencéo, k, e a

seletividade, representada pelo fator de separagdo, a ™

. Mudancas nesses trés
termos geram mudancas na resolucio e, consequentemente, na separacao 2.
A equacédo geral de resolucéo pode ser rearranjada, permitindo o calcula do

nimero de pratos requeridos para uma determinada separacéo %
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k2+1]2
k2

2
— 2| @«
Neea= 16 (Re)| 5] |
Esse numero € (til na determinacdo do comprimento da coluna necessario

para conseguir uma boa separacao 2.

1.7 Cromatografia Gasosa

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser separados utilizando-se a
técnica denominada cromatografia gasosa ?. A separagdo baseia-se na diferente
distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase estacionaria (sélida ou
liguida) e uma fase movel (gasosa) quimicamente inerte em relacdo a fase
estacionaria e em relagdo aos constituintes da mistura analisada ™.

A amostra, por meio de um sistema de injecéo, é introduzida em uma coluna
contendo a fase estacionaria . O uso de temperaturas convenientes no local de
injecdo da amostra e na coluna possibilita a vaporizagao dessas substancias que, de
acordo com suas propriedades e as da fase estacionéaria, sao retidas por tempos
determinados e chegam a saida da coluna em tempos diferentes . O uso de um
detector adequado na saida da coluna torna possivel a detec¢do e quantificacdo
dessas substancias %

A cromatografia gasosa € uma técnica com poder de resolucdo excelente,
tornando possivel, muitas vezes, a analise de dezenas de substancias de uma
mesma amostra ?. O uso bastante acentuado da cromatografia gasosa se deve
também aos baixos limites de detecgdo que podem ser conseguidos . Dependendo
do tipo da substancia a ser analisada e do detector empregado, consegue-se
detectar cerca de 10 ? g ou até menos . Essa caracteristica faz que haja
necessidade de apenas pequenas quantidades de amostra, 0 que, em certos casos,
é um fator critico e limita a utilizacdo de outras técnicas . E importante salientar
ainda que a cromatografia gasosa € excelente como técnica quantitativa, sendo
possivel a obtencdo de resultados quantitativos em concentra¢cdes que variam de
picogramas a miligramas 2.

Se, de um lado, a cromatografia gasosa apresenta todas essas vantagens, de

2l Essa técnica pode ser empregada na

outro, apresenta alguns inconvenientes
andlise de substancias volateis e estaveis termicamente; caso contrario, ha
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necessidade de se formar um derivado com essas caracteristicas, 0 que nem
sempre é viavel . A analise cromatogréfica, isoladamente é rapida, podendo ser
efetuada em minutos, ou até mesmo segundos ?. No entanto, na maioria das vezes
ha necessidade de etapas de preparacdo da amostra, antes que ela possa ser
analisada, para que ndo haja interferéncias durante a analise e contaminagdo da
coluna cromatografica . As vezes, essa etapa de preparagdo é longa e complexa,
aumentando em muito o tempo e o custo da andlise . Além disso, a cromatografia
gasosa ndo é uma técnica qualitativa eficiente, necessitando, muitas vezes, de
técnicas auxiliares para a identificacdo segura das substancias presentes na
amostra %, Outro fator negativo refere-se a dificuldade de utilizacdo da cromatografia
gasosa como técnica preparativa Y. Nesse caso, é necessario utilizar colunas
recheadas com maior diametro interno, para possibilitar separacdes na faixa de

microgramas a miligramas @,

1.7.1 Técnicas Utilizadas na Cromatografia Gasosa

A técnica de desenvolvimento usada em cromatografia gasosa é a eluigéo %,
Uma corrente de gas passa continuamente pela coluna e, quando a amostra
vaporizada € introduzida rapidamente nessa corrente de gas, ela é arrastada através
da coluna '@. As substancias presentes na amostra, depois de separadas, chegam
ao detector, que gera um sinal para um sistema de registro e tratamento dos
dados @

Em um cromatograma ideal, os picos apresentam-se separados e simétricos;
na pratica, pode haver sobreposi¢do parcial devido a uma separacao deficiente na
coluna, ou a presenca de picos com assimetria frontal ou caudas . A assimetria
frontal estd, frequetemente, relacionada com um excesso de amostra injetada ou
com o uso de colunas em uma temperatura abaixo do ideal para uma determinada
andlise . As caudas aparecem devido as falhas na técnica de injecdo da amostra,
ou devido a adsorcdo excessiva na fase estacionaria ou suporte 2,

A cromatografia gasosa pode ser realizada empregando-se colunas
recheadas ou capilares @. As colunas recheadas s&o constituidas por tubos de vidro,
aco inox, ou, mais raramente, cobre, com diametros internos de 1 a 4 mm e

recheadas com uma fase solida ou liquida, nesse ultimo caso, dispersa em um
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suporte sdlido . As colunas capilares sdo preparadas com capilares de silica
fundida de diametro interno de 0,10 a 0,75 mm, com fase estacionaria espalhada, ou
imobilizada na parede interna do capilar .

Na cromatografia gas-sélido, a fase estacionaria € um solido com uma grande
area superficial e a separacdo baseia-se em mecanismos de adsorcdo das
substancias nesse sdlido ?. A cromatografia gas-sélido é usada principalmente na
andlise de gases permanentes e compostos apolares de massa molar baixa %

Na cromatografia gas-liquido, a fase estacionaria é um liquido pouco volatil,
espalhado ou imobilizado a um suporte sélido ou as paredes das colunas
capilares . A separacdo baseia-se em mecanismos de particido das substancias
entre a fase liquida e a fase gasosa ?.

1.7.2 Equipamento para Cromatografia Gasosa

Figura 13. Esquema de cromatégrafo a gas: 1: fonte do gas de arraste; 2: controlador da
vazao e regulador de presséo; 3: sistema de injecdo da amostra; 4: coluna cromatografica;
5: sistema de deteccdo; 6: sistema de registro e tratamento dos dados 2.

O esquema basico de um cromatografico a gas mostrado na Figura 13, onde

as temperaturas dos componentes delimitados pela linha tracejada séo controladas
individualmente @,
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1.7.2.1 Fonte do gds de arraste

A fase movel, sendo gasosa, torna possivel um equilibrio rapido entre ela e a
fase estacionaria, fazendo da cromatografia gasosa um sistema altamente
eficiente ¥, Um cilindro contendo o gas sob alta pressao serve como fonte do gas de
arraste (fase movel), que levara as substancias presentes na amostra para fora da
coluna, quando elas nio estiverem interagindo com a fase estacionaria '?. Os gases
mais usados como fase mdvel sdo nitrogénio, hélio, hidrogénio e argénio ?. O gas
de arraste ndo deve interagir com o recheio da coluna, deve ser barato, disponivel e
compativel com o detector usado 2.

O gas de arraste deve também apresentar alta pureza (> 99,999%), sendo
aconselhavel o uso de filtros contendo silica gel ou peneira molecular, entre o
cilindro e o instrumento, para eliminar tracos de agua e hidrocarbonetos @. A
eliminagcdo de O, é mais dificil; no entanto, existem filtros especiais com essa
finalidade, disponiveis comercialmente @. A presenca de impurezas no gas de
arraste ndo afeta a separacdo cromatografica de maneira significativa, mas sim a
estabilidade e resposta dos detectores . A magnitude desse problema aumenta
com limites de deteccdo mais baixos @. Quando se utiliza a programacéo de
temperatura, a pureza do gas de arraste também é critica; as impurezas podem ficar
retidas no topo da coluna e, com o aumento da temperatura, sdo eluidas junto com

as demais substancias da amostra .

1.7.2.2 Controladores de vazdo e de pressdo

O controle da vazéo do gas de arraste € efetuado por reguladores de pressao
e/ou controladores de fluxo . Os reguladores de pressédo efetuam uma constri¢éo
manual do fluxo de gas para manter constante a pressdo na entrada do sistema
cromatogréafico ¥. Quando a temperatura da coluna e a pressio na saida desta, ou
do detector, sdo mantidas constantes, esse tipo de regulador ¢ eficiente . Com a
mudanca da temperatura durante a analise (programacdo de temperatura), ou
guando se deseja adaptar um sistema na saida da coluna ou detector com a

finalidade de coleta de efluente (fins preparativos), a pressdo na entrada é mantida
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constante, mas a vazdo é alterada Y. Nesses casos, ha necessidade de
controladores de fluxo para se obter repetibilidade nos tempos de retencgéo .

1.7.2.3 Sistema de inje¢cdo da amostra

O sistema de injecao deve ser aquecido em uma temperatura suficiente para
gue ocorra a vaporizacao total das amostras (20-50 °C acima da temperatura da
coluna), mas cuidados devem ser tomados para evitar a decomposicdo dos
compostos analisados .

A injecdo de gases é comumente feita através de uma seringa ou
microsseringas . Estes dispositivos sdo construidos de modo a evitar
vazamentos 2. A repetibilidade nas injecbes é de + 1% *¥. O septo, construido de
silicone e/ou PTFE (politetrafluoretileno), pode apresentar dois tipos de problemas:
vazamentos, devido a injecOes repetidas, o que faz que haja a necessidade de
trocas periddicas deste, e sangria, causando instabilidades na linha de base e
aparecimento de picos fantasmas, quando se utiliza a programacé&o programada 2.

A Figura 14 mostra um desenho esquematico das principais partes dos

detectores mais utilizados na cromatografia gasosa.

3
=35

a b C

Figura 14. Esquema de injetores. a) Injetor para colunas recheadas: 1: entrada do gas
de arraste; 2: septo; 3: tubo de vidro ou parte superior da coluna cromatografica. b)
Injetor com divisor/sem divisor para colunas capilares: 1: coluna cromatogréfica; 2: tubo
de vidro; 3: septo; 4: entrada do gas de arraste; 5: purga do septo; 6: divisor. c) Injetor
com temperatura programada para colunas capilares: 1: coluna cromatogréfica; 2: tubo
de vidro; 3: septo; 4: entrada para gas de arraste; 5. purga do septo; 6: divisor; 7:
dispositivo para aquecimento 2. 71



O tubo de vidro possui a finalidade de criar um ambiente inerte no injetor, de
tal forma que a mostra ndo entre em contato com a superficie metalica . Uma
valvula especial, através da qual o fluxo de gas de arraste € dividido entre a coluna a
coluna e o ambiente externo, possibilita a injecdo em dois modos . No modo com
divisor, a valvula permanece aberta durante todo o processo de inje¢do e até mesmo
durante toda a analise, de tal forma que apenas uma fracdo da amostra injetada é
introduzida na coluna cromatografica '?. Devido a isso, essa técnica de injecdo é
adequada apenas quando os compostos de interesse estdo presentes em altas
concentracdes ¥. A fracdo injetada pode ser variada mudando-se a razdo do
divisor 2,

O modo sem divisor é necessario para a analise de tracos, ja que, nesse
caso, uma maior quantidade de amostra precisa ser introduzida na coluna @. A
valvula do divisor permanece fechada durante a injecdo, possibilitando a total
transferéncia da amostra para a coluna ?. Ap6s um determinado tempo, a valvula é
aberta para purgar tracos remanescentes da amostra volatilizada, principalmente o
solvente 1.

J& a injecdo por meio de vaporizagdo com temperatura programada emprega
0 mesmo tipo de injetor com divisor/sem divisor, exceto que a sua temperatura pode

ser aumentada ou diminuida rapidamente @,

1.7.3 Coluna Cromatografica

A coluna cromatogréfica, que é considerado o coracdo do CG, é um tubo
longo, contendo a fase estacionaria ***l. Esse tubo pode ser de cobre, aco
inoxidavel, aluminio, vidro, silica fundida, PFTE etc ?. Idealmente, o material de
construgdo da coluna nao deve interagir com o recheio, nem com as substancias
presentes na amostra 2.

As colunas podem ser classificadas em recheadas (analiticas e preparativas)
e tubular aberta (microdiametro e capilares) (Figura 15) 23,

O formato da coluna varia de acordo com o aparelho, geralmente, séo em

2. O comprimento da coluna e seu

espiral, para que ocupem um espaco menor !
diametro interno dependem dos propositos da analise, em escala analitica ou

preparativa 2.
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Figura 15. Tipos de coluna para cromatografia gasosa. a) coluna

recheada analitica; b) coluna capilar com parede recorbeta; c) coluna

capilar com suporte recoberto; d) coluna capilar com camada porosa 2.

Antes da utilizacdo da coluna, ha necessidade de uma etapa de
condicionamento para retirar o restante do solvente utilizado no preparo da fase
estacionaria e outras impurezas volateis ?. A coluna é colocada no cromatdgrafo
com a saida para o detector desligada ?. Com o gas de arraste passando pela
coluna, sua temperatura € aumentada lentamente, até 20 °C acima da temperatura
maxima em que a coluna serd utilizada '?. O tempo de condicionamento depende da
natureza da fase estacionaria, variando entre horas e dias %

Durante a andlise, a temperatura da coluna pode permanecer constante
(cromatografia gasosa isotérmica), ou sofrer uma variacdo, linear ou nao
(cromatografia gasosa com temperatura programada) @. A programacgdo da
temperatura € significativamente importante em cromatografia gasosa, jA que
melhora a separacdo e diminui o tempo de analise “. Ela consiste em comecar a
analise com a coluna em uma temperatura mais baixa, para que solutos de baixo
ponto de ebulicdo possam eluir como picos separados '?. Durante a andlise, a
temperatura da coluna é aumentada com o objetivo de se diminuir a retencdo de
substancias de maior ponto de ebulicio . Além das vantagens citadas, a
programacao de temperatura faz que haja uma maior simetria nos picos e uma
melhor detectabilidade para aqueles picos com tempos de retencdo excessivamente
longos sob condi¢des isotérmicas ?. A programacio de temperatura € bastante (til
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quando a amostra € composta de substancias com uma grande diferenca em seus
pontos de ebuligdo .

O controle de temperatura da coluna, tanto nas analises isotérmicas quanto
nas programacoes de temperatura, deve ser rigoroso e ter repetibilidade, para que

néo haja alteraces no temo de retencdo durante as analises 7.

1.7.4 Sistemas de Deteccdo

As substancias presentes na amostra passam através da coluna, onde séo
separadas, e chegam ao sistema de detecgdo ?. A seguir seréo indicadas algumas
caracteristicas importantes dos detectores @. Na pratica, nem todas essas
caracteristicas podem ser atendidas; entdo, escolhe-se o detector que melhor se
adapta ao tipo de andlise a ser realizada @,

a) Seletividade — Os detectores podem responder a todas as substancias,
geralmente medindo a variacdo da composicdo do gas de arraste que sai da coluna,

" 14 Detectores seletivos respondem a

e, neste caso, sio ditos “de resposta universal
apenas uma classe de substancias e tém maior detectabilidade que os universais .
Existem também os detectores especificos, que respondem a um (ou a poucos)

elemento(s), independentemente das substancias que os contém .

b) Sensibilidade — A sensibilidade é definida como a mudanca na resposta do
detector em funcdo da quantidade detectada @. Os detectores séo classificados em
duas categorias, de acordo com seu principio de operacio '¥. Os detectores cuja
resposta € independente da vazao da fase mdvel sédo ditos sensiveis a velocidade
de fluxo de massa ?. Nesses detectores, a sensibilidade é definida como a raz&o da
area do pico pela massa injetada '¥. Nos detectores sensiveis a concentracio, a
resposta varia em funcédo da vazdo da fase movel ¥, Nesse caso, a sensibilidade é
definida como o produto da area do pico pela vazdo da fase movel dividido pela
massa da amostra . A medida de sensibilidade é utilizada como termo de
comparacio entre detectores de mesma categoria ?. Para esse tipo de comparacéo,
sdo empregados a mesma coluna, amostra e, obviamente, os mesmos valores no

eletrbmetro/amplificador e atenuagéo .
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c) Ruido — Estes sdo as deflexdes da linha de base nem certo periodo de
tempo, conforme Figura 16, representando efeitos eletrdnicos do sistema de
deteccdo '@. Esse ruido pode ser estatico, quando representa a instabilidade do
detector isolado do cromatdgrafo, e/ou dinamico, observado em condi¢cées normais

de operacéo. Idealmente, ambos os valores devem ser proximos 2.

Ruido

-

Figura 16. Medida do ruido de um detector cromatogréfico .

d) Quantidade minima detectavel — Alguns detectores conseguem detectar
quantidades de uma substancia na faixa de picogramas (10 g), ou menos,
enquanto outros detectam apenas 10® g . O nivel de ruido do detector determina
essa quantidade minima detectavel, definida como a quantidade de amostra que
gera uma resposta trés vezes maior que o nivel do ruido . A quantidade minima
detectavel é dependente de parametros relacionados com a coluna e pode ser

usada para comparar detectores quanto a sua resposta quantitativa 2.

e) Faixa linear — Uma andlise quantitativa depende da relacdo entre a
concentracdo e resposta do detector, ou seja, intensidade do sinal gerado para uma
determinada quantidade de amostra '?. Faixa linear € definida como a raz&o entre a
maior e a menor concentracdo da amostra, onde a resposta do detector é linear
(desvio de 5%) 7 conforme Figura 17. O detector deve responder de maneira linear

a uma grande faixa de concentracdo da substancia presente na amostra 2.

75



S
g e o 0 e ©
@ —t— I =
© D e e e e oA g
(=] : |
2| :
= ] . E |
2 ', Faixa linear ;
= i 1
= ; Detectabilidade Limite E
: P P ) .
S ! minima superior |
- ! de linearidade "\ !
! 1
) N~ s

Figura 17. Linearidade de um detector cromatografico .

f) Outras caracteristicas — Os detectores devem ser, quando possivel,
insensiveis a alteracdo de vazdo e de temperatura e, também, resistentes as
condicdes de trabalho

A seguir, serdo discutidos alguns dos detectores mais usados em

cromatografia gasosa para determinacgdes quantitativas 2.

1.7.4.1 Detector por condutividade térmica

S3o detectores de resposta universal, sensiveis a concentracdo @. Seu
funcionamento baseia-se no principio de que um corpo guente perde calor a uma
velocidade que depende da composicdo dos gases que o circundam @, Assim, a
velocidade de perda do calor pode ser usada como uma medida de composicao do

gas @. A Figura 18 mostra um esquema do detector por condutividade térmica 2.

Cela de referéncia

7/
Saida
Gas de arraste _—— / — Bloco do detector
puro ////
Efluente da /
coluna Z S /%%
e — Saida

Cela de amostra

Figura 18. Esquema de um detector por condutividade térmica . 76



1.7.4.2 Detector por ionizagdo em chama

Esse detector € bastante popular devido aos seus niveis de detectabilidade e
resposta quase universal, apesar de responder a propriedades do soluto; € sensivel

4. Quando

ao fluxo de massa, passando por ele em um determinado tempo !
moléculas da amostra presentes no gas de arraste chegam ao detector, elas sédo
gueimadas na chama produzida pela combustdo de ar e hidrogénio, ocorrendo a
formacdo de ions, que sdo coletados por um eletrodo Y. A corrente gerada é

convertida em voltagem, amplificada e captada pelo registrador (Figura 19) 12,

Saida
Eletrometro
Eletrodo E l
coletor i o5
Ignitor 3
//
Chama — | K e i
Polarizador
Y L,
«—— Hidrogénio
Ll d
Efluente
da coluna

Figura 19. Esquema de um detector por ionizacdo de chama .

A eficiéncia do detector depende, também, da razdo das vazdes dos gases
que alimentam a chama @. Em geral, boa detectabilidade e estabilidade sdo obtidas
usando a proporcao de 1:1:10 para o gas de arraste, hidrogénio e ar comprimido,

respectivamente 12,

1.7.4.3 Detector por captura de elétrons

7

Esse detector € seletivo, respondendo muito bem a compostos organicos

halogenados, aldeidos conjugados, nitrilas, nitratos, e organometalicos 2.
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Quando o gas de arraste (N,) passa pelo detector, € ionizado por particulas
beta emitidas por uma fonte de ®*Ni, produzindo elétrons, que se multiplicam dentro
do detector @, Os elétrons produzidos nesse processo sdo coletados em um
determinado anodo, gerando uma corrente que € amplificada por um eletrdmetro,
resultando na linha de base '?. Moléculas eluindo da coluna, capazes de capturar
elétrons, diminuem essa corrente, gerando um sinal proporcional a sua

concentracéo (Figura 20) 2.

Eletrodo
Saida coletor
T (anodo) Fonte de voltagem
Q|

]
1

'
Eletrémetro
l i d
F.Ont(? iy I \./ |
radioativa
ol 5 I | o

=

@ Corpo do Registro
detector de dados

(catodo)
_]‘——‘“ Efluente da coluna

Figura 20. Esquema de um detector por captura de elétrons .

1.7.4.4 Detector termidnico

Também sdo conhecidos como NPD (detector de fosforo e nitrogénio).
Nesses detectores, existe uma pérola de sal de metal alcalino (brometo de césio ou
sulfato de rubidio), eletricamente aquecida e colocada entre o queimador e o
eletrodo coletor 2. A fonte € mantida num potencial negativo para evitar a perda dos
ions do metal alcalino e para anular a resposta do detector no modo de ionizacéo de
chama . Na regido da pérola, existe uma chama, ou um plasma, suportados pelo

@ A acdo catalitica do metal alcalino em compostos

fluxo de ar e hidrogénio
contendo nitrogénio ou fésforo forma ions com carga negativa, que séo coletados no
anodo (eletrodo coletor) para produzir uma corrente @, A Figura 21 mostra um

esquema do detector termidnico 1.
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Figura 21. Esquema de um detector termi6nico .

1.7.4.5 Detector de massas

Embora bem mais caro, o detector de massas esta se tornando o mais
popular devido a sua eficiéncia na andlise de misturas complexas ™. Além de
fornecer o espectro de massas das substancias, também permite gerar
“fragmentogramas” que sao cromatogramas onde s&o registrados os sinais de
substancias que contenham o fragmento selecionado . Isto permite a Resolugéo
“virtual” de misturas, quando as substancias que coeluem apresentam fragmentos
diferentes, o que aumenta enormemente o poder de “separagdao” da

cromatografia ™.

1.7.5 Sistema de Tratamento de Dados

O sinal gerado pelo detector, quando a amostra passa por ele apés eluir da

coluna, é registrado graficamente '

1. Anteriormente, empregavam-se registradores
potenciométricos ?. Atualmente, o processamento dos sinais é feito em integradores
ou microcomputadores acoplados ao detector . Esses sistemas fornecem os
cromatogramas, registram os tempos de retencéo e as areas, ou alturas, de cada
pico e efetuam os calculas de concentragdo '¥. Os microcomputadores
apropriadamente programados podem fornecer também outros dados calculados a

partir do cromatograma como niimero de pratos, resolucéo etc 2.
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1.7.6 Analise Qualitativa

A cromatografia gasosa € uma técnica que permite a separagdo das
substancias presentes na amostra, podendo ser usada também para sua
identificagao 7.

A identificacdo pode ser feita comparando-se o tempo de retencdo de um
padrdao com o da amostra. Se um composto conhecido possui 0 mesmo tempo de
retengdo que um dado composto na amostra, pode tratar-se da mesma
substancia . Isso ndo é conclusivo, porque dois compostos podem ter 0 mesmo
tempo de retencdo em determinadas condi¢cdes da analise . O tempo de retencéo
pode ser corrigido para eliminar a influéncia do tempo em que a substancia fica na
fase moével; entdo, compara-se o tempo de retengao ajustado (t'r) 2.

Se esses dados de retencdo forem obtidos empregando-se duas ou mais
colunas e/ou detectores diferentes, especialmente os detectores seletivos ou
especificos, havera, evidentemente, maior certeza quanto aos resultados 2,

Quando a quantidade de amostra injetada € suficientemente grande, é
possivel coletar a amostra na saida do detector ou na saida da coluna, quando o
detector nédo destréi a amostra 4. Os compostos sédo coletados resfriando-se o tubo
por onde passa o0 gas eluente com um banho de gelo seco ou nitrogénio liquido, e
depois identificados, usando-se técnicas auxiliares, como espectrofotometria no
infravermelho (1V), visivel e ultravioleta (UV), ressonancia magnética nuclear (RMN)
ou espectrometria de massas (EM) . Ver no capitulo 2 teoria de EM.

O uso de equipamentos como espectrofotbmetro no infravermelho, ou o
espectrobmetro de massas acoplado ao cromatdgrafo a gas (CG-IV e CG-EM,
respectivamente), permite a identificacdo positiva de quase todos os compostos,
mas 0s equipamentos tém precos elevados, o que limita suas aplica¢des ?.

A espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier, quando
acoplada ao cromatdgrafo a gas, auxilia na identificagdo da amostra por comparacéao
de seus espectros de infravermelho aos de um padrdo ¥. Embora existam alguns
equipamentos disponiveis comercialmente, essa técnica ainda condizente com
aplicacbes que envolvam andlises no nivel de tragos %

A CG-EM consta de um cromatografo, usualmente com coluna capilar, uma
interface para ligagéo dos dois sistemas, uma camara de ionizagéo onde os ions séo

formados, uma camara mantida sob vacuo onde ocorre a separacdo destes e um
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sistema para a deteccdo de ions, acoplado a um sistema de registro com um
programa para a interpretacdo dos dados obtidos (Figura 22) 2.

3 2 1
|
1 1
® .
o0
10
[ 1 I &5
§ 1
| L
iy
9 8 7 6 5 4

Figura 22. Esquema de um equipamento CG-EM. 1. injetor; 2: coluna; 3: detector
convencional 9opcional); 4: forno; 5: interface; 6: camara de ionizagéo; 7: analisador de
massas; 8: sistema de vacuo; 9: sistema para deteccdo; 10: sistema para controle do
equipamento, registro e tratamento de dados .

A ionizacdo das moléculas da amostra acontece na cdmara de ionizagao e é
feita principalmente por impacto eletrénico ou ionizagdo quimica . A camara de
ionizacdo € aquecida para evitar a condensacdo da amostra e mantida sob vacuo
para que os ions formados ndo colidam com outras moléculas neutras que nao
foram neutralizadas 2.

No método do impacto eletrénico, um fluxo de elétrons com energia de
ionizacdo especifica é produzida por um filamento de tungsténio ou rénio
aquecido ¥, Esses elétrons com energia de, geralmente, 70 eV colidem com as
moléculas da amostra, provocando a ionizagdo, bem como a fragmentacéo delas %,

As vezes, o ion molecular formado é instavel sob as condi¢cdes de impacto
eletrénico e, nesse caso, emprega-se a ionizagdo quimica 4. A ionizacdo quimica é
produzida por reacdes ion-molécula, entre a molécula neutra da amostra e ions
provenientes de reagentes presentes na cAmara de ionizacdo ?. Na verdade, esses
reagentes, como metano, formam ions devido ao impacto eletrénico, e esses ions
formados colidem com a amostra '¥. Para favorecer esse tipo de mecanismo, a

concentracdo do reagente é suficientemente maior que o da amostra, de modo que
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praticamente apenas as moléculas do reagente sdo ionizadas por impacto
eletrénico 2.

Quando formados, os ions deixam a camara de ionizacdo e entram em um
outro compartimento (analisador de massas), onde sédo separados de acordo com a
raz8o massal/carga, atraves da imposicdo de um campo elétrico ou magnético
externo @,

Depois de separados, os ions sdo detectados e um sistema sofisticado
processa os dados obtidos, fornecendo informagdes qualitativas e quantitativas 2.

As informagbes qualitativas s@o obtidas através da interpretagdo dos
espectros de massas (Figura 23) Y. Esse espectro de massas € caracteristico da
substancia (principalmente quando obtido em condicbes de impacto eletrénico) e
pode ser comparado a espectros de massas de padrdes analisados

simultaneamente, ou provenientes de bibliotecas armazenadas no computador 2,
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Figura 23. Espectro de massas do temazepam (a) e cromatogramas (b e c)
obtidos de uma anélise tipica por CG-EM #3,

O sistema de tratamento de dados também constréi cromatogramas
convencionais a partir dos dados obtidos, e esses cromatogramas sédo usados para
a quantificacdo Y. Quando os compostos presentes na amostra ja foram
identificados e se deseja proceder a quantificagdo de um ou mais desses
compostos, a analise normalmente é feita no modo de monitoramento de ions
selecionados (SIM — Selected lon Monitoring) . Nesse caso, apenas fragmentos
especificos de um ou mais compostos serdo selecionados pelo analisador de

massas e serdo detectados, o que torna a técnica extremamente seletiva %,
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Caso queira determinar uma grande gama de composto, utiliza-se o modo de
varredura de ions (Full Scan), onde todos os fragmentos, dentro de uma faixa pré-

estabelecida, serédo selecionados pelo analisador de massas e serdo detectados.

1.7.7 Analise Quantitativa

ApoOs a obtencéo do cromatograma, faz-se a integracéo dos sinais, que tem por
finalidade transformar a intensidade do sinal emitido pelo detector em uma medida
relacionada com a quantidade da substancia analisada na amostra . A integracdo
dos sinais pode ser feita usando-se métodos manuais ou eletrénicos ?. As medidas

manuais incluem:

a) Altura do pico — Esse método ndo é muito usado porque sofre muita
influéncia de variagbes instrumentais; ndo deve ser usado quando 0S picos Sao

31 Traga-se uma perpendicular a linha de base,

assimétricos ou muito largos
passando pela inflexdo maxima do pico; a medida desde a linha de base até esse

ponto de inflexdo maxima corresponde a altura do pio (Figura 24a) 17,

b) Area do pico — Pode-se calcular a area do pico tracando-se tangentes nos
dois lados do pico (Figura 24b); a interseccao de ambas as tangentes com a linha de

base fornece um tridngulo cuja area pode ser calculada pela féormula:

A=%(awp)
onde: A = area do pico;
a = altura do pico;
Wy = largura do pico na linha de base 3.

A area também pode ser calculada usando-se a largura na meia altura, isto é,
formando um triangulo na metade superior do pico (Figura 24c) . Nesse caso, a

area é calculada:

A =awp

onde wy é a largura do pico em meia-altura 2.
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Figura 24. Métodos para a medida manual dos sinais fornecidos pelo sistema de registros
dos cromatogramas; a: altura do pico, b: area do pico; c: &rea na meia-altura 2l

c) Pesagem de papel — A integracdo também pode ser feita pesando-se o

pedaco de papel delimitado pelo pico, que é o método manual de preferéncia para
picos assimétricos 4.

Esses métodos, por serem manuais, sd0 mais demorados e sujeitos a erros 2,
Dessa forma, a integracdo dos sinais, atualmente, faz-se empregando sistemas
eletrbnicos como integradores e microcomputadores, obtendo-se tempos de
retencio, areas e alturas dos picos 2.

Para fins quantitativos, as medidas obtidas na integracdo séao relacionadas

com a concentracdo de uma dada substdncia na amostra, através de varios
métodos:

a) Normalizacdo — Esse método requer que todas as substancias presentes
na amostra sejam eluidas, e que a resposta do detector seja idéntica para todas 2.

Consiste em comparar a area obtida no cromatograma com a porcentagem de
composicdo da amostra 2,

100 (4read)

(&reatotal )

% A=
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Nesse método, assume-se que a area total dos picos é proporcional & massa
da mistura e que a area de cada pico é proporcional & massa de constituinte que o
produziu 19,

A porcentagem em mols sera, entdo, dada dividindo a “area A” pela pelo peso
molecular de A; e a “area total” dividida pelo peso molecular total dos compostos

analisados %,

b) Fator de resposta — Se o detector ndo responde de maneira similar para
todas as substancias presentes na amostra, € necessario corrigir a equacdo de
normalizagdo, usando-se o chamado fator de resposta, fa, que é determinado
injetando-se uma mistura de concentracdo conhecida das substancias conhecidas,
cujos fatores deseja-se determinar, e a seguir, relaciona-se a porcentagem

conhecida e observada para cada composto 2. Assim, por exemplo:

_ % Acon hecida
A" 9% Aobservada
Para se calcular a porcentagem da sustancia presente na amostra, basta
multiplicar a &rea obtida pelo fator de resposta e dividir pelo somatério de todas as
areas multiplicadas pelos respectivos fatores de resposta ?. Similar a padronizacéo,
esse célculo s é vélido se todos os componentes da mistura produzirem picos no
cromatograma @, Além disso, o fator de resposta requer disponibilidade de todos os
compostos para que ele possa ser determinado . Felizmente, para alguns
compostos, existem compilagdes na literatura indicando estimativas desses

fatores 2,

c) Calibracdo externa — Esse método compara a area da substancia a ser
guantificada na amostra com as areas obtidas dessa mesma substancia em

4 Preparam-se varias solucdes da

solugbes-padrao de concentracdo conhecidas
substancia a ser quantificada em diversas concentracfes; obtém-se o cromatograma
correspondente a cada uma delas; em um grafico, relacionam-se as areas obtidas

[, utilizando-se esse grafico, ou a equacdo linear a ele

com as concentragdes
relacionada, pode-se calcular a concentracdo dessa substancia na amostra

(Figura 25) . Esse método é sensivel a erros de inje¢éo das solugbes-padrio e das
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amostras, bem como a erros relacionados com a preparacéo dos padrdes . Em uso
rotineiro, a curva analitica, ou parte dela, deve ser refeita a cada dia em que a
substancia seja determinada, devido a possiveis variacbes no comportamento do

cromatografo 1.

ATCB
>
N

A

Concentragao

Figura 25. Método de calibracdo externa para o
célculo da composicdo da amostra 2,

d) Padronizacdo interna — Esse método consiste em adicionar uma
guantidade conhecida de uma substancia (padréo interno) na amostra a ser

analisada e relacionar as duas areas obtidas .

Idealmente, a substancia usada como padrdo interno deve ser similar a
substancia a ser quantificada, ou seja, possuir estrutura quimica semelhante ao
composto a ser quantificado; ndo fazer parte da amostra; ser disponivel em elevado
grau de pureza; ser adicionado em concentracdes similares ao composto analisado;
ter concentracdo e tempo de retencdo prOximos a essa substancia, mas, quando
cromatografada, ficar separada das demais substancias presentes na amostra 7.

O método consiste na preparacdo das solucdes-padrédo de concentracfes
conhecidas da substancia a ser quantificada, as quais se adiciona a mesma
quantidade conhecida do padrdo interno selecionado @. Apds andlise dessas
solucdes, constroi-se um gréafico, relacionando a razdo das areas (area da
substancia a ser quantificada dividida pela area do padréo interno) a concentracéo

da substancia a ser determinada (Figura 26) . A amostra também é analisada apos
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a adicdo da mesma quantidade conhecida do padr&o interno ?. Por meio da raz&o
de é&reas obtidas no cromatograma, tem-se a concentracdo da substancia na
amostra, utilizando-se a curva analitica ou a equacéo linear obtidas anteriormente %
Esse método é menos sensivel a erros de injecéo, variagdes instrumentais etc @, E

o melhor método para andlise quantitativa, embora seja o mais trabalhoso 2.
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Figura 26. Método de padronizacao interna para o calculo da
composicéo da amostra ™,

e) Extrapolacéo linear por adigdo de analito — Esse método consta na adicdo
de quantidades conhecidas da substancia que estd sendo analisada a quantidades
conhecidas da amostra . Ap6s obtencdo dos cromatogramas, constroi-se um
gréfico relacionando as quantidades da substancia adicionada a amostra com as
respectivas areas obtidas ?. O ponto em que a reta corta o eixo das coordenadas
corresponde a area do pico da substancia a ser determinada, sem nenhuma adi¢éo
do analito . A extrapolacdo da reta define, no eixo das abscissas, a concentracéo
da substancia na amostra analisada (Figura 27) . O método da adi¢&o do analito é
especialmente importante quando a amostra € muito complexa, quando as
interacbes da matriz sdo significativas e quando houver dificuldade de se encontrar
um padréo interno adequado 2.
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Figura 27. Método da adicdo do analito para o
célculo de composicdo da amostra 2,

Exceto o método de normalizacdo, todos os outros requerem a disponibilidade
de compostos puros para a construcdo dos gréaficos 4.

Varios trabalhos podem ser encontrados na literatura cromatografica discutindo
aplicacdes, vantagens e limitacbes dos métodos de calculo acima descrito . N&o
existe um método universal e ideal para a quantificacdo . A escolha depende de
muitos fatores, entre 0s quais, a natureza da matriz, a disponibilidade de padrdes
analiticos em elevado grau de pureza, os custos (usualmente, o padrao interno é
relativamente caro, especialmente se deuterado), a exigéncia dos 6érgaos
reguladores (na area de saude, usualmente o emprego de padrao interno é exigido;
na area ambiental, o uso de padrdo interno é, usualmente, aceito) . Portanto, a

escolha do protocolo a ser empregado dependera das necessidades da andlise .
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2 ESPECTROMETRIA DE MASSA

Um espectrbmetro de massa € um instrumento que separa rapidamente ions
em movimento, com base em suas razdes massas-carga, m/z *>!. De maneira
geral, um composto € ionizado (método de ionizac&o), os ions sdo separados na
base da razdo massa/carga (método de separacdo dos ions) e o numero de ions
que correspondem a cada “unidade” de massa/carga é registrado na forma de um

espectro !

. Na técnica muito usada do impacto de elétrons (El), por exemplo, o
espectrometro de massas bombardeia com um feixe de elétrons de alta energia
moléculas que estdo na fase vapor e registra o espectro dos ions positivos, depois
de separados na base da razdo massa/carga (m/z) ™.

A Figura 28 mostra, a titulo de ilustracdo, o espectro de massa El da
benzamida registrado como um grafico da abundancia dos ions (intensidade dos
picos, na vertical) conta m/z *®. O pico dos fons positivo em m/z 121 corresponde a
molécula intacta (M) com menos um elétron, removido pelo impacto do feixe de
elétrons ™. Ele é chamado de fon molecular M* ™. A decomposicdo do fon
molecular, que tem energia em excesso, leva a uma série de fragmentos ionicos,

alguns dos quais s&o explicados na Figura 28 !,

Benzamida 9
C,H,NO . C+
PM: 121 >
-+ . -CO
Os__NH, Os.__NH, y SO0 ©
; m/z 105 m/z 77
B 28 G ;
M m/z 121 m/z 44
; | 105
o 3 1214
E b 51-|
S 50 1
® - i
1 18 28 1
T H HH II 4 t bt T !l EREEREREEEEREEEE!
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[15]

Figura 28. Espectro de massas El da benzamida

O acoplamento de um espectrdbmetro de massas a algum tipo de analise
cromatografica, como um cromatdgrafo a gas (CG-EM) ou um cromatografo liquido
(CL-EM), é comum . Os espectrémetros de massas sdo muito Uteis na andlise de

compostos cujo espectro de massas € conhecido e na analise de compostos de
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estrutura completamente desconhecida ™. No caso de compostos conhecidos, uma
busca computadorizada compara o espectro de massas do composto em questao
com uma biblioteca de espectros de massas **. A coincidéncia dos espectros de
massas € uma evidéncia convincente da identificagcdo que €, muitas vezes, aceita
em procedimentos legais ™. No caso de compostos desconhecidos, o ion
molecular, a sequéncia de fragmentos e evidéncias de outros tipos de
espectrometria (por exemplo, IR e RMN) podem levar a identificacdo da estrutura

quimica do composto %,

2.1 Métodos de Ionizagao

Conforme a forma de geracdo de ions, as fontes de ions sdo classificadas
como fontes duras ou fontes moles 1*°!. As fontes duras ddo as moléculas do analito
energia suficiente para deixa-las em um estado de energia altamente excitado *¢. A
relaxacao entdo envolve a quebra de ligacdes, produzindo ions secundarios que tém
razdes massa/carga menores que a do fon molecular ™. As fontes moles causam
pouca fragmentacdo M°. Consequentemente, o espectro de massa resultante
frequentemente consiste do fon molecular e uns poucos, se tanto, picos °. A

Figura 29 ilustra a aparéncia do espectro de fonte dura e a Figura 30 o espectro de

fonte mole 261,
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Figura 29. Espectro de massas de 1-decanol obtido com fonte dura ™.
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Figura 30. Espectro de massas de 1-decanol obtido com fonte mole |

15].
Os espectros de ambas as fontes sdo Uteis para analises ®. Os varios picos
em um espectro de fonte dura fornecem informacdes Uteis sobre os tipos de grupos
funcionais e, portanto, informacao estrutural ndo-ambigua sobre os analitos °. Os
espectros de fontes moles sdo Uteis porque fornecem informacdo exata sobre a
massa molecular da molécula do analito ou de moléculas ™.

Os trés métodos de ionizacdo mais comuns séo: fase de gas, dessorcao e

ionizac&o por evaporacao ¢,

2.1.1 Métodos de Ionizacao em Fase Gas

Este tipo de ionizacdo é aplicado a compostos que tém pressao de vapor da
ordem de 10® torr em uma temperatura na qual o composto é estavel *°. Este
critério aplica-se a um grande numero de moléculas organicas nao-ibnicas com

PM < 1000 5],

2.1.1.1 Ionizacdo por Impacto de Elétrons

O método do impacto de elétrons (EIl) é a técnica mais usada de geracdo de
fons para a espectrometria de massas . As moléculas de amostra s&o
bombardeadas na fase gas com elétrons de alta energia (geralmente 70 eV), que
removem um elétron da molécula de amostra para produzir um cation-radical,
conhecido como fon molecular *°. Como o potencial de ionizacdo dos compostos
organicos tipicos €, geralmente, menor do que 15 eV, os elétrons que estdo

bombardeando as moléculas-alvo acrescentam energia da ordem de 50 eV (ou
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mais) ao fon molecular recém-criado **. Essa energia é dissipada, em parte, pela
quebra de ligacdes covalentes, que tém energias de ligacéo entre 3 e 10 eV %,

A quebra das ligacGes € normalmente extensiva e, 0 que é muito importante,
muito reproduzivel, o que torna caracteristica do composto **. Além disso, o
processo de fragmentagdo também é “previsivel’, o que permite o aproveitamento
do grande potencial de elucidagédo de estruturas que tém a espectrometria de
massas ®. Com frequéncia, a energia adicionada ao fon molecular é tdo grande
gue leva a um espectro de massas em que nao é possivel reconhecer o fragmento
do fon molecular . A reducdo da voltagem de ionizacdo é uma estratégia muito
utilizada para obter o fon molecular ™. A estratégia tem sucesso porque a
fragmentacdo é fortemente reduzida **.. A desvantagem dessa estratégia é que o
espectro muda e ndo pode ser comparado com o0s das bibliotecas de espectros

“padronizados” [*°!,

2.1.1.2 Ionizagdo Quimica

Um outro modo de evitar a um grau elevado de fragmentacdo em que nédo se
observa o ion molecular é utilizar a técnica de ionizagéo quimica (ClI) **. No método
Cl, as moléculas de amostra (na fase gas) ndo sdo submetidas ao bombardeio com
elétrons de alta energia ™. Um gas reagente (usualmente metano, propano
isobutano, amoénia, porém outros também sdo usados) é introduzido na fonte e
ionizado, cada um produz um espectro diferente para determinado analito *°¢,

As moléculas de amostra, sob pressdo relativamente alta, colidem com
moléculas ionizadas do gas reagente (CHs',C4Ho*, etc.) na fonte Cl e sofrem
ionizacdo secundaria por transferéncia de proton para produzir ions [M+1]", por
adicao eletrofilica para produzir ions [M+15]",[M+24]",[M+43]", ou [M+18]", (com ions

151 Os espectros de

NH;") ou por troca de carga (raro) para produzir ions [M]*
ionizacdo quimica tém, as vezes, picos [M-1]*, importantes devido a abstencéo de
hidreto **!. Os fons produzidos dessa maneira s&o espécies com niimero impar de
elétrons %,

A quantidade do gas reagente € mantido na regido de ionizagdo em uma

quantidade tal que a razdo de concentracdo reagente/amostra é de 10° a 10* [,
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Devido a essa grande diferenca de concentracdo, o feixe de elétrons reage quase
exclusivamente com as moléculas do reagente *°,

Os excesso de energia transferido para as moléculas de amostra durante a
fase de ionizacdo € pequeno, geralmente menos de 5 eV, logo o grau de

7

fragmentacédo é muito menor ™!, Isso tem varias consequencias importantes, e a
mais util delas € a grande abundancia de ions moleculares e a maior sensibilidade
porque a corrente idnica total esta concentrada em poucos fons . Entretanto, tem-

se menos informacdo sobre a estrutura *°.

Os ions quasimoleculares sé&o
usualmente muito estaveis e facilmente detectados *°. Com freqiiéncia, observam-
se um ou dois fragmentos idnicos e, as vezes, nenhum *°,

O espectro de massas EI da 3,4-dimetdxi-acetofrnona (Figura 31), por
exemplo, mostra, além do pico do ion molecular em m/z 180, numerosos picos de
fragmentacdo na faixa m/z 15-167, incluindo o pico base em m/z 165 e picos

importantes em m/z 137 e m/z 77 1,
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Figura 31. Espectros de massas El e Cl da 3,4-dimetoxi-acetofenona ™.

O espectro de massas Cl (metano, CH4, como gas reagente) mostra o ion

quasimolecular ([M+1]", m/z 181) como pico base (100%), e 0s UNicos outros picos

com baixa intensidade s&o o pico do ion molecular m/z 180, m/z 209 ([M+29]", ou
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M+C,Hs"), e m/z 221 ([M+41]", ou M+CsHs") *°. Esses dois Ultimos picos sdo o
resultado da adicéo eletrofilica de carbocations e sdo muito Uteis na identificagdo do
fon molecular . O excesso de gas carreador (metano) é ionizado por impacto de
elétrons e forma os fons primarios CHs", CHs;'CH," '%'® Os dois primeiros
predominam e representam cerco de 90% dos produtos de reacdo ®. Esses fons

reagem com o excesso de metano para dar fons secundarios *>°!,

CHs" + CHy — CoHs" + H,
C2H5Jr + CHy — C3H5Jr + 2H>
CH4+ + CHy — CH5+ + CHs

Geralmente, colisdes entre a molécula da amostra MH e CHs" ou C,Hs™ séo

altamente reativas e envolvem transferéncia de préton ou hidreto *¢. Por exemplo,
CHs" + MH — MH," + CH, transferéncia de préton
CoHs" + MH — MH," + C,H,  transferéncia de préton
CoHs" + MH — M™ + CoHg transferéncia de hidreto

Observe que as reagdes de transferéncia de proton produzem o ion [M+1]",
enquanto que as transferéncias de hidreto produzem um ion com massa uma
unidade menor que o analito, ou o fon [M-1]" *®.Com alguns compostos, um pico
[M+29]" também é produzido, por transferéncia de um fon C,Hs" para o analito ¢!,

O conteldo de energia dos varios ions secundarios (provenientes de metano,
isobutano e amonia, respectivamente) decresce na ordem CHs">t-C4Hg™> NH," (18,
Assim, a escolha do gas carreador permite controlar a tendéncia que tem o ion
[M+1]" produzido por CI de se fragmentar ™*°.

A espectrometria de massas com ionizacdo quimica ndo é utl para a

comparacao de picos (manualmente ou por computador) nem € particularmente (til
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(15] A

para a elucidagédo de estruturas Seu principal uso € a deteccdo dos ions

moleculares e, portanto, a determinac&o dos pesos moleculares *°.

2.1.2 Método de Ionizacio por Dessorc¢io

Os métodos de ionizacdo por dessorcao sao técnicas em que as moléculas
de amostra passam diretamente de uma fase condensada para a fase vapor na
forma de fons ™. Seu uso mais comum é com compostos pesados, nao-volateis ou

ibnicos, e instaveis termicamente 151,

Existem algumas desvantagens
importantes **). Os métodos de dessorcéo, em geral, ndo utilizam eficientemente a
amostra disponivel *®. Com frequéncia, a informacao obtida é limitada ™. No caso
de substancias desconhecidas, seu uso principal é a determinacdo do peso
molecular e, em alguns casos, a obtencdo de massa exata **. Entretanto, mesmo
quando o objetivo é esse, eles devem ser usados com cuidado, porque o ion

molecular ou o fon quasimolecular podem n&o ser muitos claros !,

2.1.2.1 Ionizagdo por Dessor¢do de Campo

No método de dessor¢cao de campo (FD), a amostra é colocada em um metal
emissor em cuja superficie existe agulhas de carbono microscépicas ™. As agulhas
ativam a superficie, que € mantida na voltagem de aceleragédo e funciona como o
anodo ™. Gradientes de voltagem muito altos na ponta das agulhas removem um
elétron da amostra, e o cation resultante é repelido para longe do emissor . Os
ions gerados dessa maneira tém muito pouca energia em excesso e, portanto,
ocorre pouca fragmentacdo ™. Em outras palavras, o ion molecular é usualmente o

[15]

anico ion que tem intensidade apreciavel Por exemplo, no caso do

colesta-5-eno-3,16,22,26-tetrol os espectros El e Cl ndo mostram o pico molecular

[15]

do esterodide Entretanto, o espectro de massas FD (Figura 32) mostra

predominantemente o ion molecular com praticamente nenhuma fragmentacgéo (1]
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Figura 32. Espectros de massas por impacto de elétons (El), ionizacdo quimica (Cl) e
dessorcédo de campo (FD) do colesta-5-eno-3,16,22,26-tetrol *%,

2.1.2.2 Bombardeio por Atomos Rdpidos

A técnica do bombardeio por &tomos rapidos (FAB) usa atomos de xendnio ou
argoénio de alta energia (6-10 keV) para bombardear amostras dissolvidas em um
liquido de baixa pressdo de vapor (por exemplo, glicerol) (151 A matriz protege a
amostra de danos excessivos provocados pela radiacdo *°. Um método semelhante,
a espectrometria de massas por ionizagcdo secundaria de liquidos (LSIMS), utiliza
fons de césio, de maior energia (10-30 keV) *°!.

Nos dois métodos, formam-se ions positivos (por adicdo de cation [M+1]" ou

[M+23, Na]") e ions negativos (por desprotonacéo [M-1]") *. A técnica FAB é usada
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principalmente com moléculas pesadas pouco volateis, particularmente na
determinacéo do peso molecular ™. Em muitas classes de compostos, o restante do
espectro € de pouca utilidade, em parte porque muitos dos picos de massa menor
podem ser provenientes da matriz *®. Entretanto, no caso de algumas classes de
compostos formados por “unidades de construgdo”, como os polissacarideos e
peptideos, alguma informacdo estrutural pode ser obtida porque a fragmentagéo
ocorre preferencialmente nas ligacdes glicosidicas e peptidicas, respectivamente, o
que constitui um método de sequenciamento dessas classes de compostos %,

O limite superior das massas no caso da ionizacdo FAB (e LSIMS) esta entre
10 e 20 kDa, porém a técnica FAB é mais Util quando a massa é inferior a 6 kDa ™.
O grande problema do uso da técnica FAB € que 0 espectro mostra sempre um alto
nivel de ions gerados pela matriz, o que limita a sensibilidade e pode esconder

fragmentos idnicos importantes da amostra *°!.

2.1.2.3 Bombardeio por Dessorcdo com Plasma

A ionizagdo por dessor¢cdo com plasma € uma técnica muito especializada,
usada quase exclusivamente com analisadores de massas por tempo de véo *°. Os
produtos de fisséo do califérnio 252 (**>Cf), com energias da ordem de 80 a 100
MeV, sdo usados para bombardear e ionizar a amostra *°. A decomposicdo de
(**2Cf), a cada evento, duas particulas movem em direcdes diferentes *°. Uma das
particulas atinge um detector e marca um tempo inicial ™. A outra atinge a matriz
gue contém amostra e ejeta alguns ions em um espectrbmetro de tempo de voo
(TOF-EM) ®. Os fons da amostra s&o liberados com mais frequéncia na forma de
espécies protonadas, com carga simples, duplas ou tripla **. Esses ions tém
energias muito baixas, e, em consequéncia, observam-se muito raramente
fragmentos Uteis para a analise da estrutura molecular e ndo se podem obter
informacdes sobre o sequenciamento de polissacarideos e polipeptideos . A

técnica é Util para compostos com peso molecular até cerca de 45 kDa 1*°.
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2.1.2.4 Dessorg¢do/Ionizacdo com Laser

Pode-se usar um feixe pulsado de laser para ionizar amostras para a

espectrometria de massas ™

. Como o método é pulsado, ele deve ser usado com
um espectrémetro por tempo de véo ou por transformacdes de Fourier °. Dois tipos
de laser sdo de uso comum: o laser de CO,, que emite radiacdo no infravermelho
distante, e o laser de neodimio/itrio-aluminio (Nd/YAG), que emite radiagdo na
regido do ultravioleta, em 266 nm *°. Sem o recurso & matriz, 0 método limita-se a

moléculas de peso molecular baixo (< 2 kDa) *°,

2.1.3 Método de Ionizac¢ao por Evaporacao

Existem dois métodos importantes com que ions ou, menos frequentemente,
moléculas neutras em solugcdo (que contém, muitas vezes, o acido férmico) perdem
as moléculas de solvente com ionizacdo simultanea, deixando ions para a andlise

das massas *°.

2.1.3.1 Espectrometria de Massas por Nebulizacdo Térmica

No método por nebulizacdo térmica, introduz-se a solucdo da amostra no
espectrémetro de massas através de um tubo capilar aquecido ™. O tubo nebuliza e
vaporiza parcialmente o solvente, formando uma corrente de pequenas gotas que
entram na fonte de fons *°. Apés a evaporacédo completa do solvente, os fons da

amostra podem ser analisados [

Esse método pode ser usado com altas
velocidades de fluxo e tampdes °. Foi um dos primeiros métodos de
interfaceamento dos espectrdmetros de massas com a cromatografia liquida com

agua %,

2.1.3.2 Espectrometria de Massas por Nebuliza¢do com Elétrons

A Figura 33 mostra 0 esquema de uma fonte de ions por nebulizacdo de

elétrons (ES), que opera em pressdes proximas da atmosfera [*°!. Por isso, o método

| [15]

é também chamado de ionizagcdo a pressao atmosférica ou AP . A amostra em
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solucdo (usualmente um solvente polar volétil) entra na fonte de ions através de um
tubo capilar de acgo inoxidavel envolvido por um fluxo coaxial de nitrogénio (0 gas
nebulizador) . A extremidade do capilar é mantida em um potencial elevado em
relacdo a um contra-eletrodo *®. A diferenca de potencial produz um gradiente de
campo da ordem de 5 Kv/cm ™. Quando a solucéo deixa o tubo capilar, forma-se

(15]

um aerossol de goticulas carregadas “>. O fluxo do gas nebulizador arrasta o

efluente para o espectrémetro de massas *°.

Gotas Formadas por Nebulizagdo ESI Placas carregadas
com Excesso de Carga na Superficie

Espectrdmetro

>
Bhis de Massas
e

Bolhuih oo o
nebulizagio Solvente/amostra ‘ ® o
6% G ] ; . @ 7 : \

Giés nebulizador -
SR

Gis nebulizador

Entrada Capilar

Fonte 2-5 kV

Figura 33. Diagrama esquematico da evaporacao do solvente para formar ions isolados
em um instrumento de nebulizac&o com elétrons ™.

Com a evaporizacao do solvente, as goticulas do aerossol diminuem de volume,
concentrando, dessa forma, os fons carregados da amostra ™. Quando a repulsdo
eletrostatica dos ions da amostra atinge um ponto critico, a goticula sofre a chamada
“explosao couldmbica”, que libera os ions para a fase vapor (151 34 na fase vapor, 0s
ions sado focalizados através de um certo nimero de orificios e passam para o

espectrémetro de massas *°!.

2.2 Analisadores de massas

O analisador de massas separa a mistura de ions formados durante a etapa
de ionizacdo segundo seu m/z para gerar um espectro %,
A capacidade de um espectrometro de massa em diferenciar massas é

normalmente designada em termos da sua resolucéo, R, que é definida como

R =m/Am
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onde Am € a diferengca de massa entre dois picos adjacentes que conseguem ser
separados (resolvidos) e m é a massa nominal do primeiro pico (a massa média de
dois picos & as vezes usada) [*®. Considera-se que dois picos estdo resolvidos se a

7

altura do vale entre eles € menor que uma fracdo determinada de suas alturas

(frequentemente 10%) €.

Assim, um espectrometro com resolugdo de 4000
resolveria picos que aparecem em m/z 400,1 e 400,1 (ou 40,00 e 40,01) ¢,

A resolucdo exigida em um espectrometro de massa depende muito de sua
aplicacdo *°. Por exemplo, a discriminacdo entre ions de mesma massa nominal,
como C,H4;",CH,N',N," e CO™ (todos com massa nominal de 28 Da, mas com
massas exatas 28,0313; 28,0187; 28,0061 e 27,9949 Da, respectivamente), requer
um instrumento com uma resolucéo de varios milhares *°\. Por outro lado, fons de
massa molecular pequena diferindo por uma unidade de massa ou mais, como NHz"
(m =17) e CH," (m = 16), por exemplo, podem ser distinguidos com um instrumento
tendo resolucdo menor que 50 ®. Espectrdometros comerciais disponiveis tém
resolucéo de aproximadamente 500 a 500 mil 1€/,

Os mais importantes analisadores de massas séo:

2.2.1 Espectrometros de Massas com Setores Magnéticos

Os espectrometros de massas com setores magnéticos usam um campo
magnético para desviar fons em movimento para uma trajetéria curva . A
separacao dos ions baseia-se na razdo massa/carga, e 0s ions mais leves desviam
mais do que os pesados %,

Quando um ion, de carga z com a voltagem V, acelerado entra no campo

magnético (B), a energia cinética € dada por
E = zeV = mv%/2

onde v é a velocidade do ion ap0s a aceleracdo e e é a carga do elétron
(e = 1,60 x 10*° C) #5191,
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A trajetoria descrita por ions de massa e carga representa um equilibrio entre
duas forcas que agem sobre eles *°.. A forca magnética, Fy, que modifica a trajetéria

do ion em uma direcéo ortogonal a original, é dada pela relacao
Fum = Bzev,

A forca centripeta, Fc, que faz com que o ion passa a movimentar-se em uma

trajetoria circular de raio r, € dada por
Fc = mv2r

Para que um ion chegue no detector, Fy e F¢c precisam ser iguais. Igualando as duas

forcas temos
Bzev = mv@/r
Isolando v e substituindo na equacgéo da energia cinética temos:
m/z = Br?e/2V.

Como o raio do instrumento é fixo, 0 campo magnético varia para colocar os
fons sequencialmente no foco **. Como essas equac¢es mostram, os instrumentos
com setor magnético separam os ions pelo momento, o produto da massa pela
velocidade, e ndo pela massa apenas . Assim, fons de mesma massa e energias

diferentes chegam ao foco em pontos diferentes .

2.2.2 Espectrometros de Massas com Quadrupolo

O analisador de massas com quadrupolo € muito menor e mais barato do que
um espectrdmetro de massas com setor magnético **. Um arranjo de quadrupolo
(Figura 34) é formado por quatro tubos cilindricos (ou de secéo hiperbdlica), ou seja,
hastes metalicas, exatamente retas e paralelas, de comprimento entre 100 mm e

200 mm, montados segundo os vértices de um quadrado *>¢.
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Figura 34. Espectrémetro de massa quadripolar 7.

Uma corrente continua modificada por uma voltagem de radiofrequéncia é
aplicada nos tubos **. Os ions entram em um “ttnel” formado pelos quatro cilindros
do quadrupolo no centro do quadrado em uma das extremidades dos tubos e
passam pelo eixo *°. Para cada combinacdo determinada de corrente continua e
voltagem-modificada aplicada na frequéncia apropriada, somente ions com um certo
valor de m/z possuem uma trajetoria estdvel e sdo capazes de atravessar o
quadrupolo até o fim e chegar ao detector ™. Os demais fons, com valores
diferentes de m/z, tém oscilagcBes erraticas e colidem com um dos tubos ou saem do

quadrupolo M,

2.2.3 Espectrometro de Massas por Captura de fons

A espectrometria de massas por captura de ions (armadilha de ions) é
considerada, as vezes, uma variagdo do quadrupolo porque a aparéncia e a
operacdo do dois sdo semelhantes, mas ao contrario do quadrupolo, que age
meramente como um filtro de massas, ela pode “prender” ions formados por tempos

[15,16]

relativamente longos por campos magnéticos e/ou elétricos O uso mais
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simples dos ions presos é libera-los em sequéncia para um detector, com producéo
de um espectro de massas convencional *°.

A armadilha de ions é formada, em geral, por trés eletrodos, um eletrodo em
forma de anel com uma superficie interna hiperbdlica e dois eletrodos tampdes

hiperbélicos em cada extremidade (Figura 35) ™.

“Lentes de Einzel, Eletrodo de
Elemento central ~ captura em anel

Reservatério —
de fons e l \

— L\

Lemies Oa. toute Lentes de Einzel, i T
Primeiro elemento Tampas da camara
de captura
Figura 35. Sec&o transversal de uma camara de captura de fons ™.

O eletrodo em anel é operado com um campo de radiofrequéncia em forma
de sendide, e os eletrodos tamp&es em dois modos: potencial da terra, com corrente

continua ou com corrente alternada *°!.

2.2.4 Espectrometro de Massas por Tempo de Voo

Os ions sao acelerados por um potencial (V) e passam por um tubo até o

detector 9

. Se todos os ions que entram no tubo tiverem a mesma energia, dada
por zeV = mv?%2, entdo ions de massas diferentes terdo velocidades diferentes:
v = (2zeV/Im)*?1*!, Se o0 comprimento do tubo é L, o tempo de vida de um fon é dado

por t = (L’m/2zeV)1/2, que permite o calculo da massa de um determinado fon !,
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2.2.5 Espectrometro de Massas com Transformada de Fourier

Nesta técnica, a relagdo sinal-ruido é melhor, velocidades maiores e
sensibilidade e resolucéo melhores ™.
Os ions sdo mantidos em uma célula sob um potencial elétrico de captura e

) #518 No interior da

um campo magnético intenso (sistema de captura de ions
célula, cada ion orbita em uma direcdo perpendicular a do campo magnético, com
uma frequéncia proporcional ao m/z do fon ™. Um pulso de radiofrequéncia aplicado
a célula faz com que todas as frequéncias cicloidais entrem em ressonancia
simultaneamente para dar um interferograma, que é um espectro no dominio do
tempo, sofre uma transformada de Fourier para um espectro no dominio da

frequéncia, que da o espectro m/z convencional %

2.2.6 Espectrometro de Massas em Sequéncia

Também chamado de MS-MS (“MS ao quadrado”), com certas armadilhas de
fons é possivel conseguir MS & enésima poténcia (MS™), comn =2 a 9 149,
Neste método, o primeiro espectrédmetro serve para isolar os ions moleculares

6] Esses fons sdo entdo introduzidos um

dos varios componentes de uma mistura
de cada vez em um segundo espectrébmetro de massa, no qual sdo fragmentados
para dar uma série de espectros de massa, um para cada ion molecular produzido
no primeiro espectrometro ¢,

O primeiro espectrdmetro, em um instrumento sequencial, normalmente esta
equipado com uma fonte de ionizacdo mole (frequentemente uma fonte de ionizacao
quimica), de modo que seu produto é formado principalmente de ions moleculares
ou fons moleculares protonados *°. Esses fons passam entdo a fonte de fons do
segundo espectrometro, que, comumente, consiste de uma camara de coliséo livre
de campo, através do qual é bombeado hélio *®!. Colisdes entre os fons precursores
em alta velocidade e atomos de hélio causam fragmentagdo dos primeiros, para
produzir numerosos fons secundarios ¢,

Em misturas complexas, essa técnica fornece evidéncia inequivoca da

presenca de um composto, além de informacdes estruturais ™,
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2.3 Interpretacao dos Espectros de Massa

O evento mais simples que ocorre € a remogdo de um elétron da molécula na

fase de gas, com formacdo do fon molecular, um céation-radical ™

. Assim, por
exemplo, o metanol forma um ion molecular no qual o ponto representa o elétron
desemparelhado remanescente, como se pode ver no esquema a seguir **. Quando
a carga pode ser localizada em um determinado 4tomo, ela € representada sobre o

atomo 191,

s - .
CH,QH
CH,OH + e~ ——> CH,0H " (m/z 32) + 2e"~

Muitos desses fons moleculares desintegram-se em 10™° a 102 s, para dar, no

caso mais simples, um fragmento de carga positiva e um radical ™

. Formam-se,
entdo, muitos fragmentos ibnicos que podem ser decompostos em fragmentos
menores *°. O esquema abaixo mostra exemplos de possiveis quebras no caso do

metanol .

CH,OH* — CH,OH* (m/z31)+ H’
CH,OH " —— CH,* (m/z 15) + OH
CH,0H* — CHO" (m/z29) + H,

Se alguns dos ions moleculares permanecerem intactos durante um tempo
suficientemente longo para alcancar o detector, observa-se um pico correspondente
ao fon molecular *°. E importante identificar o pico do fon molecular porque ele

fornece o peso molecular do composto %,
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7

Um espectro de massas é um grafico que apresenta as massas dos

fragmentos positivos (incluindo o ion molecular) nas suas concentragdes

(18]

relativas O pico mais intenso no espectro, chamado de pico base, tem

arbitrariamente a intensidade 100% *°. As intensidades (altura do sinal x fator de
sensibilidade) dos demais picos, incluindo o pico principal, aparecem na forma de
percentagens do pico base *°.

Para o reconhecimento do ion molecular, normalmente, a melhor solucdo é
obter um espectro de ionizacdo quimica da amostra, pois nos espectros obtidos
através das fontes duras, h& picos que aparecem em massas maiores que a do ion

p [15.16]

molecula . Esses picos sao atribuidos a ions com a mesma féormula quimica,

mas composicdes isotopicas diferentes ¢,
Colisdes ion-molécula podem produzir picos em massas maiores que a do ion

molecular [,

Em pressdes normais da amostra, no entanto, a Unica reacao
importante desse tipo é aquela em que a colisdo transfere um atomo de hidrogénio
ao ion, para produzir um ion molecular protonado; resulta entdo um pico

intensificado (M+1)* 11!

. Essa transferéncia € uma reacdo de segunda ordem e a
quantidade do produto depende fortemente das concentracdes dos reagentes [,
Consequentemente, a altura de um pico (M+1)" devido a essa reagdo cresce muito
mais rapidamente com a pressdao do que as alturas dos outros picos; assim, a

deteccado dessa reacdo é comumente possivel [,
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3 CONCLUSAO

Fica evidente, apds a apresentacdo deste estudo, o quanto a técnica
cromatografica é essencial para as andlises instrumentais. Ndo € por acaso, que
estimativas chegam a apontar que mais de 70% de todas as analises na quimica
analitica nas mais diversas areas sao feitas por esta técnica.

S&ao inumeros os ambientes analiticos que se utilizam desta técnica fisico-
quimica de separacdo, desde laboratérios ambientes e alimenticios, para a
determinacdo de tracos de contaminantes, passando por laboratérios bioldgicos e
clinicos, na deteccdo de antigenos, até laboratérios que possuem a finalidade de
purificar substancias. Pois, a técnica cromatografica ndo serve apenas para a
separacdo de misturas, mas também para a purificacdo de compostos, o que €&
muito utilizado na industria farmacéutica.

E ao se acoplar o espectrobmetro de massas (EM) com a cromatografia, h4 um
ganho significativo na deteccdo e quantificacdo das substancias, visto que na
técnica cromatografica com detectores convencionais, como por exemplo, NPD,
ECD, FID entre outros é necessario um outro método para confirmacdo dos
resultados positivos; jA& com a utilizacdo do EM, como os fragmentos das
substancias séo caracteristicos, esta técnica ja é suficiente por si mesma. E devido a
fragmentacdo caracteristica das moléculas, muitos compostos cuja identificacdo
seria errbnea pela técnica cromatogréfica isolada, tornam-se confiavel através do
espectro de massas.

Portanto, a técnica cromatografica acoplada a espectrometria de massas é um
ganho magnifico para a andlise instrumental analitica, oferecendo resultados

confiaveis para a determinacao de substancias em misturas complexas.
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