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Resumo

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHSs) sdo compostos organicos considerados
poluentes uma vez que as suas propriedades fisico-quimicas favorecem a toxicidade, e persistén-
cia no ambiente. A sua presenca nas aguas deve-se a libertacdo de aguas residuais que contém
contaminantes organicos para o ambiente. Também é possivel deteta-los em dguas para consumo.
A exposicdo humana a estes compostos é feita principalmente pela ingestdo de alimentos e agua.

A 1ARC (International Agency for Research on Cancer) classificou alguns PAHs como
potenciais compostos carcinogénicos e confirmou o benzo[a]pireno como carcinogénico. Em de-
zembro de 2020, a Comissdo Europeia instituiu a Diretiva 2020/2184 onde estabeleceu valores
limites de 0,01 ppb para a concentracdo de benzo[a]pireno e de em 0,1 ppb para soma das con-
centracfes de benzo[b]fluoranteno, benzo[K]fluoranteno, benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-
c,d]pireno em &guas para consumo humano, o que torna importante a sua monitorizagao.

As metodologias atuais recorrem a espectrometria de massa (MS) que é bastante dispendi-
0sa, pelo que ha a necessidade de desenvolver métodos alternativos mais econémicos. O objetivo
desta dissertacdo centrou-se no estudo e desenvolvimento de um método para a monitorizacéo de
PAHSs em &guas préprias para consumo por GC/TOFMS, GC/MS/MS e GC-FID.

Foram realizados varios estudos nomeadamente, o screening dos parametros das condi¢des
operacionais de LVI-PTV-GC/TOFMS e o desenvolvimento de um método de GC/MS/MS. Os
resultados do estudo de otimizagdo operacional da inje¢do e da separagdo cromatografica serdo
transpostos para 0 GC-FID.

No screening, a temperatura da fonte de ionizacao, injetor e o tempo de splitless foram
otimizados. No entanto, a pressao e o tempo da purga necessitam de ser otimizados.

O modo de MRM teve um desempenho deficiente devido a uma avaria no equipamento.
Foram conseguidos limites de detecéo e de quantificacdo entre 20 e 200 ppb. Os testes de recu-
peracdo demonstraram a necessidade de otimizar o procedimento de preparagdo de amostra.

Concluindo, a técnica de injecdo de LVI-PTV demonstrou ser promissora e a otimizagdo

do procedimento de preparacdo de amostra € crucial para alcancar aos limites pretendidos.

Palavras-chave: Cromatografia gasosa, Hidrocarbonetos poliaromaticos, Aguas para con-

sumo, Extracdo em fase sélida, Injecdo de grande volume






Abstract

The polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are organic compound considered pollutant
since their physicochemical properties favor toxicity and persistence in the environment. Its pres-
ence in water is due to the release of wastewater that contains organic contaminants to the envi-
ronment. It is also possible to detect them in drinking water. Human exposure to these compounds
is mainly caused by ingestion of food and water.

IARC (International Agency for Research on Cancer) has classified some PAHSs as pos-
sible and likely carcinogenic compounds stating benzo[a]pyrene as a carcinogen. In December
2020, the European Commission instituted Directive 2020/2184 established limit values for the
concentration of benzo[a]pyrene at 0.01 ppb and the sum of the concentrations of benzo[b]fluo-
ranthene, benzo[k]fluoranthene, benzo[g,h,i]perylene and indeno[1,2,3-c,d]pyrene at 0.1 ppb in
drinking water, which makes their monitoring important.

Current methodologies use mass spectrometry (MS) are quite expensive, so there is a
need to develop alternative methods that are more economical. The aim of this dissertation is
focused on the development of a method for monitoring PAHSs in drinking water by GC/TOFMS,
GC/MS/MS and GC-FID.

Several studies were carried out, namely, the screening of the parameters of the operating
conditions of LVI-PTV-GC/TOFMS and the development of a GC/MS/MS method. These results
will be transferred to the GC-FID system.

In the screening process the temperature of the ion source, inlet and the splitless time
were optimized. However, the vent pressure and time need further optimization.

The MRM method performed poorly due to equipment malfunction. Limits of detection
and quantification between 20 and 200 ppb were achieved. Recovery tests demonstrated the need
to optimize the SPE procedure.

In sum, the LVI-PTV injection technique proved to be promising and the optimization of

the SPE procedure is crucial to reach the intended limits.

Keywords: Gas chromatography, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Drinking water;

Solid phase extraction, Large volume injection
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1 Hidrocarbonetos poliaromaticos

1.1 Caracteristicas

Os hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHS) sdo compostos organicos constituidos, no minimo,
por dois anéis aromaticos entreligados sob diversas configurac@es estruturais, ndo possuindo gqualquer
substituinte e heterodtomo. Consoante o0 nimero de anéis benzénicos presentes na estrutura, estes podem
classificar-se como PAHs de baixa massa molecular (dois a trés anéis, LPAHS) (Figura 1.1 a) e PAHs
de elevada massa molecular (no minimo quatro anéis, HPAHSs) (Figura 1.1 b).

Estes compostos organicos caracterizam-se pelas baixas pressées de vapor e alta hidrofobicidade.
Com o aumento da massa molecular e a respetiva diminui¢do da pressdo de vapor e solubilidade em
agua, maior serd a resisténcia a sua biodegradacéo e consequente bioacumulagdo.* Adicionalmente, es-

tes analitos sdo sensiveis a luz, resistentes ao calor e a corrosdo. Sao compostos que possuem conduti-

Figura 1.1- Estruturas moleculares do a) naftaleno e b) benzo[a]pireno.

vidade e capacidade de emissdo de fluorescéncia.?*

a) b)

Os PAHSs sdo considerados poluentes uma vez que as suas propriedades fisico-quimicas favore-
cem a toxicidade, bioacumulacéo e persisténcia no meio ambiente. Sdo também compostos transporta-
dos facilmente na atmosfera, redes de agua e cadeias alimentares. A presenca destes poluentes no ar
pode estar relacionada com a adsor¢do pelas particulas que os transportam, dependendo das condi¢des
atmosféricas, caracteristicas das particulas e de cada PAH. Os PAHSs de baixa massa molecular sdo mais
volateis, o que contribui para a sua presenca maioritaria na fase de vapor. Estes compostos podem tam-
bém reagir com outros poluentes, aumentando a toxicidade dos derivados resultantes. Os PAHs sdo
introduzidos na atmosfera como produtos secundarios de processos de combustdo tais como, incéndios
florestais, processos industriais e emissdes provenientes de veiculos motorizados a combustdo, entre

outros. (Figura 1.2).2



Figura 1.2- Fontes responsaveis pela libertacdo de PAHSs para o meio ambiente.

A presenca de PAHSs nas aguas de rios deve-se a libertacdo de aguas residuais municipais e in-
dustriais que contém diversos tipos de contaminantes organicos, para o ambiente.® Por outro lado, os
PAHSs de elevada massa molecular séo menos sollveis em agua, tendo como consequéncia a sua agre-
gacdo a solos e sedimentos.® Também é possivel deteta-los em aguas para consumo, sendo estes com-
postos também provenientes do revestimento dos canos de distribuigdo, que, até recentemente, era feito
com alcatrdo.” Ao longo dos anos, a sua deterioracdo promoveu a presenca de niveis elevados de
benzo[a]pireno (BaP). E de salientar que hoje em dia, este tipo de revestimento é proibido.”

A exposicdo humana a estes compostos decorre pela inalagdo de particulas ou ingestdo de ali-
mentos e agua, sendo esta a principal via de exposi¢do. Normalmente, as contaminagdes nos vegetais
ocorrem durante a sua producao, em terrenos agricolas, onde sdo usados lamas e efluentes de estacdes
de tratamentos de agua residuais para fertilizagdo e irrigagdo. Se as lamas e efluentes contiverem PAHSs,
contaminar-se-a o terreno e as culturas agricolas.*

A contaminag&o dos alimentos de origem marinha é feita por intermédio de dguas contaminadas.
A sua presenca pode ter origem na preparacéo dos alimentos, principalmente quando cozinhados sobre
uma chama. O contacto entre a chama e o alimento promove a reagdo de pirélise, formando PAHSs, que
ficam depositados.! Durante a ingestdo dos alimentos contaminados, os PAHs serdo absorvidos pelos
consumidores.

Os PAHSs podem ser classificados em trés categorias de acordo com o seu processo de formagdo:®

e Petrogénicos: subprodutos da formacéo de petréleo;

e Pirogénicos: combustdo incompleta de matéria organica, a altas temperaturas;

e Biogénicos: transformacao de matéria organica realizada por plantas, algas e microrga-
nismos.



Os efeitos da exposicao dos PAHSs na salde dependem do periodo e via de exposicdo, concentra-
c¢do e toxicidade de cada contaminante. A exposi¢do pontual (Figura 1.3, a laranja) a altos niveis de
diferentes PAHs pode provocar irritacdo ocular e cutanea, vomitos, diarreia e tonturas. No entanto, a
exposicdo prolongada (Figura 1.3, a azul) pode provocar falhas no sistema imunologico, cataratas, danos
renais e hepaticos, problemas respiratorios e muta¢fes que podem levar ao aparecimento de cancro.
Estes compostos ocorrem em misturas complexas que contém centenas de diferentes PAHSs, pelo que se
desconhece ainda em rigor quais 0s componentes responsaveis pelos problemas causados. Os metabo-
litos reativos destes contaminantes podem ligar-se a proteinas e ao ADN (&cido desoxirribonucleico)

provocando danos celulares e/ou mutacoes que podem formar tumores.*

[ Exposi¢ao pontual ] [ Exposi¢ao prolongada ]

Irritacdo cutinea - Falhas no
e ocular i ﬁ sistema imunoldgico
problemas respiratorios

Nauseas e
vomitos

Inflamacao e

Mutacdes genéticas
tonturas

Figura 1.3- Efeitos nocivos da exposic¢do pontual e prolongada aos PAHSs.

1.2 Legislacao sobre os PAHs

Organizages e agéncias governamentais recomendam a vigilancia dos PAHSs, devido aos seus
efeitos nocivos para a populagdo. Em 1976, a US Environmental Protection Agency (USEPA) sinalizou
16 compostos presentes na Figura 1.4, como PAHSs prioritarios para vigilancia. Estes compostos foram
aceites como representantes de todos os PAHs.® A IARC (do inglés, International Agency for Research
on Cancer) classificou alguns PAHs como sendo possivel e provavelmente compostos carcinogénicos

e afirmou o BaP como um composto carcinogénico (Figura 1.4).%°
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Naftaleno (Nap) Acenafteno (Ace) Acenaftileno (Acy) Fluoreno (Flu)
Grupo IARC: 2B Grupo IARC: 3 Grupo IARC: NA Grupo IARC: 3

5 oD &

Antraceno (Ant) Fenantreno (Phe) Fluoranteno (Fla) Pireno (Pyr)

Grupo IARC: 3 Grupo IARC: 3 Grupo IARC: 3 Grupo IARC: 3
Benzo[a]antracene (BaA) Criseno (Chr) Benzo[k]fluoranteno (BKF) Benzo[b]fluoranteno (BLF)

Grupo IARC: 2B Grupo IARC: 2B Grupo IARC: 2B Grupo IARC: 2B

Benzo[a]pireno (BaP)  Dibenz[a i]antraceno (DBahA) Indeno[1.2,3-¢,d]pireno (IcdP) Benzo[g./i.i]perileno (BghiP)
Grupo IARC: 1 Grupo IARC: 2A Grupo IARC: 2B Grupo IARC: 3
Figura 1.4- Representacdo das estruturas moleculares dos 16 PAHs considerados como prioritarios pela

USEPA, com as abreviaturas e classificagdes da IARC".

Em dezembro de 2020 foram publicadas novas diretivas que estabelecem valores paramétricos
para compostos relevantes, com intuito de proteger a salde publica dos efeitos nocivos, causados pela
contaminacdo de &gua destinada ao consumo. Adicionalmente foram estipulados limites para a concen-
tracdo de BaP e para a soma das concentracdes de BbF, BKF, BghiP e IcdP, assim como a necessidade
de incerteza de medicao (Tabela 1.1). E de frisar que esta diretiva ainda n&o se encontra transporta para

a lei portuguesa, sendo que se encontra no prazo de transposicao a data de escrita desta dissertacao.

* Grupos IARC: Grupo 1- Carcinogénico para humanos; Grupo 2A- Provavelmente carcinogénico para humanos;
Grupo 2B- Possivelmente carcinogénico para humanos; Grupo 3- N&o classificavel quanto a sua carcinogenicidade
para humanos; NA- N&o avaliado quanto a sua carcinogenicidade para humanos.
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Tabela 1.1- Valores paramétricos dos PAHSs, em aguas proprias para consumo.*

Substancia Valor paramétrico (ppb) Incerteza de medicao (%)
BaP 0,01 0,005
PAHSs 0,19 0,049

a) Soma das concentracdes de BbF, BkF, IcdP e BghiP.
b)  Aplicam-se as substéancias individuais (BbF, BkF, IcdP e BghiP).






2 Cromatografia

2.1 Generalidades

A cromatografia € um método fisico de separacdo de componentes de uma mistura. A separacao
ocorre durante a distribuicdo das moléculas entre duas fases: a fase estacionaria e a fase movel.!? Esta
pode ser classificada de acordo com o estado fisico das fases utilizadas. No caso de uma fase mével
gasosa e de uma fase estacionaria sélida ou liquida, 0 método de separacéo é referido como cromato-
grafia gas-solido ou cromatografia gas-liquido (GC), respetivamente. Se a fase mével for liquida, a cro-
matografia é denominada de cromatografia liquida (LC). Quando se recorre a colunas com particulas
pequenas e altos niveis de pressdo, estamos a utilizar o método de cromatografia liquida de alta presséo,
também designado de alto desempenho ou eficiéncia (HPLC).!212

Toda a informacdo obtida a partir de um processo cromatografico esta presente num cromato-
grama (Figura 2.1). Este apresenta-se sob a forma de um gréfico da resposta do detetor em funcéo do
tempo.

A posi¢do no eixo das abcissas num cromatograma é caracterizado pelo tempo de retencdo total
(tr) que é constituido por duas componentes: tempo morto (tm) e tempo de retencédo ajustado (t’r), pelo
que:

tg = ty + tg Equagio 2-1

onde, ty € 0 tempo requerido para que um composto, que ndo interaja com a fase estacionaria elua
e t’r corresponde ao tempo em que as moléculas estdo a interagir com a fase estaciondria. Essencial-

mente, o tempo de retencéo total é o tempo decorrido entre a entrada na coluna e a detegdo.'>!3

R

t’R

-2 ped —

t, ,—
M

Figura 2.1-Tempos de eluicdo medidos no cromatograma.



2.2 Cromatografia gasosa

Em GC, a separa¢do dos componentes é possivel se a sua pressdo vapor e/ou a intensidade das
suas interacGes com a fase estacionaria forem diferentes. Além disso, é necessario que 0s componentes
sejam volateis a temperatura de trabalho e que ndo sejam termolabeis & temperatura a que s&o expostos
no injetor e na coluna. Os componentes nao volateis sdo passiveis de analise por GC mediante processos
de derivatizacdo, convertendo estes compostos ndo volateis em derivados volateis. >

O cromatdgrafo gasoso é constituido por uma fonte de gas inerte (gas vetor), injetor de amostra,
uma coluna, um forno, um detetor e um sistema de dados para armazenar e apresentar cromatogramas
(Figura 2.2).%

Em geral, a fase estacionaria em GC capilar reveste as paredes internas de um tubo aberto de silica
fundida que é coberta exteriormente por uma resina de poliimida que Ihe confere resisténcia e flexibili-
dade mecénicas. As colunas capilares possuem didmetros internos entre 0,1 e 0,5 mm e, em geral, com-
primentos de 10 a 100 m. A fase estacionéria liquida pode ter espessuras de filme entre 0,1 e 0,5 um.
Apenas ocorre a separacdo dos compostos-alvo caso as suas pressées vapor e/ou as intensidades das
suas interacBes com a fase estacionéria forem diferentes. Geralmente, as fases estacionarias ndo polares
sdo adequadas para separar solutos ndo polares e, fases polares para moléculas polares.®

A fase movel € um gés que ndo reage com a fase estacionaria nem com os diferentes componentes
da amostra, denominado de gas de arraste ou vetor. Este encontra-se normalmente num cilindro pressu-
rizado. A principal fungdo do gas de arraste é transportar os componentes da amostra ao longo da coluna.

Os gases de arraste mais utilizados sdo hidrogénio, hélio e azoto.6:1°

Computador

Entrada do gas de
arraste

- NN ] |

Injetor

Detetor

Coluna

Forno da coluna

Figura 2.2- Esquema de um cromatdgrafo gasoso.?



2.2.1  Sistemas de injecao

Para que ocorra cromatografia em fase gasosa é necessario que os constituintes da amostra passem
a fase de vapor. Assim, a vaporizacdo da amostra ocorre num tubo protetor de vidro (liner). Estes podem
também ser constituidos por quartzo e possuir 1a de vidro no seu interior. Existem diversas geometrias
de liners, dependendo da técnica e tipo de injecdo a ser utilizada. A escolha do liner pode influenciar o
desempenho da cromatografia, na forma dos picos, na sensibilidade e na reprodutibilidade da analise.?*

Existem varios sistemas de introducdo de amostras tais como: injecdo com reparticdo (mais co-
nhecida como split), injecdo sem reparticdo (splitless) e injecdo sob vaporizacdo a temperatura progra-
mada (denominada de PTV), entre outros.™

O injetor de split/splitless é constituido por um bloco de aquecimento que o aquece a uma deter-
minada temperatura e a mantém; um liner de quartzo; um septo que tem como fungdo selar o interior do
injetor e permite que a seringa injete a amostra liquida no liner e, por fim, uma valvula de split.

Em modo split, a valvula encontra-se aberta, fazendo com que apenas uma fragdo da amostra
chegue a coluna. Normalmente usam-se razGes de reparti¢do entre 1:10 e 1:100. No entanto, na injecdo
splitless esta valvula encontra-se fechada no ato da injecao e por um periodo determinado de tempo, que
é otimizado caso a caso, pelo que a totalidade da amostra chega a coluna. No final da injecéo, a valvula
abre-se para purgar o material residual.

O sistema de PTV é semelhante ao injetor de split/splitless, no entanto, tem como vantagem a
possibilidade de utilizacdo de um programa de aquecimento dentro do préprio injetor, permitindo gra-
dientes balisticos de temperatura, desde a temperatura ambiente até 400°C ou superior dependendo do
desenho do injetor.?%%

A injecdo de grande volume (LV1) consiste na introducéo de maiores quantidades de amostra até
100 pL de volume. Este método de injecdo é adequado para andlise vestigial pois permite obter maior
sensibilidade e reduz a necessidade de concentrar extratos.?* Em conjunto com o PTV, pode ser usada a
técnica de solvent split (reparticdo de solvente) de forma a mitigar a quantidade de solvente que € intro-
duzido no sistema cromatogréfico.

O procedimento envolve 3 passos — injecdo, solvent venting e transferéncia em splitless (Figura
2.3). Durante a inje¢d0, a purga encontra-se aberta e a temperatura do PTV esta no ponto de ebuli¢do do
solvente. O solvente evapora e abandona o sistema, enquanto os analitos volateis ficam retidos no liner.
Depois da eliminacédo de solvente, a purga fecha e inicia-se 0 aquecimento balistico do injetor, onde 0s
analitos séo transferidos do liner para a coluna, em modo splitless. Depois da transferéncia dos analitos,
a purga é reaberta para remover o vapor de solvente residual e compostos da matriz com elevado ponto

de ebulicdo.?



Valvula de split

Aberta Aberta
___ | Fechada |
UC
3501- Temperatura do PTV
2504
Temperatura do forno
1504
P.E solvente — -
— Tempa

Injegdo

Figura 2.3- Grafico da temperatura do forno e do injetor durante a técnica LVI-PTV solvent split.?*
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3 Detetores em cromatografia gasosa

Os detetores sdo responsaveis por gerar um sinal em resposta a eluicdo de um componente. O
detetor encontra-se diretamente ligado a saida da coluna, podendo ser classificados quanto a sua espe-
cificidade como universal, se detetar todos ou a maioria dos compostos que eluem e, como seletivo se
apenas detetar uma classe especifica de compostos. Podem ser sensiveis & massa ou concentragéo. De-
tetores sensiveis & massa caracterizam-se por responder a massa do analito em funcéo do tempo, en-
guanto os detetores sensiveis a concentracdo respondem em funcgdo da concentracdo do analito. Além
disso, podem também ser classificados em fungéo da sua destrutividade dos analitos. Detetores destru-
tivos destroem ou alteram quimicamente os compostos, e, detetores ndo destrutivos mantém a amostra

intacta apos a sua analise.?®

3.1 Detetor de ionizagao de chama

O detetor de ionizagdo de chama (FID) (Figura 3.1) é caracterizado por possuir baixos limites
detecdo, estabilidade a longo prazo, ser facil de operar e conseguir detetar quase todos 0s compostos
organicos. E um detetor dependente do fluxo de massa. A sua resposta é proporcional & massa de car-
bono que chega ao detetor por unidade de tempo.*’

O sinal do FID resulta da combustao dos compostos organicos numa chama. O gas de arraste da
coluna é misturado com hidrogénio e queimado num orificio estreito de uma camara, na presenca de um
fluxo de ar. Um elétrodo coletor encontra-se acima da chama e tem como funcéo recolher os ides for-
mados durante a combustdo. Em virtude da recolha destes iGes, gera-se uma corrente elétrica que é

ampliada e digitalizada.*’

Coletor

” Coluna

Figura 3.1- Corte transversal de um FID adaptado de 2°.
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3.2 Espectrometria de massa

O principio da espectrometria de massa (MS) baseia-se na formagédo de iGes com o objetivo de os
separar através da sua relacdo massa-carga (m/z) e detetd-los quantitativa e qualitativamente pelo seu
respetivo m/z e abundancia.?’

Um espectrometro de massa é constituido pela introducdo de amostra, fonte de ionizacéo, anali-
sador de massa, detetor e sistema de dados que recolhe e processa os dados oriundos do detetor (Figura
3.2). Em sistemas GC/MS ha transporte continuo de compostos pelo gas de arraste para dentro da fonte
de ionizagdo. A ionizacdo por impacto eletrénico (EI) € o processo mais comum de ioniza¢ao de amos-

tra.21’27

Fonte de

ionizagfio —| Analisador de massa l—l Detetor |—| Sistema de dados

Entrada de amostra |—

Figura 3.2- Diagrama com os principais componentes de um espectrometro de massa.

321  Tempo de voo

Na analise de massa por tempo de voo (TOF) (Figura 3.3), um pulso de ifes é acelerado por uma
energia cinética constante (Exin) € 0s i8es deslocam-se pelo tubo de voo.

Ejin = V2 X mT/Z Equacéo 3.1

Ao assumir que o ido se encontra em repouso no momento inicial pode-se rearranjar a Equagéo 3.1:

_ 2Ekin ~
V= /—m/z Equacgéo 3.2

Os iBes adquirem uma velocidade caracteristica (v), inversamente proporcional a raiz quadrada
do seu m/z, chegando ao detetor em tempos diferentes.?® O m/z de um ido é determinado a partir do
tempo que este demorou a chegar ao detetor. 16es de igual massa podem chegar ao detetor em tempos
diferentes, devido a propagagdo da energia cinética nos ides, diminuindo assim, a resolu¢éo da massa.
A solucdo para este problema é a instalacdo de um refletor que minimiza a propagacao da energia ciné-
tica. O refletor € um espelho de ides que consiste numa série de lentes e fornece uma compensacao nos
tempos de voo dos ides com igual m/z, ao para-los no campo elétrico de abrandamento e empurrando-
o0s de volta na direcdo do detetor. 16es de maior energia com 0 mesmo m/z penetram mais profundamente
dentro do espelho, sendo deste modo, a propagacao reduzida e a resolu¢cdo melhorada. Em virtude dos

refletores, a sensibilidade de um TOF em full scan (varrimento total) € alta.?!?°
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Tubo de voo

Refletor de ides
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Figura 3.3- Esquema de um TOF equipado com um refletor.?

3.2.2  Quadrupolo

Um quadrupolo consiste em 4 hastes cilindricas paralelas entre si, encontrando-se eletricamente
ligadas a uma fonte de tensdo constituida por uma componente de corrente continua e outra componente
de radiofrequéncia. As voltagens aplicadas a cada conjunto de hastes paralelas tém sinais opostos com
a mesma magnitude. O campo elétrico formado pelas hastes desvia os ides em trajetorias complexas, a
medida que i6es migram desde a fonte de ionizag&o em direcéo ao detetor. O movimento de um ido no
campo elétrico depende do seu m/z e das tensbes aplicadas. Apenas ides com determinada m/z terdo
trajetdrias estaveis e chegardo ao detetor. Ao variar as tensdes é possivel selecionar ides de diferentes

massas que podem alcancar o detetor.'82°

3.2.2.1 Modos de aquisicao

Neste analisador de massa existem trés modos de aquisicao diferentes — full scan (FS), monitoriza-
¢do de ido selecionado (SIM) e monitorizacdo de reacdo selecionada (SRM), caso se trate de um triplo
quadrupolo —, que de resto sdo dois quadrupolos em série interpolados por uma camara de colisdo e dai
a designacéo de triplo quadrupolo (como se descreve abaixo).

Em modo FS, o espetro de massa é repetitivamente medido entre duas massas extremas (p.e., entre
40 e 600 Da) continuadamente, ao longo de toda a corrida cromatografica. O modo FS e a monitorizacdo
dos tempos de retencdo permitem a identificacdo tentativa dos analitos, pela comparacdo com bibliote-
cas de espetro de massas. Quando se opera em FS, apenas um m/z é medido ao longo do varrimento
(scan), tornando-se necessario Vvarios scans para a detecdo total de todos os iGes. Por este motivo, a
sensibilidade da analise é menor quando comparada com SIM, sendo este modo insuficiente para analise
vestigial 2130

O modo SIM ¢é usado exclusivamente para a quantificacdo de compostos-alvo. Os ifes sdo previa-
mente selecionados numa determinada janela temporal, tornando a detecéo seletiva para os analitos de-

sejados. As intensidades relativas dos ides selecionados servem como critério de identificacdo.?'?°
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O modo de SRM requer o uso de um instrumento de espetrometria de massa em tandem. Um equi-
pamento frequentemente usado é o triplo quadrupolo (QqQ) (Figura 3.4). Este € constituido por vérias
unidades de quadrupolo em sequéncia.

Os iBes entram no primeiro quadrupolo (Q1), onde o ido é selecionado (ido precursor) e passa para
0 segmento seguinte. Ao entrar célula de colisdo (Q2, CID), os ides colidem com moléculas de gas (p.e.,
argon, azoto) e fragmentam-se, dando origem aos ides produto. Estes migram para 0 Q3, onde ocorre a
selecdo do ido produto-alvo que, por sua vez, chega ao detetor.?*

Se este modo for aplicado para monitorizar varios ides produto originados pelo mesmo ido precur-

sor 0 modo é designado por monitorizagdo de rea¢des multiplas (MRM).

N @2 cm)

Figura 3.4- Esquema de um triplo quadrupolo. 3
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4 Preparaciao de amostra

A preparacao de amostra é um processo de transformacao de uma amostra para torna-la adequada
para uma analise quimica ou para melhorar o desempenho do processo analitico. Esta aco é necessaria
para uma analise quando uma dada amostra ndo pode ser analisada diretamente ou para otimizar a ob-
tencdo de baixos niveis de concentracdo. A preparacao de amostra pode ser realizada apenas nos anali-
tos, na totalidade da matriz ou em ambos, efetuando dissolu¢édo, limpeza, concentragdo ou modificacdo
guimica da amostra. O resultado final da preparacdo de amostra é uma amostra processada, representa-
tiva e fiel @ matriz original, que pode ser posteriormente analisada pelo método analitico selecionado.

Este processo € caracterizado por ser demorado e afeta significativamente os resultados analiti-
cos. Num método analitico, recorre-se ao nimero minimo de operagdes de preparacdo de amostra. A
realizacdo de multiplas operagdes requer tempos de processamento mais longos que conduzem a maio-

res fontes de erro, perdas de analitos e, consequentemente, a resultados analiticos menos exatos.*?

4.1 Extracdo em fase solida

A extracdo em fase sélida (SPE) é uma técnica de preparagdo de amostra que consiste na utiliza-
cao de uma fase sélida para reter compostos especificos de uma solucdo. A retengdo ocorre quando é
passada uma solucdo pela fase sélida contida num cartucho. Os compostos retidos podem ser libertados
posteriormente com recurso a um eluente. Este processo é frequentemente utilizado na limpeza da amos-
tra (clean-up) sendo igualmente um processo que promove a concentracdo dos analitos na amostra a
analisar, potenciando a obtengdo de baixos limites de dete¢do do método analitico como um todo.
O procedimento desta técnica esta esquematizado na Figura 4.1 e consiste nestes cinco passos:
1. Condicionamento da fase solida ao passar solvente adequado para a sua ativagao;
2. Lavagem para remover o solvente de ativagdo com um solvente similar & natureza da
matriz da amostra;
3. Carregamento da amostra. Neste passo os componentes da amostra ficam retidos na fase
estacionaria, que surge como um sélido;
4. Lavagem para remover 0s compostos interferentes retidos no passo anterior com um sol-
vente que ndo remove os analitos;

5. Eluicdo dos analitos com o solvente apropriado;

Apesar de este procedimento ser 0 mais comum para SPE, a natureza do analito, amostra e natu-
reza dos cartuchos de SPE bem como das fases estacionarias determinam quais os solventes que devem

ser usados.'>%
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1. Condicionamento 2. Lavagem 3. Carregamento 4. Lavagem 5. Eluigdo

Solvente Solvente de Solvente de
- Amostra Eluente
condicionador lavagem lavagem

{1 L

[=T=1=1 -1

- ) 2 | J

A Al h[§ A I

O O O “ ®
&  Analito

4@ Interferente

Figura 4.1- Esquema geral para o procedimento de SPE.3*
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5 Validacao de método

Durante o desenvolvimento do método é selecionada uma metodologia, baseada na literatura ou
num método ja conhecido. Apos a selecdo dos parametros e da sua otimizacdo, o0 método € entdo vali-

dado para assegurar que é adequado ao fim pretendido.®

5.1 Curvas de calibracéao

Em analises quantitativas, a utilizacio de curvas de calibracdo € determinante para a o célculo de
concentragdes desconhecidas de um dado composto, numa amostra. A curva de calibragdo tem de ser
linear, ao longo de toda a gama de trabalho, de forma que a resposta do equipamento seja proporcional
a concentragédo do analito.

Na construgdo de curvas de calibracdo sdo preparadas, no minimo, cinco solu¢des-padrdo, com
concentragdes conhecidas. Os resultados obtidos permitem a construcdo de um gréfico correspondente
a curva calibragdo, com a resposta do equipamento em funcdo da concentracao.

Para o tratamento matematico dos resultados recorre-se a regressdes lineares, cuja forma algébrica
é y = mx + b, onde m representa o declive da reta (traduzindo igualmente a sensibilidade do método)
e b, a ordenada na origem. A partir da reta é calculado o coeficiente de determinacdo (r?), parametro

usado para avaliar a linearidade dos dados. O valor de r? deve ser superior a 0,995.353¢

51.1  Gama de trabalho

A gama de trabalho é o intervalo de concentracfes do analito que cumpre os requisitos de linea-
ridade, exatidao e precisdo. E calculada a partir da curva de calibracéo pelo teste de homogeneidade de
variancias.

As variancias sdo testadas com recurso ao calculo do valor teste PG, cujo valor é comparado com
o valor tabulado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher. Se PG < F, as diferencas de variancias ndo sdo
significativas, o que se traduz numa gama de trabalho ajustada. Caso contrario a gama de trabalho devera

ser reajustada.®-®

5.1.2  Limite de detecéo

O limite de detecdo (LOD) corresponde a quantidade minima de analito que pode ser detetada,

mas ndo quantificada como valor exato. Este calcula-se a partir da equagéo:

3,3xSy
/x Equagdo 5.1

m

LOD =

Onde Syx corresponde ao desvio-padrdo residual da curva de calibragdo e m o declive da

mesma.3>36
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5.1.3  Limite de quantificacéo

Paralelamente ao limite de dete¢do, o limite de quantificacdo (LOQ) é a quantidade minima de
analito que pode ser determinada quantitativamente, com precisdo e exatiddo adequada. A expressao

usada para calcular este limite é semelhante a Equacéo 5.1, no entanto:

10xSy,
LOQ = T" Equacdo 5.2

5.2 Testes de recuperacao

Um teste de recuperacdo consiste na dopagem do analito, em amostras com a mesma matriz, ao
longo das varias concentragdes, presentes na gama de trabalho. Um método analitico pode ser conside-
rado aplicdvel quando as taxas de recuperacao sdo proximas de 100% (sendo aceites em geral valores
de 70 a 120%, em que valores superiores a 100% traduzem efeitos de matriz habituais, porém aceites

em amostras complexas).*®
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6 Design experimental

O design experimental (DoE) é uma metodologia que auxilia a realiza¢do e planeamento de ex-
periéncias e tem como objetivo de extrair o maximo de informacao possivel, com o menor nimero de
analises. Esta metodologia ajuda na determinacao de quais as variaveis que sdo importantes e que pre-
cisam de ser controladas, assim como as correlagcfes entre elas com vista a otimizacdo de um sistema
com multivariaveis.*’

O design de Plackett-Burman foi estruturado para melhorar o controlo de qualidade do estudo dos
efeitos dos parametros e auxiliar a tomada de decisdes. Este design implica a construgcdo de uma matriz,
apos serem selecionados os parametros e valores a serem otimizados (Tabela 1.1). Cada linha corres-
ponde a uma experiéncia e cada elemento da coluna corresponde a valores de alto nivel (+1) e de baixo
nivel (-1). A resposta instrumental das experiéncias para cada analito é colocada na matriz e é seguido
pelo célculo dos efeitos de cada parametro e posteriormente escolhidos os parametros e valores mais
adequados.®

Tabela 6.1 Exemplo de um diagrama de Plackett-Burman.

Experiéncia X1 X2 X3 X4 X5
1 -1 -1 1 -1 1
2 1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1 1
4 1 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1 -1
6 1 -1 -1 1 1
7 -1 1 -1 1 -1
8 1 1 1 1 1
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7 Estado de arte

Ao longo dos anos 0s PAHs tém sido monitorizados em diversas matrizes, sobretudo ar, aguas,
solos, comida e lamas e aguas residuais pois sdo as principais vias de exposicéo a populagdo.! Em ma-
trizes aquosas, 0s PAHs estdo presentes em niveis vestigiais. Portanto, é necessario a utilizacdo de
procedimentos com altos fatores de enriquecimento que permitem ser detetados nos instrumentos ana-
liticos. As técnicas de extracdo de PAHs em aguas mais usadas sdo SPE, micro-extracdo em fase sélida,
extracdo liquido-liquido (LLE), extracdo sélido-liquido (LSE) e extragdo sorptiva com barra de agita-
céo.’

No decorrer dos anos, as legislac@es direcionadas para o cumprimento dos limites de concentra-
cao dos PAHs tém sido atualizadas de modo a tornarem-se 0 mais atuais e rigorosas possiveis. Os me-
todos analiticos mais utilizados para a determinacdo de PAHs sdo aprovados por organizagdes interna-
cionais, designadamente: USEPA, International Organization for Standardization (ISO), National Ins-
titute for Occupational Safety and Health (NIOSH) e Comité Europeu de Estandardizacdo (CEN).2

Os métodos mais comuns para a analise de PAHs sdo de HPLC e de GC. Os métodos de HPLC
utilizam detetores de ultra-violeta (UV), fluorescéncia (FL) ou a espectrometria de massa. Enquanto o0s
métodos GC recorrem ao FID ou a espectrometria de massa.?

Para a determinacdo de PAHs em aguas de consumo, a EPA aprovou os métodos presentes na
Tabela7.1. Os métodos EPA 525.2 e 525.3 permitem a analise de uma vasta variedade de contaminantes
organicos. No entanto, Nap, Ace e Fla ndo constam na lista de substancias monitorizadas. Os altos limi-
tes de detecdo para Nap, Ace e Acy, presentes nos métodos EPA 550 e 550.1, resultam da utilizacdo do
detetor de absorgdo de ultravioleta. Este detetor € muito menos sensivel quando comparado ao detetor

de fluorescéncia utilizado nos outros compostos.

Tabela 7.1- Métodos aprovados pela EPA para a determinacdo de PAHs em aguas para consumo.

) Especifico  Técnica de Técnicade  Limite de detegéo
Método Data

para PAHs extracéo separacao (ppb)

EPA Agosto

Néao LSE GC/MS 0,010 - 0,54
525.2 1995
EPA Fevereiro

Néao SPE GC/MS 0,013-0,11
525.3 2012
EPA Julho

Sim LLE HPLC/UV/FL 0,002 - 3,30
550 1990
EPA Julho

Sim LSE HPLC/UV/FL 0,003 - 2,20
550.1 1990
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Com o aumento do conhecimento relativo ao perigo dos PAHSs para os humanos ha a necessidade
de legislar de forma mais rigorosa relativamente ao teor maximo destes compostos. Por isso, 0s métodos
analiticos tém de ser capazes de fornecer a informacéo e de atingir os limites requeridos pela legislacéo.
Ao longo dos anos tém surgido novas metodologias com mais sensibilidade da resposta instrumental de
modo a chegar aos LODs e LOQs mais baixos. E de destacar a técnica de injecdo de LVI-PTV (Secgéo
2.2.1) que permite injetar mais volume de amostra, o que pode melhorar a sensibilidade do sistema.?
Delgadillo-Marin et al.*® desenvolveram uma metodologia para um GC-FID com LVI-PTV para a mo-
nitorizagio de PAHs em solos. A luz do conhecimento atual nenhum método semelhante foi desenvol-
vido para aguas para consumo.

A maioria das publicacdes recentes acerca de analises de PAHs recorrem a técnica de MRM. No
entanto, as estruturas destes compostos nao sdo favoraveis a fragmentacéo, o que pode levar a perda de
sensibilidade. Com isto, Shang et al.** propuseram um método alternativo que consiste no aproveita-
mento da mé fragmentacdo ao transferir seletivamente os ides para o segundo quadrupolo sem provocar
a sua fragmentacdo. Assim as transi¢des serdo ido precursor — ido precursor resultando em melhor
sensibilidade.

O DOE tem sido uma ferramenta bastante util para a otimizacdo de métodos, pois permite a oti-
mizag&o simultanea de véarios parametros e também a interagdo dos mesmos. Assim, é possivel realizar
superficies de resposta que permite chegar ao valor 6timo verdadeiro que ndo é possivel chegar pelo
método tradicional de otimizacdo de um parametro de cada vez.*” Yusa et al.* recorreram ao DOE para

a otimizacao de vérios parametros de LVI-PTV para a determinagdo de PAHSs particulas em suspens&o.
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8 Objetivos

Como foi referido na Sec¢do 1, a exposicdo aos PAHs € motivo de preocupacdo, 0 que torna
relevante a sua monitorizacdo. O objetivo desta dissertacdo centrou-se no desenvolvimento de um mé-
todo para a monitorizacdo de PAHs em aguas proprias para consumo por GC/TOFMS, GC/MS/MS e
GC-FID. As metodologias atuais recorrem a MS que ¢ bastante dispendioso, pelo que ha a necessidade
de desenvolver métodos alternativos mais econdmicos e exequiveis a nivel de rotina de laboratério.

Durante a realizagdo experimental desta dissertacdo foram realizados varios estudos nomeada-
mente screening dos parametros das condi¢des operacionais de LVI PTV-GC/TOFMS, impacto da ge-
ometria do liner e da temperatura de injecdo e o desenvolvimento de um método de MRM para
GC/MS/MS. Estes resultados serdo depois transpostos para o GC-FID de modo a desenvolver um mé-

todo mais econémico.
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9 Parte experimental

9.1 Reagentes

Na realizacdo desta dissertacdo foram utilizados os seguintes reagentes: padrdo com os 16 PAHs
apresentados na Figura 1.4 em diclorometano (Supelco), fosfato de tri-p-cresilo (98%, Tokyo Chemical
Industry), heneicosano (C21) e tritriacontano (Cs3) ambos padrdes analiticos (Sigma-Aldrich). Os sol-
ventes utilizados foram: acetona grau GC/MS (Carlo Erba), hexano grau GC-spectrophotometric quality
(J.T.Baker), Agua reagent grade (J.T.Baker), metanol grau GC/MS (Carlo Erba).

9.2 Preparacao de solucdes

Na preparacéo da solugdo-mée dos PAHSs foi pipetado todo o volume de padrdo de PAHSs presente
na ampola de 1 mL (10 ppm) em acetonitrilo para um baldo de 10 mL, ao qual se adicionou hexano
perfazendo até 10 mL. A solugdo resultante tem concentracdo de 1 ppm. A partir da solugcdo-mée foi
preparada uma solucdo de 100 ppb de concentragdo com o uso de uma solucdo de mistura hexano:ace-
tena (1:1) como solvente. Foi preparada uma solucdo-padrdo de 10 ppm com o volume de 100 ulL a
partir da evaporacdo de 1 mL de solugdo-mée.

Na preparagdo solugdo de padréo foram dissolvidos 1,4 mg de fosfato de tri-p-cresilo, 1,1 mg de
C21, 0,8 mg de Cs3 em 20 mL hexano:acetona (1:1). Foi pipetado 0,5 mL desta solucédo e adicionou-se
hexano:acetona (1:1) até perfazer 25 mL, obtendo-se assim, uma solu¢do com 1 ppm de concentracéo.

Solugdes padréo de PAHSs de concentragdes 20, 50, 80, 100, 150 e 200 ppb com 100 ppb de padrao
foram preparadas a partir da solugdo-mae da mistura de PAHSs e da solucéo de 1 ppm de concentragdo

de padréo (Figura 9.1).
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(25 mL) (10 mL) (5mL) (10 mL) (10 mL) (5mL)

Figura 9.1- Fluxograma seguido durante a prepara¢do das solugdes-padrao.

9.3 Parametros cromatograficos de GC-FID

As anélises foram realizadas num cromatografo HP 6890 (Agilent Technologies). A separagdo
dos analitos ocorreu numa coluna capilar BR-5MS (15 m x 0,250 mm x 0,25 um; Bruker Corporation)
cuja fase estacionaria é constituida por polimero fenil arileno ndo polar, virtualmente equivalente a 5%
fenil-95% metilpolisiloxano. O gas de arraste utilizado foi hidrogénio a um fluxo constante de 1,0
mL/min. A injecdo foi manual e injetou-se 1 uL em modo splitless durante 2 minutos. A temperatura
do injetor foi de 270°C. No programa de temperatura utilizado, a temperatura inicial do forno foi fixada
a 70 °C durante 2 minutos, verificando-se um aumento de 30 °C/min até aos 200 °C, sendo depois au-
mentada a um ritmo de 5 °C/min até aos 300 °C e finalmente, fixada por um periodo de 2 minutos. A

temperatura do detetor foi estabelecida a 300°C.

9.4 Otimizacao de parametros de injecéo para GC/TOFMS

As analises foram realizadas num Pegasus BT GC/TOFMS (LECO Corp.) equipado com um cro-
matografo Agilent 7890B GC (Agilent Technologies) e um amostrador automético L-PAL3. O software
utlizado foi ChromaTOF (v5.40.12.0.60635). A separacdo dos analitos ocorreu numa coluna capilar
DB-5MS Ultra Inert (25 m x 0,250 mm x 0,25 um; J&W Scientific) cuja fase estacionaria é constituida
por polimero fenil arileno ndo polar, virtualmente equivalente a 5% fenil-95% metilpolisiloxano. O gas
de arraste utilizado foi hélio a um fluxo constante de 1,0 mL/min. No programa de temperatura utilizado,
a temperatura inicial do forno foi fixada a 70 °C durante 2 minutos, verificando-se um aumento de 30
°C/min até aos 200 °C, sofrendo um posterior incremento a um ritmo de 5 °C/minuto até aos 300 °C e

finalmente, fixada por um periodo de 15 minutos. A injecdo ocorreu no injetor de modos mdltiplos
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(MMI), em modo splitless durante 3 minutos. Os parametros de injecdo utilizados em cada condigédo
como a temperatura de injegdo (Tinj), uso de rampa de temperatura e de hot needle estdo presentes na
Tabela 9.1. Na condicdo 1 utilizou-se o liner representado pela Figura 9.2 a) e nas restantes condicdes
o liner da Figura 9.2 b). O volume de injecdo foi de 1 uL. O método de ionizagdo foi EI com a energia
de 70 eV. As temperaturas da fonte de ionizagéo e da linha de transferéncia foram 250 °C e 300 °C,
respetivamente. A aquisicéo foi realizada em FS de gama de massa compreendia entre 30 e 400 Da, com
uma taxa de aquisicdo de 10 espetros/s. O delay de aquisicdo foi estabelecido em 300 s.

Tabela 9.1- Condic¢des de injecdo utlizadas.

Condicao Tinj (°C) Uso de Hot needle
1 270 N&o
2 270 Néo
3 270 Sim
4 270-290 Néo
5 290 Néo
6 270-290 Sim
7 290 Sim
— —— a
- RESTER ——
——

V—-—_u:guu_i -

Figura 9.2-a) Liner de precisdo com 14 de vidro de didmetro interno de 4,0 mm, de comprimento de 78,5

mm e de didmetro exterior de 6,3 mm. b) Liner de cone Unico com la de vidro de didmetro interno de 4,0 mm, de

comprimento de 78,5 mm e de didmetro exterior de 6,5 mm.

9.5 Extracao de PAHSs por SPE

A extracdo dos PAHSs foi efetuada com recurso a extragdo de fase sélida (SPE) utilizando cartu-
chos Oasis HLB (200 mg, 6 mL; Waters), um coletor de SPE ligado a uma bomba de vacuo. Os cartuchos
de SPE foram condicionados com lavagens de 10 mL de hexano, 10 mL de diclorometano, 10 mL de
metanol, respetivamente, seguido pelo reequilibrio com 15 mL de 4gua reagent grade. As amostras de
volumes de 20 mL, 100 mL e de 1 L (lamas, aguas residuais e aguas para consumo, respetivamente)
foram carregadas nos cartuchos, e de seguida repousaram em vacuo durante 15 minutos. Os PAHSs reti-
dos foram eluidos com 2 lavagens de 10 mL de uma solugdo hexano/acetona (1:1), e assim foram obtidos

extratos com 20 mL.
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9.6 Preparacao de amostras de lamas e aguas residuais

Para a preparacdo de amostras de lamas, 2,5 g de lamas foram recolhidos, dissolvidos em 500 mL
de H20 e submetidos ao ultrassons durante 15 min. Posteriormente, foram centrifugados durante 10 min
a 4500 rpm. O sobrenadante foi filtrado com um filtro de membrana com poros de 0,7 um (FILTER-
LAB). O precipitado foi dissolvido em 20 mL em hexano:acetona (1:1) e depois foi filtrado com filtro
de seringa PTFE 0,45 um (FILTER-LAB). As amostras de aguas residuais foram filtradas com filtros
de seringa PTFE 0,45 um. As amostras foram fortificadas com metanol numa proporcéo de 2% do seu
volume. A extracdo dos PAHs foi realizada através do procedimento de SPE mencionado na Secgéo 9.5.
Por fim, as amostras foram reconcentradas em 1 mL por linha de azoto. Em alguns extratos, foi obser-
vado a existéncia de duas fases pelo que se procedeu a realizacao de duas extragfes com 2 mL de hexano
e foi retomada a reconcentragdo dos extratos. As amostras foram analisadas qualitativamente com 0s

parametros da Condicdo 6 mencionados na Seccéo 9.4.

9.7 Otimizacao de parametros LVI-PTV-GC/TOFMS

As andlises foram realizadas num Pegasus BT GC/TOFMS (LECO Corp.) equipado com um cro-
matografo Agilent 7890B GC (Agilent Technologies) e um amostrador automatico L-PAL3. O software
utlizado foi ChromaTOF (v5.40.12.0.60635). A separacdo dos analitos ocorreu numa coluna capilar
DB-5MS Ultra Inert (25 m x 0,250 mm x 0,25 um; J&W Scientific) cuja fase estacionaria é constituida
por polimero fenil arileno ndo polar, virtualmente equivalente a 5% fenil-95% metilpolisiloxano. O gas
de arraste utilizado foi hélio a um fluxo constante de 1,0 mL/min. A injec&o foi realizada num injetor
MMI com recurso a técnica de LVI solvent split. Os parametros de solvent split utilizados estdo na
Tabela 9.2. O volume de injecdo foi de 10 uL. A temperatura da linha de transferéncia foi mantida a
300 °C. As rampas de temperatura do forno e do injetor estdo presentes na Figura 9.3. O método de
ionizacdo foi El com a energia de 70 eV. A aquisicao foi realizada em FS de gama de massa compreendia
entre 40 e 550 Da, com uma taxa de aquisi¢do de 10 espetros/s. O delay de aquisicéo foi estabelecido
em 260 s. As condicOes experimentais para elaborar o diagrama de Packett-Burman encontram-se des-

critas na Tabela 9.2.
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Forno: Injetor:

300°C
300 °C

60°C/90°C /700°C/min 5500

50°C/80°C 30°C/min

1,5 min

2 min

Figura 9.3- Rampas de temperatura utilizadas no forno e no injetor.
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Tabela 9.2- Diagrama de Packett-Burman com os parametros utilizados em cada experiéncia.

Tempode Pressdodapurga Tempo de

Experiencia purga (s) (psi) splitless (s) Tianis (°C) Tiint (°C)
1 30 1 60 250 90
2 90 1 60 250 60
3 30 5 60 250 90
4 90 5 120 250 60
5 30 1 120 280 60
6 90 1 60 280 90
7 30 5 60 280 60
8 90 5 120 280 90

9.8 Analise por GC/MS/MS

As andlises foram realizadas num sistema GC/MS/MS equipado com um cromatografo Brucker
GC 456 (Bruker Corporation), um espetrometro de massa Scion TQ (Bruker Corporation) e um amos-
trador automatico CombiPAL (CTC Analytics GmbH). Os dados foram adquiridos com recurso ao soft-
ware MSWS 8.2 Bruker e analisados com Bruker MS Data Review 8.0. A separacéo dos analitos ocorreu
numa coluna capilar ZB-5MS (30 m x 0,250 mm x 0,25 um; Zebron) cuja fase estacionaria é constituida
por polimero fenil arileno ndo polar, virtualmente equivalente a 5% fenil-95% metilpolisiloxano. O gas
de arraste utilizado foi hélio a um fluxo constante de 1,0 mL/min. O volume de injecdo foi de 1 puL. A
injecdo foi no modo splitless durante 1 minuto. As temperaturas da linha de transferéncia e da fonte de
ionizacdo foram mantidas a 310 °C e 280 °C, respetivamente. A temperatura do injetor foi mantida a
290 °C. A rampas de temperatura do forno esta presente na Figura 9.4. O método de ionizacdo foi El
com a energia de 70 eV. O delay de aquisicao foi estabelecido em 240 s. A aquisi¢do em FS foi realizada

de gama de massa compreendia entre 40 e 500 Da, com uma taxa de aquisi¢do de 10 espetros/s.

300°C

200 °C/ 5°C/min

30°C/min

2 min

Figura 9.4- Rampa de temperatura utilizada no forno.

A metodologia do desenvolvimento do método de MRM baseou-se na aquisicdo em FS onde

foram obtidos os tr dos analitos, janelas temporais e 0s seus respetivos iGes com maior intensidade.
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Estes ides foram selecionados como ides precursores. De seguida foi adquirido o espetro de ides pro-
duto, de modo a escolher quais as transi¢6es. O ido produto com maior intensidade foi selecionado como
ido quantificador e o0 ido com a segunda maior intensidade foi selecionado como ido qualificador e ajus-
tou-se as janelas temporais. Por fim, deu-se a otimizacdo das energias de colisdo através de uma aquisi-
¢do em MRM em que foram utilizadas varias energias de colisdo (10, 20, 30, 40, 50 e 60 eV). A energia

de colisdo em que é obtida a maior intensidade do ido quantificador ou qualificador é selecionada.?

9.9 Amostras dopadas

A 6 L de 4gua canalizada foram adicionados 60 puL da solu¢cdo-mée da mistura dos 16 PAHs com
0 objetivo de obter uma amostra de agua com a concentracao de 100 ppb de PAHSs. Extraiu-se 4 por¢des
de 1 L da amostra dopada, utilizando o procedimento descrito na Sec¢do 9.5. Os quatro extratos obtidos
foram levados a secura, sendo que dois deles foram ressuspendidos em 20 uL e os restantes em 100 uL

de hexano:acetona (1:1) com recurso a ultrassons.

9.10 Amostras reais de agua

As amostras de dgua canalizada foram adquiridas a partir da rede pablica e a sua origem esta
representada na Figura 9.5. As amostras foram armazenadas em recipientes de plastico de 1 L e arma-
zenadas a temperatura ambiente. As amostras foram extraidas de acordo com o procedimento descrito
na Seccdo 9.5. Os extratos obtidos foram levados a secura e posteriormente ressuspendidos em 100 pL
de hexano:acetona (1:1). Em alguns extratos foi observada a existéncia de duas fases pelo que se proce-

deu a realizacdo de duas extracdes com 2 mL de hexano e foi retomada a reconcentracdo dos extratos.
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Figura 9.5- Mapa com as origens das amostras de agua canalizada.
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Figura 9.6- Sumério do procedimento e resultados desta dissertacao.
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10 Resultados e discussao

10.1  Ordem de elui¢cdo da mistura de PAHSs

Uma amostra padrdo da mistura de PAHs padrdo com 10 ppm foi injetada no sistema GC-FID
com os parametros descritos na Seccao 9.3 com o intuito de conhecer a ordem de elui¢cdo dos compostos
presentes na mistura (Figura 10.1 a)).

Adicionalmente, foi injetada uma solucdo padréo de BaP para proceder a identificacdo dos picos
(Figura 10.1 b)). Nas mesmas condi¢fes cromatogréaficas, 0 mesmo composto ird eluir sempre no mesmo
tr, dai 0 pico com o tg de cerca 21 minutos corresponde ao BaP. Como o detetor FID ndo consegue
identificar compostos, é necessario recorrer-se a utilizagéo de uma solucdo-padrdo para proceder a sua
identificacdo. As atribuicbes dos restantes picos foram realizadas a partir da comparacdo com o estudo
de Lynam et al.*® em que foi demonstrado a separagdo dos PAHs numa coluna DB-5ms.

1. Nap
2. 2-metil-naftaleno
15 3. T-metil-naftaleno
4, Acy
5. Ace
6. Flu
7. Phe
. L 8. Ant
e 9. Fla
® 10. Pyr
‘ 11. BaA
8 \ / 12. Chr
/ 13. BbF
9 10 ‘ / 14, BKF

11,12 14,/ 17 15. BaP
13 16,7118 16, IcdP
I ' s e

17. DBahA
18. BghiP

Figura 10.1-a) Cromatograma da inje¢do da amostra padrdo da mistura de PAHs de 10 ppm. b) Cromato-
grama da injecdo da amostra padrdo de BaP de 10 ppm. As abreviaturas utilizadas na legenda estdo na Figura 1.4.
Os dois cromatogramas foram obtidos no sistema GC-FID.

10.2 Diferencgas na geometria do liner e otimizagao dos parametros

de injecdo no modo splitless

Foram analisados sedimentos com os parametros mencionados na condi¢do 1 na Sec¢édo 9.4 por
GC/TOFMS durante varios dias. Ao fim de vérias analises e apds a troca do septo deparou-se com uma
quebra de cerca de 55% nas areas HPAHSs. Na Figura A. 1 é possivel observar a diferenga nos picos de
BaP. Contudo, as &reas dos LPAHs mantiveram-se. (Figura 10.2). A diminuicdo nas reas estava asso-
ciada ao fendmeno de discriminacdo que consiste na baixa intensidade nas areas dos compostos menos

volateis comparativamente as areas de compostos mais volateis. Consequentemente, a amostra deixa de
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ser fiel a amostra original.** Além disso, este fendmeno pode ter sido potenciado pela atividade do liner.
A atividade do liner pode ter origem na degradacdo da desativacdo ou na deposicdo de componentes
ndo volateis da matriz na superficie do vidro, o que contribuiu para absorcdo e retencdo dos analitos

menos volateis no liner.%
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Figura 10.2- Areas dos picos da amostra-padrio da mistura de PAHs com 2 ppm de concentragio. As

andlises foram efetuadas em duas semanas diferentes e em que na injecdo da 2° semana foi utilizado um septo
novo. Os parametros cromatograficos foram os indicados na condicdo 1 da Tabela 9.1. As barras azuis correspon-
dem aos PAHSs de baixa massa molecular (LPAHS) e as de cor de laranja correspondem aos PAHs com elevada
massa molecular (HPAHS).

Procedeu-se a troca do liner, verificando-se a sujidade depositada no mesmo, justificando deste
modo, a aparente a discriminagdo. (Figura A. 2). Contudo, o liner trocado possuia uma geometria dife-
rente - o primeiro, um liner de precisao (Figura 9.2-a) e o segundo um liner de cone Unico (Figura 9.2-
b). A escolha da geometria do liner e do empacotamento da Ia de vidro podem ter impacto significativo
no desempenho do método analitico.

Comparativamente a condicdo 1, na injecdo da condigdo 2, ambos os grupos de PAHs apresenta-
ram menores areas (33% para os HPAHSs e 27% para os LPAHSs, Figura 10.3) (Figura A. 3). Isto pode
ser explicado pelo facto de o primeiro liner possuir & de vidro no topo. A posicéo da I1& permite-lhe ser
penetrada pela agulha da seringa pelo que a injecao ocorre diretamente na Ia de vidro, o que contribuiu
para uma melhor volatilizagdo dos compostos presentes na amostra. Por outro lado, no segundo liner a
injecdo ocorre por cima da I de vidro, o que tera provocado a diminuicéo da resposta.*®

Dada a diferente resposta obtida no liner decidiu testar-se varios parametros de injecdo a fim de
se obter uma resposta semelhante & do liner de precisdo. Em primeiro lugar foi testado o uso da técnica
de hot needle, que consiste no aguecimento da agulha durante 3 a 5 segundos antes da injecdo (condicédo
3). No entanto, 0 uso desta técnica ndo provocou alteragdes significativas nas &reas relativamente a
condicdo 2 (Figura 10.3). Portanto optou-se por aumentar a temperatura de injecdo para 290 °C e por
usar PTV, com uma rampa balistica de 270 °C para 290 °C. Com o aumento da temperatura (condi¢do

36



4) observou-se um aumento consideravel das areas para todos os PAHs em relacdo a injecdo anterior.
(40% para os LPAHSs e 88% para os HPAHS; Figura 10.3) (Figura A. 4). Este resultado seria expetavel
dado que a uma temperatura mais elevada, melhor sera a volatilizacdo. A injecdo em condicdes isotér-
micas, a 290°C apresentou resultados semelhantes. Assim, pode-se afirmar que o aumento de tempera-
tura que provocou a melhor injecdo dos analitos. E de salientar que as areas dos HPAHSs foram ligeira-
mente superiores as injecbes com liner de precisdo. Por fim, testaram-se as mesmas temperaturas com
0 uso de hot needle. Nestas condi¢Ges foram obtidas maiores areas especialmente para os LPAHs. No
entanto, as areas dos HPAHSs diminuiram ligeiramente. Observou-se que o método de inje¢do com rampa
de temperatura e hot needle (condigéo 6) foi onde se obteve melhores resultados. Adicionalmente este
liner pode ser comparado com o liner de preciséo, no que diz respeito as suas caracteristicas. No entanto,
a utilizacdo do liner de precisdo com temperaturas de injecdo mais elevadas pode eventualmente forne-
cer picos com &rea superior.

Apesar de ndo ter sido possivel testar-se esta hipdtese € de interesse a realizagdo de um estudo
num futuro proximo. E de salientar que este estudo foi realizado sem analises em triplicado, o que leva
a possibilidade destas variagOes ligeiras sejam s6 variagOes aleatérias do sistema e nao das condigdes.
A realizagdo dos triplicados aumentaria a preciséo dos valores obtidos, tornando possivel uma discusséo

mais aprofundada deste tema.
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Figura 10.3- Areas dos picos da amostra-padrdo da mistura de PAHs com 2 ppm de concentracdo. Os
parametros cromatograficos estdo mencionados na Tabela 9.1. As barras azuis correspondem aos PAHSs de baixa

massa molecular (LPAHS) e as de cor de laranja correspondem aos PAHs com elevada massa molecular (HPAHS).

10.3 Presenca de PAHs em diferentes tipos de matrizes

As amostras foram preparadas e analisadas com o procedimento mencionado na Seccéo 9.6. Este
estudo foi realizado com o intuito de perceber quais os PAHSs presentes nas varias matrizes. Os PAHs

identificados em cada matriz estdo presentes na Tabela 10.1.
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A presenca dos PAHs na fracéo sélida das lamas era expetavel dada a tendéncia destes compostos
para se acumularem na matéria organica presente nas lamas.® Inesperadamente, na fragéo liquida os
PAHs mais soltveis (p.e Nap e Ace) ndo foram detetados. Porém, foram detetados Pyr e BaA que sdo
PAHSs praticamente insol(veis em agua (135 e 14 ug/L a 25°C, respetivamente)’, pois sdo PAHSs cons-
tituidos por quatro anéis.® Isto indica a presenca de matéria organica na fragdo liquida o que é corrobo-
rado pela observacédo de particulas na amostra durante a sua preparacéo, pelo que foi necessario filtra-
la.

Nas aguas residuais nao foi detetado nenhum PAH. A baixa solubilidade dos PAHSs contribuiram
para a pouca quantidade de analito nesta matriz e assim, o sistema GC/TOFMS ndo teve sensibilidade
suficiente. Adicionalmente, o procedimento de extracdo pode néo ter sido adequado, uma vez que se
extraiu 150 mL de aguas residuais, e na metodologia do método 610 da EPA sdo extraidos 1 L de aguas
residuais, pelo que o volume de amostra extraido pode néo ter sido suficiente para que 0s PAHs tivessem
sido detetados. Além disso, a amostra foi filtrada com um filtro de PTFE antes de ser extraida, signifi-
cando, isto que, apenas a fracdo soltvel foi extraida, ou seja, os PAHs podem ter ficado na fracéo parti-
culada que ficou retida no filtro que posteriormente néo foi extraida nem analisada.

As lamas sdo normalmente utilizadas como fertilizante de solos, enquanto que, as aguas residuais
sdo utilizadas para irrigagdo dos campos agricolas. Contudo, estes podem conter poluentes organicos,
incluindo PAHSs, acabando por contaminar os solos durante a sua aplicagdo. Adicionalmente, a presenga
de PAHSs nas colheitas esta diretamente relacionada com o seu crescimento em solos contaminados,
sendo que o seu consumo é uma das principais vias de exposicdo destes compostos a populagéo.*®

Atualmente, a Comissdo Europeia ndo tem nenhum limite regulado para a concentracdo de PAHs
em lamas e aguas residuais. No entanto, um relatorio elaborado para a Comissao Europeia sugeriu que
0 somatdrio das concentracdes de Ace, Phe, Flu, Fla, Pyr, BbF, benzol[j]fluoranteno, BkF, BaP, BghiP
e IcdP ndo deve ultrapassar os 6 mg/kg de matéria seca.*®“® Estes PAHs foram detetados nas amostras
de lamas, 0 que demonstra a necessidade de quantificacdo destas substancias em matrizes de lamas e

aguas residuais para uma utilizacdo segura na agricultura.

Tabela 10.1- PAHs detetados nas matrizes testadas.

Matriz Lamas (fracao sélida) Lamas (fracdo liquida) Aguas residuais
Todos os 16 EPA PAHs e
PAHSs detetados 2-metilnaftaleno e 1-me- Flu, Pyr e BaA -
tilnaftaleno
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10.4 Otimizacao de parametros LVI-PTV-GC/TOFMS

Foram testados cinco pardmetros do sistema LVI-PTV: tempo de purga (tpurga), Pressao da purga
(Ppurga), tempo de splitless (tspiitess), temperatura da fonte de ionizagdo (Trne) € temperatura inicial do
injetor (Tin injetor)-

Com o objetivo de estimar a influéncia dos parametros na resposta instrumental foi utilizado o
diagrama de Plackett-Burman (Tabela 3.1). Em resumo, os valores selecionados para cada parametro
foram:

e 30e90s para o tpurga,

e 1e5psipara ppurga

e 60e 120 s para 0 tspiitess,

e 250e280°C paraa Trone €
e 60e90°C paraa Tiinlet.

Foram consideradas as areas dos picos como a resposta instrumental.

O calculo do efeito principal de cada parametro foi feito a partir da multiplicacdo da resposta
instrumental de cada experiéncia pelo niveis -1 e +1 presentes na Tabela 1.2. Os produtos sdo somados
e divididos por metade do nimero de experiéncias.®” A partir do sinal do fator principal pode-se afirmar
qual o valor mais adequado para otimizar a resposta instrumental, isto €, se for positivo o valor de alto
nivel é mais adequado para o determinado parametro e vice-versa. Os efeitos principais para todos 0s

PAHSs analisados estdo presentados na Tabela A. 1 e os seus sinais na Tabela 10.2.
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Tabela 10.2- Parametros mais adequados para cada composto. O sinal indica se o valor de alto ou baixo

nivel é o mais adequado para um determinado parametro.

Tempo de purga Pressdo de purga  Tempo de

Composto ] ] Ttonte (°C) Tiintet (°C)
(s) (psi) splitless (s)
Nap - - + + -
Acy - - + + +
Ace - - + + +
Flu + - + + +
Phe + - + + +
Ant + - + + +
Fla + - + + +
Pyr + - + + +
Chr + + + + +
BaA + - + + +
BKF + + + + +
BbF + + + + +
BaP + + + + +
IcdP + + + + +
DBahA - + + + -
BghiP + - + + +

Os pardmetros Tronte, Tiinlet € tsplitless POSSUem efeitos positivos porque as mudangas para valores
mais altos provocaram um aumento da resposta da maioria dos PAHs. Consequentemente, os valores de
alto nivel para a Tronte, Tiinlet € tspiitiess SA0 0S Mais adequados. Ao contrario do descrito por Yusa et al.*?,
verificou-se que a Tiiner tinha um efeito positivo na resposta instrumental, ou seja, temperaturas maiores
melhorar a resposta cromatografica.

Com o aumento do tyuga Observou-se efeitos positivos para a maioria dos compostos exceto para
os trés PAHs mais volateis (Nap, Acy e Ace) e com 0 aumento da Ppurga, de 1 para 5 psi, 0 conjunto dos
PAHSs de baixa massa molecular teve uma diminuigdo na resposta. Este acontecimento pode estar rela-

cionado com o facto de que pequenas quantidades dos componentes mais volateis, podem ser expulsas
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do injetor pela purga. Quanto maior a ppurga Maior € a probabilidade de ocorrerem perdas de compostos
mais volateis. Dado que, a resposta ndo foi unanime para os PAHSs serd necessaria uma otimizacdo mais
detalhada para tpuga © Ppurga. Na Tabela 10.3 estéo esquematizados os resultados obtidos do screening
para os parametros estudados de LVI-PTV.

Tabela 10.3- Resultados do screening para os parametros estudados de LVI-PTV.

Tempo de purga Pressdo da purga Tempo de

(5) (psi) splitless g e ) Tiine ()

Necessita de otimi- Necessita de otimi-
o N 120 280 90
zacgdo adicional zag&o adicional

105 Analise por GC/MS/MS

Procedeu-se ao desenvolvimento de um método de MRM. Iniciou-se pela aquisicdo em FS (Fi-
gura 10.4) de uma solucéo-padrédo de mistura dos 16 PAHs e foram adquiridos os tr, janelas temporais
e a selecdo dos iGes precursores. (Tabela 10.4). Em todos os analitos os ides com maior intensidade
foram os respetivos iGes moleculares pelo que foram estes os ifes selecionados como ides precursores
(Figura 10.5, exemplo para o BaP).

1. Nap
2. Acy
3. Ace
4.Flu
5. Phe
6. Ant
2 7.Fla
8. Pyr
4 9.BaA
10. Chr
11. BbF
12. BKF
T L6 .8 13. BaP

12
_JL [ | | 5 | - s 14. TedP
l“«l.'- L i e 15. DBahA

———————— e P — ——————— e ;— 16. BghiP

Figura 10.4- Cromatograma em FS da solucéo-padréo da mistura de PAHs a 10 ppm. As abreviaturas uti-

lizadas na legenda estdo na Figura 1.4.
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Figura 10.5- Espetro de massa do composto BaP obtido a partir do FS da solucdo padrdo da mistura de
PAHs a 10 ppm.

Para selecionar os iGes quantificadores e qualificadores procedeu-se a experiéncia dos produtos,
consistindo no varrimento dos ides fragmentos originados a partir de um i&o precursor.

No Q1 apenas os ides de m/z selecionado, num determinado tempo, passam para a CID e sdo
posteriormente fragmentados e o Q2 faz o varrimento dos ides formados.?

Em todos os PAHSs os ides-produtos com maior intensidade sao os ides moleculares, o que se deve
a grande estabilidade quimica destes compostos. Também neste trabalho foi observada esta maior in-
tensidade dos i6es moleculares comparativamente aos outros iGes formados tal como observado diversas
vezes na literatura.**° Na metodologia apresentada no Handbook of GC/MS para o desenvolvimento de
métodos de MRM, deve-se selecionar os ides de maior intensidade.?* No entanto, a sua escolha levaria
ao desenvolvimento de um método de pseudo MRM (pMRM). Este método consiste na transferéncia
seletiva de ides para 0 Q3 sem fragmentacdo induzida pela colisdo, ou seja, a monitorizacao de transi-
cOes ido precursor — ido precursor.*! Consequentemente, os ides selecionados como qualificadores e
quantificadores foram os ides com a segunda e terceira maior intensidade, respetivamente. Estes ides
foram na maioria ies do tipo [M-H]* e [M-2H]* (Tabela 10.4). Esta escolha pode levar a perdas de
sensibilidade do método comparativamente ao método de pMRM.

De seguida, realizou-se a otimizacdo das energias de colisdo. Ao efetuar uma analise em MRM
de uma solug@o com os ifes precursores e produtos selecionados foram estudadas seis energias de coli-
sdo - 10, 20, 30, 40, 50 e 60 eV - ao efetuar uma analise em MRM da mesma solucdo com os iGes
precursores e produtos selecionados. As energias em que foram obtidas maiores intensidades de ides

produto foram as selecionadas (Tabela 10.4).
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Tabela 10.4- Parametros otimizados no modo MRM.

Quantificador

Qualificador

Composto tr (Min) lao Ecolisio (€V) lao Ecolisio (€V)
Nap 4,682 128 — 127 20 128 — 126 50
Acy 6,059 152 — 151 20 152 — 150 50
Ace 6,210 154 — 153 20 154 — 152 40
Flu 6,735 166 — 165 30 166 — 164 60
Ant 8,041 178 — 177 30 178 — 175 50
Phe 8,130 178 — 177 40 178 — 176 60
Fla 10,640 202 — 201 40 202 — 200 50
Pyr 11,240 202 — 201 40 202 — 200 60
BaA 15,501 228 — 227 40 228 — 226 60
Chr 15,609 228 — 227 40 228 — 226 60
BbF 19,583 252 — 251 50 252 — 250 60
BkF 19,689 252 — 251 50 252 — 250 60
BaP 20,799 252 — 251 50 252 — 250 60
IdcP 24,661 276 — 275 50 276 — 274 60

DBahA 24,835 278 — 277 50 278 — 276 60
BghiP 25,426 276 — 275 50 276 — 274 60
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10.6 Desempenho do modo de MRM

Apbs o desenvolvimento do método e respetiva otimizacdo procedeu-se a avaliacdo do seu de-
sempenho. Para tal, foram preparadas solu¢des padrao diluidas a partir da solu¢cdo-mée com a mistura
dos 16 PAHSs de 1 ppm de concentracdo e de uma solucdo mistura de Ca1, Cs3 € fosfato como padréo. A
descricdo da preparacdo de amostra estd mencionada na Seccdo 9.2.

O ponto central da reta foi definido a 100 ppb, sendo os outros pontos da reta 20, 50, 80, 150 e
200 ppb. Esta escolha de gama de concentracBes foi cerca de cem vezes menor que a concentragao de
PAHSs utilizada na otimizacdo. Observou-se desvios nos tz € consequentemente as janelas temporais e
em alguns pares criticos como Phe e Ant, BaA e Chr, e BbF e BkF, ocorreu co-eluigdo. O fendmeno de
co-eluicdo é frequentemente observado na literatura devido ao uso de colunas com a fase estacionaria
5% fenil-95% metilpolisiloxano.>® No entanto, este problema é resolvido com a utilizacdo de fases es-
tacionarias como a da coluna ZB-PAHSs que consegue resolver os pares criticos.>

Com a adicdo de padréo, foi necessario selecionar também, analogamente aos PAHSs, 0s seus iGes-
precursores e i6es-produtos. No entanto, as energias de colisdo ndo foram otimizadas, tendo sido utili-
zado 45 eV, pois é considerado um valor de energia intermédio. (Tabela 10.5).

Tabela 10.5- Pardmetros de MRM para os padrdes internos.

Quantificador Qualificador
Padrio Interno tr (Min) ldo Ecoliszo (€V) 150 Ecolisio (€V)
Cn 10,710 57 — 56 45 57— 29 45
Fosfato 19,120 368 — 367 45 368 — 366 45
Css 26,460 57—41 45 57—56 45

A partir dos cromatogramas obtidos, foi feita a integracdo dos picos para obtencdo das areas e
razBes sinais-ruido (S/N). Considerou-se que 0s picos com S/N < 10 ndo seriam integrados. A maioria
dos picos revelou possuir S/N bastante baixas devido a baixa sensibilidade do detetor e a forma nao
gaussiana dos picos (Figura A. 5). Em consequéncia, ndo foi possivel realizar curvas de calibracéo para
todos os compostos, dado que é necessario no minimo cinco pontos para estabelecer uma reta de cali-
bracéo.>? O ido quantificador do Nap foi a Unica excecéo.

Deste modo, ndo foi possivel calcular os limiares analiticos pelas equagdes e a gama de trabalho
do método descritos nas Seccao 5. Alternativamente, considerou-se o LOD e o0 LOQ para cada analito
quando a sua concentracéo originava picos com S/N superior a 3 e a 10, respetivamente.>® Os resultados
estdo representados na Tabela 10.6. O método desenvolvido foi capaz de detetar todos os PAHs com a
exce¢do de Flu. Os menores LOD foram para os LPAHs comparativamente aos HPAHS, o que é expe-
tavel dado que os LPAHSs obtém melhores respostas instrumentais. Trata-se do fendmeno da discrimi-

nacao na injecdo dos compostos menos volateis que também foi observado e discutido na Seccdo 10.2.

44



Em termos quantitativos, 0 método apresenta um desempenho deficiente, pois os valores de LOQs
sdo bastante altos e a gama estudada nao foi adequada a realidade instrumental, ndo tendo sido possivel
a construcdo da curva de calibracdo. Para a sua construcdo, ter-se-ia de analisar solu¢des-padrdo coma
concentracdes mais elevadas. Contudo, estas novas concentracdes estariam fora da gama de trabalho
pretendida, uma vez que os limites maximos previstos por lei para o BaP correspondem ao ponto medio
da gama estudada.

Os LOQs e LODs dos ides quantificadores e qualificadores foram semelhantes, resultado expeté-
vel dado que durante a selecdo dos iGes-produtos, as suas intensidades tém a mesma magnitude. A
excecdo foi o Ace, cujo LOQ do ido qualificador foi bastante superior ao do ido quantificador.

Tabela 10.6- Namero de pontos, LODs, LOQs obtidos a partir da tentativa de constru¢do de uma curva de

calibragdo para os iGes quantificadores e qualificadores.

Quantificador Quialificador
Composto  N°de pontos  LOD (ppb)  LOQ (ppb) N°depontos LOD (ppb) LOQ (ppb)
Nap 5 20 20 4 20 50
Acy 3 20 100 3 20 100
Ace 4 20 50 4 20 150
Flu 0 - - 0 - -
Phe e Ant 4 20 20 4 20 20
Fla 3 50 100 3 50 100
Pyr 3 50 100 3 50 100
BaA e Chr 4 20 50 4 20 50
BbF e BKF 2 50 150 2 50 150
BaP 0 100 - 0 100 -
IcdP 1 100 200 1 100 200
DBahA 0 200 - 0 200 -
BghiP - 100 - - 100 -

Outros fatores que contribuiram para a fraca sensibilidade do método foram o desgaste do de-
tetor, consequéncia da sua “idade” e a avaria do Q0. O QO (Figura 10.6) é um quadruplo curvo de apenas
radiofrequéncia que tem a fung&o de focar os ides. Esta focagem resulta numa melhor sensibilidade e
resolucéo espetral.>* Esta avaria provocou a forma ndo gaussiana dos picos Figura A. 5), o que contribuiu
para a baixa sensibilidade do método e também dificultou a integracéo e a obtencdo do S/N dos picos.
Em primeira andlise, atribuiu-se esta forma dos picos a baixa sensibilidade do detetor, contudo semanas

apos a realizacdo deste estudo foi comprovado que de facto o QO estava inoperacional.
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Figura 10.6- Esquema triplo quadrupolo, com a indicagdo da localizagdo do Q0.3

10.6.1 Testes de recuperacéao

Para a preparacdo da amostra spike foi necessario determinar qual a quantidade méaxima de he-
xano que era dissolvido em 6 L de agua. Por calculo, determinou-se que a quantidade maxima de hexano
que se podia adicionar era de 86 pL. Consequentemente, foram adicionados 60 uL da solugdo padrdo
da mistura de PAHs de 1 ppm sendo obtida uma amostra de 4gua dopada de concentragdo 0,01 ppb de
PAHSs, sendo este valor de concentracéo, o limite legal para a presenga de BaP em &guas para consumo.
Como este limite é bastante desafiante para o equipamento, a nivel de sensibilidade do sistema, e esta
conjetura assume uma recuperagdo de 100%, que nunca corresponde a realidade, optou-se por concen-
trar ainda mais o extrato em 100 uL e posteriormente 20 uL. Concentrar mais a amostra spike nao seria
adequado uma vez que a quantidade maxima de hexano adicionar a amostra é de 86 L.

Assumindo uma recuperacdo de 100%, em 100 uL obter-se-ia 100 ppb no sistema e a 20 uL
obter-se-ia 2 ppm. Estes volumes impossibilitam o uso de autosampler, sendo necessario recorrer-se a
injecdo manual. O resultado expetével é que os picos das amostras spike com o volume 20 uL fossem
quantificaveis. Contudo, s6 estavam presentes dois picos passiveis de quantificagdo no cromatograma,
ndo tendo acontecido 0 mesmo com o seu duplicado devido a S/N < 10.

As diferencas entre duplicados foram bastante acentuadas como se pode verificar na Figura 10.7.
Estas diferencas podem ser devidas sobretudo ao manuseamento durante o procedimento da evaporagéo
e a injecdo manual. Assim, apenas foi possivel integrar os picos do Phe e Ant e do Pyr. Devido a falta
de uma curva de calibracdo, e de este volume fazer corresponder a 2 ppm (valor fora da gama de traba-

Iho) néo foi possivel estimar a sua recuperacdo. Nas amostras de 100 L nenhum pico foi quantificavel.
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Figura 10.7- Cromatograma da transi¢do 128 — 127 na janela temporal do Nap (Tabela 10.4) das amostras
spike. 1. Amostra spike 1 (20 puL); 2. Amostra spike 2 (20 pL); 3. Amostra spike 3 (100 pL); 4. Amostra spike 4
(100 pL).

Este estudo demonstrou a ineficiéncia da metodologia realizada para a extragdo. O procedimento
de SPE realizado tratou-se de um procedimento genérico, necessitando de ser otimizado. O volume a
extrair foi selecionado com base no método 525.3 da EPA em que é extraido 1 L de amostra de agua.
Posteriormente, o extrato é reconcentrado em 1 mL, ou seja, um fator de enriquecimento de 1000. Dado
0 estado do equipamento, optou-se por reconcentrar em 100 pL e 20 uL, cujos fatores de enriquecimento
sdo 1x10%e 5x10% respetivamente. Sem embargo, a maioria dos picos ndo foram quantificaveis, refor-
¢ando assim a necessidade de otimizar o procedimento da SPE.

Este estudo também permitiu perceber que os padrdes internos C,; e Css foram inadequados. A
solucdo de PAHSs que foi utlizada na dopagem nédo possuia padrao, sendo que estes originavam picos
com intensidades elevadas, resultados da escolha dos ides produtos de MRM. (Figura A. 6). Os ides dos
padrdes estdo presentes também em interferentes, pelo que a sua utilizagdo néo foi adequada.

Numa situacdo ideal, os melhores padrdes a utilizar correspondem aos analitos de interesse mar-
cados isotopicamente. A selecdo dos padrdes nesta dissertagdo vieram realcar a importancia dessa esco-
Iha. E evidente que, em trabalho futuro, toda a anélise quantitativa tera de ser efetuada com padroes

marcados isotopicamente. No entanto, para o Fosfato ndo foi apresentado este problema.
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10.6.2 Amostras reais

A extracdo dos PAHs das amostras reais foi realizada de acordo com o procedimento descrito na
Seccdo 9.5. Foram extraidas 12 amostras de dgua de varios pontos do pais (Figura 9.5). Na totalidade
das amostras os picos foram escassos. No entanto, foram detetados picos na janela do BaP em vérias
amostras (Figura 10.8). Esta atribuicdo ndo é 100% confidvel, uma vez que este composto é 0 mais
monitorizado e também nao é sollvel em &gua. A hipotese que o pico de BaP tenha origem da agua é
descartavel devido ao rigor das autoridades locais., em relacdo ao tratamento e monitorizacéo de aguas
destinadas ao consumo. Por exemplo, em Almada os niveis de BaP foram de 0,003 ppb® que seria
impossivel detetar com o atual estado equipamento.

Uma vez que nao foram detetados picos de outros PAHSs, é possivel afirmar que ndo se encontra
presente uma contaminacéo do solvente com a solucdo padréo de mistura de PAHs. A origem do inter-
ferente identificado na janela de temporal do BaP pode estar relacionada com o processo de evaporacao.
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Figura 10.8- Cromatograma da transi¢do 252 — 251 na janela temporal do BaP (Tabela 10.4) da amostra

real de Almada.

10.7 Retrospetiva

Ao longo da realizagdo desta dissertacdo foram sentidas varias dificuldades, relacionadas com o
estado dos detetores e a quantidade de solucdo padrdo disponivel. O estado dos detetores contribuiu
bastante para a baixa sensibilidade dos sistemas. No sistema GC/TOFMS, a inje¢do por LVI foi crucial

dado que com concentracdes de 100 ppb ndo seriam detetados picos com a inje¢édo no modo splitless.
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No sistema GC/MS/MS o modo de MRM poderia conseguir detetar baixas concentracdes das
solucdes-padrdo. Para chegar a LOQs inferiores a 0,01 ppb era necesséario trabalhar com uma gama de
baixas concentracdes.

A avaria do QO diminuiu ainda mais a sensibilidade, pelo que néo foi possivel construir-se uma
curva de calibracdo. Adicionalmente, os picos ndo possuiam forma gaussiana e os seus S/N eram infe-
riores a 10.

A Unica solucéo para obter uma reta seria obviamente utilizar uma gama de concentra¢fes maio-
res, no entanto, isto ndo seria possivel, uma vez que a solu¢do-mée tinha 1 ppm de concentracdo e nao
havia mais ampolas disponiveis. Como alternativa, poder-se-ia preparar uma solucdo a partir da evapo-
racdo de 1 vial com a misturas de PAHs a 1 ppm. De facto, esta evaporagdo foi efetuada de modo a
conseguir uma solucdo com 10 ppm para usar durante o FS e analise de produtos do MRM visto que a
1 ppm o sistema ndo detetava picos dos HPAHs em FS. Infelizmente, esta abordagem ndo foi vidvel
para a preparagdo de solucdes para a curva, uma vez que a sua concentracdo ndo seria nada rigorosa.
Além disso, 0 uso de uma gama mais concentrada levaria em consideracdo da utilizacdo de volumes
mais pequenos para serem injetados. Isto foi a metodologia utilizada nas amostras spike e na pratica
permitiu apenas detetar PAHSs nestas amostras.

Outra dificuldade observada foi a integracdo manual dos picos e a obtencdo dos seus S/N. Ao
longo dos anos tém sido criados novos procedimentos e algoritmos para a integracdo automatica de
picos cromatograficos. Apesar do desenvolvimento de softwares cada vez mais consistentes e precisos
ainda requerem revisdo humana e reintegracbes manuais, pois a adaptagdo critica dos humanos é supe-
rior & do software, por exemplo, em situagdes de co-elui¢Bes, ruido ou picos de ombro. No entanto, a
revisdo da integracdo por parte do analista pode ser bastante demorada e é impraticavel em situagdes de
rotina. Além disso ha bastante variabilidade de pessoa para pessoa dependendo sobretudo da sua expe-
riéncia e os humanos comentem erros, 0 que provoca a realizagdo de processos diferentes de integracao.
Recentemente, tém sido reportados progressos nas técnicas machine learning e deep learning que po-
dem contribuir para novos progressos nesta problematica.>>’

Para chegar aos LOQs desejados num sistema GC-FID a técnica de LVI-PTV pode ser promis-
sora. Comparativamente a splitless, esta técnica consegue ser ainda mais sensivel. Além disso, o PTV
contribuiu para diminuicéo da discriminacdo dos PAHs mais volateis*® como foi observado na Secgao
10.2. No entanto, ainda ndo ha dados disponiveis na literatura acerca desta técnica em GC-FID para
quantificacdo de PAHs em aguas para consumo. A utilizacdo de outra fase estacionaria como a ZB-
PAHSs também pode ser eficaz ja que consegue separar totalmente os pares criticos e assim obter picos
com elevado S/N. Nao obstante, o objetivo é o desenvolvimento de um método para andlises de rotina
pelo que é uma recomendada a utilizacdo de uma fase estacionaria mais versatil como a DB-5.

Outro ponto relevante € a eficiéncia do método de extracdo. A otimizacdo da SPE pode ser o
ponto fulcral para chegar aos limites desejados. Os resultados das amostras spike (Secgédo 10.6.1) de-

monstraram que o método de extracdo utlizado apresentou rendimentos bastante baixos. Mesmo nédo
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sendo possivel calcular rigorosamente € possivel fazer uma estimativa. A amostra dopada possuia 0,01
pbb da mistura de PAHs e mesmo com fatores de enriquecimento de 5 x 10* ndo foi possivel quantificar
todos os PAHs. Com este fator de enriquecimento a concentragdo da amostra possuiria 2 ppm de con-
centracdo, se a recuperacdo fosse de 100%. A esta concentracdo € expetavel que o método MRM fosse
capaz de quantificar os PAHs. Isto comprovou a necessidade de otimizar o método de SPE.

Para a realizacdo da otimizacao dos parametros cromatograficos e da extracdo € recomendado a
utilizagdo de DOE. Ao longo dos anos, o DOE demonstrou ser uma ferramenta poderosa na otimizagao,
pois consegue correlacionar os parametros, de modo a permitir uma selegdo de pardmetros com maior
impacto a otimizar e na obtengdo de pontos médios de otimizacdo, a partir de mapas de superficie,
permitindo poupar tempo e recursos.” Na otimizac&o dos parametros de LVI-PTV com DOE é relatada
a utilizagdo dos seguintes parametros: tempo de purga, pressdo de purga, tempo de splitless, temperatura
de injecdo, temperatura de vaporizacdo, tempo de vaporizagédo, volume de injecdo e velocidade de inje-
¢40.%2%8 Para a SPE, o tipo, o volume de solvente utilizado durante a eluicéo, natureza do sorvente tém

sido os parametros alvos de otimizagdo.5%-!
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11 Conclusoes e trabalho futuro

O objetivo desta dissertagdo consistiu no estudo de diversos parametros em sistemas GC/TOFMS
e GC/MS/MS para que os seus resultados fossem transpostos para GC-FID.

O estudo efetuado na Sec¢do 10.2 demonstrou o impacto das diferentes geometrias dos liners e
observou-se o fendmeno da discriminacao. As utilizaces de altas temperaturas de injecdo podem con-
tribuir para a obtencdo de maiores areas e para a diminui¢do da discriminacdo. A utilizacdo de rampas
de temperatura também contribuiu para contrariar a discriminacéo. No entanto, a utilizagdo da hot needle
ndo demonstrou afetar as areas dos picos. Além disso, permitiu observar a importancia de mudar o liner
apos varias injecoes.

Os testes em diferentes matrizes (Secgdo 10.3) demonstraram a necessidade da monitorizacéo de
PAHs em lamas para sejam utlizadas em seguranga na agricultura. Adicionalmente, permitiu constatar
0 impacto da solubilidade dos PAHs na sua presenca em diferentes matrizes.

O desenvolvimento do método de MRM néo foi concluido com sucesso. O mau estado do detetor
e a avaria no QO foram fulcrais para um resultado aquém das expectativas. Os picos ndo possuiam for-
mas gaussianas e assim os seus S/N foram bastante baixos pelo que a maioria dos picos ndo eram quan-
tificaveis.

Os testes de recuperacdo demonstraram a ineficiéncia do procedimento efetuado de extracéo, pelo
que a extracdo necessita de ser otimizada. Além disso, os testes nas 4guas residuais também apontaram
para 0 mesmo problema. A otimizacéo da SPE pode também ser um ponto fulcral para o sucesso.

A técnica de injecdo LVI-PTV é uma técnica promissora para a quantificacdo de PAHs em aguas
para consumo porque é mais sensivel que splitless. A utilizacdo desta técnica em GC-FID pode permitir
a obtencdo de LOQs compativeis com o objetivo desta dissertacdo. Segundo o screening efetuado, os
pardmetros Ppurga € tpurga NECESSItam de ser otimizados em mais detalhe.

Como trabalho futuro dever-se-& comecgar com o screening dos parametros a otimizar de SPE e
de LVI-PTV-GC-FID. Apos a selecdo dar-se-4 a otimizacdo dos parametros com recurso a DOE. Esta
metodologia demonstrou ser eficaz para a otimizacgdo e, a0 mesmo tempo, permite poupar tempo e re-
cursos. Em seguida, proceder-se-a a validacdo do método. Caso a validacdo seja bem-sucedida para o

fim pretendido, o método podera ser aplicado a amostras reais e em rotina.
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13 Anexos
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Figura A. 1- Cromatograma de ido extraido (XIC) para o ido 252 com a comparacao dos picos de BaP entre

as Semana 1 (azul) e 2 (verde).

Figura A. 2- Liner de precisdo trocado. Este liner possuia bastante sujidade durante 0 momento da troca.
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Figura A. 3 Cromatograma de ido extraido (XIC) para o ido 252 com a comparagao dos picos de BaP entre

as CondicOes 1 (azul) e 2 (verde).
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Figura A. 4- Cromatograma de ido extraido (XIC) para o ido 252 com a comparacao dos picos de BaP entre

as Condicoes 3 (azul) e 4 (verde).
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Tempo de

Pressao de

Tempo de

Tabela A. 1 Efeito principal calculado de cada parametro para cada composto

Composto purga (s) purga (psi) splitless (s) Trone (°C) * Tiiniee (°C)
Nap -3.91E+06 -2.64E+05 3.41E+06 3.01E+06 -1.20E+07
Acy -4.34E+05  -2.09E+05 3.12E+06  2.21E+06 2.93E+06
Ace -5.09E+05 -2.14E+05 1.97E+06  7.00E+05 1.25E+06
Flu 6.07E+05  -3.76E+05 2.66E+06 2.14E+06 3.13E+06
Phe 7.40E+05 -6.07E+05 3.88E+06  2.25E+06 3.00E+06
Ant 443E+05  -4.25E+05 293E+06 1.41E+06 1.82E+06
Fla 7.18E+05 -1.44E+05 2.75E+06  1.99E+06 1.75E+06
Pyr 7.29E+05 -2.63E+05 2.76E+06  2.11E+06 1.89E+06
Chr 8.36E+04  3.79E+04 5.90E+05 2.29E+05 1.74E+05
BaA 1.39E+05 -1.22E+04 8.26E+05 3.33E+05 2.38E+05
BkF 8.03E+04  4.72E+04 573E+05  3.40E+05 1.63E+05
BbF 6.87E+04 2.15E+04 4,60E+05 1.54E+05 1.01E+05
BaP 3.04E+03  3.69E+04 6.76E+05  3.65E+05 1.80E+05
IcdP 7.88E+04  2.85E+04 3.53E+05 6.69E+04 5.85E+04

DBahA  -6.59E+03 9.55E+04 1.81E+05 1.05E+05 -1.49E+03
BghiP 1.36E+05 -6.52E+04 8.19E+05  3.35E+05 1.73E+05
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Figura A. 5- Cromatograma da transigdo 252 — 251 na janela temporal do BaP (Tabela 10.4) da amostra

padréo 200 ppb.
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Figura A. 6- Cromatograma total da amostra spike 1 com os picos dos padr&es interno C; e Css realcados.
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