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RESUMO

Ao longo dos ultimos anos, a espectrometria de massas com ionizagao por paper spray (PS-MS)
tem se destacado como uma técnica bastante promissora para aplicagdes em quimica analitica.
Apesar do bom desempenho apresentado para analises de amostras complexas, a PS também
sofre efeitos de matriz e supressao de ionizagao, principalmente quando o analito esta presente
em uma matriz complexa e em concentragbes muito baixas. Visando melhorar a seletividade e
sensibilidade da técnica, e reduzir efeitos de matriz e supresséao idnica, neste trabalho a PS-MS
foi associada a técnicas de preparo de amostras por (i) extragdo assistida por campo elétrico (ii)
concentracdo evaporativa em um dispositivo analitico de papel e (iii) extragdo em fase sélida em
headspace. O método que associou a extragao assistida por campo elétrico com a PS-MS foi
aplicado na analise de cocaina e lidocaina em amostras de saliva sintética, corante verde
malaquita em agua canalizada e bisfenol A em vinho tinto. Os resultados obtidos indicaram
enriquecimentos dos sinais analiticos variando entre 14 e 110 vezes, de acordo com cada
proposta desenvolvida. O método que associou a concentragao evaporativa em um dispositivo de
papel com a PS-MS promoveu enriqguecimentos de sinais de corantes azo e triariimetanos em até
12 vezes. Além disso, a concentragdo evaporativa em dispositivo de papel mostrou-se uma
proposta viavel para determinacéo colorimétrica de compostos cromoéforos a partir de informagdes
extraidas de imagens digitais. A metodologia foi aplicada na determinacdo de Cu®* em amostras
de cachaca a partir da reacao com NaDDTC, que tem como produto a substancia cromoéfora
Cu(DDTC),. O limite de detecgao obtido foi igual a 0,3 ug mL™" e de quantificagéo igual a 1,0 ug
mL™", valores significativamente menores que métodos de determinagdo de Cu(DDTC), em papel
descritos na literatura. Por fim, o método que utilizou preparo de amostras por headspace foi
aplicado na pré-concentracao e deteccao de componentes volateis de amostras de cachacgas e
cervejas. Polidimetilsiloxano imobilizado em papel e papel cromatografico livre foram utilizados
como adsorventes da extracado por headspace e subsequente analise por PS-MS. Além de clean
up amostral, a utilizacdo do PDMS como adsorvente possibilitou associar sinais dos espectros
obtidos via PS-MS a marcadores do envelhecimento de cachaga em barril de carvalho e de
cervejas que apresentam milho como adjunto cervejeiro. De forma geral, associar a PS-MS com
técnicas de preparos de amostras consolidadas promoveu vantagens como: clean-up amostral;
pré-concentracao dos analitos; obtencdo de espectros de melhor interpretagdo e de métodos

sensiveis e seletivos.

Palavras-chave: Espectrometria de massas com ionizagdo por paper Sspray, preparo de

amostra, eletroextragédo, concentragao evaporativa, extragao em fase solida.
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ABSTRACT

Over the past few years, paper spray ionization mass spectrometry (PS-MS) has emerged as a
very promising technique for applications in analytical chemistry. The low costs of the ionization
source, the facility of use and no need for pneumatic assistance make PS-MS a very attractive tool
in chemical analysis. Despite the good performance presented for complex samples analysis, PS
also has matrix effects and ionization suppression, especially when the analyte is in a complex
matrix at low concentrations. In order to improve selectivity and sensitivity of the technique, and to
reduce matrix effects and ionic suppression, in this work PS-MS was associated with sample
preparation techniques: (i) extraction assisted by electric field, (ii) evaporative concentration in
paper based analytical devices and (iii) headspace solid phase extraction. The method that
associated electric field assisted extraction with PS-MS was applied for cocaine and lidocaine in
synthetic saliva, malachite green dye in tap water and bisphenol A in red wine. The obtained
results indicated enrichment of the analytical signals varying from 14 to 110 times, according to
each proposal developed. The method that combined evaporative concentration in paper based
analytical devices with PS-MS promoted up to 12 times enrichment of azo and triarylmethane dye
signals. In addition, the evaporative concentration in a paper device was a viable proposal for
colorimetric determination of chromophor compounds. The proposed method was employed to
determine Cu®" in cachaca, through reaction with NaDDTC which produces the chromophore
substance Cu(DDTC),. The limit of detection obtained was 0.3 ug mL' and the limit of
quantification was 1.0 yg mL™, lower values than those described on literature for Cu(DDTC), on
paper surface determination. Finally, the method that utilized headspace solid phase extraction
was employed to pre-concentrate volatile compounds of cachaga and beer. Polydimethylsiloxane
immobilized on paper and free chromatographic paper were used as extraction adsorbents and
directly analyzed by PS-MS. In addition to sample clean up, the use of PDMS as an adsorbent
was able to associate PS-MS signals with markers for aging of cachaga in oak barrels and beers
with corn as an adjunct ingredient. In general, associating PS-MS with consolidated preparation
techniques promoted advantages such as: sample clean-up; pre concentration of analytes; and

sensitive and selective methods.

Keywords: Paper spray mass spectrometry, sample preparation, electroextraction,

evaporative concentration, solid phase extraction.

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 2-1: Numero de publicagcdes sobre a técnica espectrometria de massas em

(=1 F=Toz= Vo =T 1= T TR 5
Figura 2-2: llustragao da ionizagao POr PAPEr SPray.........ceeueuuaieeeeereeeeieinaaaaeaaaeeeeeennnnns 6
Figura 2-3: Amplitude do spray da PS observado para diferentes adngulos do vértice do
papel: 30°, 60°, 90° e 120°. A formacéo de spray nao foi observada em 150°. ............. 8

Figura 2-4: Imagem do momento inicial da ionizagdo por PS. Condigbes de analise
utilizadas: triangulo de papel de filtro, 10 yL de MeOH:H,O 80/20 (v/v)e voltagem de

formacao do spray de 4,5 KV. .....e e 9
Figura 2-5: Imagem de microscopio eletronico de varredura de (A) papel de pesagem,
(B) papel de impressora e (C) papel filtro qualitativo. ..., 11
Figura 2-6: Representagido esquematica do método de espectrometria de massas com
ionizacao por paper spray e pré-concentracao em sistema superhidrofobico. ............ 14
Figura 3-1: llustragao da eletroextracao trifasica proposta por Raterink [48]............... 17
Figura 3-2: Microtubo de polipropileno modificado com parafuso de aco inoxidavel para
extragdo multifases com aplicagao de campos €létriCos. ...........cvvveeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 18

Figura 3-3: Dispositivo multipogos para eletroextragdo multifases com cones de papel
posicionados sobre uma placa suporte. As trés fileiras de cones a esquerda mostram
que nao ha extracdo de analito (corante violeta de metila) sem a aplicagdo de
potencial elétrico; as demais fileiras, com os cones em azul, apontam a extracdo com

a aplicacao de potencial €IELHNCO. .........coviiiiiiiii e 19
Figura 3-4: Estrutura da COCaiNa. ..........cuui i e 20
Figura 3-5: Cromatogramas obtidos por LC-MS de (a) fluido oral, (b) urina e (c) plasma
recolhidos de USUAriO de COCAINA...........uuiiiiiieeieeiiiee et e et e e e e e eeenees 21
Figura 3-6: Estrutura da lidocaina. ..........ccoooeiieiiiiee 22
Figura 3-7: Estrutura do corante verde malaquita ................oooviiiiiiiin i 26
Figura 3-8: Estrutura do BPA. ... 29

Figura 3-9: (A) Espectrometro de massas Thermo modelo LCQ Fleet com analisador
do tipo armadilha de ions e fonte de ionizagao por paper spray. (B) Detalhes da fonte
(o100 =T o 1= g o] = VRSP 32
Figura 3-10: Dispositivo multipogos para eletroextragdo multifases com microtubos de
polipropileno.(A) Posigéao do sistema durante a extragado. (B). Sistema aberto logo apds
o término do processo; (C) llustragédo de cada pogo de extragdo do sistema. Dentro
dos microtubos estao as fases: doadora e orgénica e o papel cromatografico embebido
em solucgdo eletrolitica como fase aceptora. .........ccooovvviiiiiiiiiii 34
Figura 3-11: Otimizacao da eletroextragdo. Efeito do (A) filtro orgéanico, (B) potencial de
extragao e (C) tempo de extragdo. Resultados apresentados em fungao da razao entre
as intensidades do sinal do analito e do padréo interno. Fase doadora: 1000 pg L " de
cocaina e lidocaina em saliva sintética. Fase aceptora: papel cromatografico embebido
em 300 PMOl L™ de ACIdO ACEHCO. ... ...eeeeeeee e, 38
Figura 3-12: Estudo de viabilidade do uso de 1-octanol como fase organica no sistema
EE-PS-MS. As fotos representam um sistema com duas fitas de papel cromatografico
acompanhado por 50 minutos - com obtencdo de imagens de celular a cada 5 minutos
- para estimar o tempo de evaporagdo do 1-octanol. A esquerda de cada imagem tem-
se uma fita seca (referéncia) e, a direita uma fita embebida em 1-octanol. A
evaporagao do solvente foi acompanhada pela diferenga de cor entre as fitas........... 40
Figura 3-13: Espectros de massas obtidos para analises de cocaina (m/z 304
destacado em vermelho) e lidocaina (m/z 235 destacado em vermelho) em saliva
artificial por (A) PS(+)-MS e (B) EE-PS(+)-MS. O retangulo roxo destaca o sinal
atribuido ao padrao interno, MDMA (m/z 194). Parametros da EE: tempo de extragao:
10 minutos, potencial elétrico de extracdo: 300 V, filtro orgénico: hexano, fase
doadora: 1000 ug L™ de cocaina e lidocaina em saliva sintética, fase aceptora: papel
cromatografico embebido em 300 pmol L™ de &cido acético............ccoveeveeveveveucrenne. 41

X



Figura 3-14: Espectros EE-PS(+)-MS/MS dos sinais (A) lidocaina m/z 235 e (B)
cocaina m/z 304. Energia de colisGo de 20 V. .....coooiimiiiiiii i 42
Figura 3-15: Intensidade analito/P| obtidos por EE-PS-MS e PS-MS para (A) cocaina e
(B) lidocaina em saliva artificial em funcdo das diferentes concentragcdes dos analitos:
250, 500 € 1000 G L. oo, 43
Figura 3-16: Curvas de calibragdo obtidas utilizando o método EE-PS-MS para (A)
cocaina e (B) lidocaina. Faixa de trabalho: 10,0 a 100,0 yg L " para cocaina e 10,0 a
90,0 ug L " para lidocaina. Parametros da EE: tempo de extracdo: 10 minutos,
potencial elétrico de extracao: 300 V, filtro organico: hexano..............cccccvveeeieieiniinnn, 44
Figura 3-17: Otimizagcdo do sistema de eletroextragdo para determinacdo do corante
verde malaquita em agua de torneira. (A) filtro organico, (B) potencial de extracao e
(C) tempo de extracdo. Resultados apresentados em funcao da razédo entre as
intensidades do sinal do analito e do padrdo interno. Fase doadora: 100 pg L” de
verde malaquita em agua de torneira. Fase aceptora: papel cromatografico embebido
em 300 pmol L™ de ACIdO @CELCO. ... ..., 47
Figura 3-18: Espectro (A) PS(+)-MS e (B) EE-PS(+)-MS obtidos para 100 ug L ' de
corante verde malaquita (m/z 329 destacado em vermelho) em agua de torneira. O
retdngulo roxo destaca o sinal atribuido ao padrao interno, violeta de metila (m/z 372).
Parametros da EE: tempo de extragdo: 10 minutos, potencial elétrico de extragao: 300
V, filtro orgénico: hexano, fase aceptora: papel cromatografico embebido em 300 pmol
L™ de ACIAD CELICO. .......o.eeeeeeiiieieice ettt 48
Figura 3-19: Espectro EE-PS(+)-MS/MS obtido para o corante verde malaquita, m/z
329, em agua de torneira na concentragéo de 100 ug L . Energia de colisdo de 18 V.
Parametros da EE: tempo de extracado: 10 minutos, potencial elétrico de extragao: 300
V, filtro organico: hexano, fase aceptora: papel cromatografico embebido em 300 pmol
L™ dE ACIAD CELICO. .....e.veieeeeceiieieiei ettt 49
Figura 3-20: Otimizagdo do sistema de eletroextracdo para analise de BPA em
amostras de vinho: (A) filtro organico, (B) potencial de extragcdo e (C) tempo de
extragdo. Resultados apresentados em funcio da razao entre as intensidades do sinal
do analito e do padréo interno. Fase doadora: 100 ug L™ de bisfenol A em vinho tinto.
Fase aceptora: papel cromatografico embebido em solu¢ao hidréxido de aménio 50 ug
mL™" / hidréxido de s6dio 50 g ML™ 15 1 (VIV). ceeeeeeeereeeee e, 51
Figura 3-21: Espectro (A) PS(-)-MS e (B) EE(-)-PS-MS obtidos para 100 pg L™ de BPA
(m/z 227 destacado em vermelho) em vinho tinto. O retdngulo roxo destaca o sinal
atribuido ao padrédo interno, nonilfenol (m/z 219). Parédmetros da EE: tempo de
extragao: 10 minutos, potencial elétrico de extragdo: 300 V, filtro orgénico: hexano,
fase aceptora: papel cromatografico embebido em solugéo hidréxido de aménio 50 ug
mL™" / hidréxido de s6dio 50 g ML 111 (V/V). ceoevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
Figura 3-22: Espectro EE-PS(-)-MS/MS obtido para 100 ug L™ de BPA em vinho tinto.
Energia de colisdo de 22 V. Paradmetros da EE: tempo de extragcdo: 10 minutos,
potencial elétrico de extracdo: 300 V, filtro organico: hexano fase aceptora: papel
cromatografico embebido em solugao hidréxido de aménio 50 pug mL™" / hidréxido de
SO0 50 UG ML 111 (V/V). ettt 53
Figura 4-1: Representacdo ilustrativa de um sistema de concentracdo de analitos por
evaporagao concentrativa em membrana proposto por Fornells e colaboradores...... 58
Figura 4-2: Representagdo esquematica do evaporador concentrativo proposto Zhang
oY o0l F=] oTo] = To (o] { Y= J AR 58
Figura 4-3: Dispositivo de pré-concentracdo em gotas. A) llustragcdo dos canais
circulares hidrofilicos criados sobre a superficie hidrofébica do dispositivo. B) Imagem
microscopica de uma gota de solugédo de vermelho allura confinada sobre a regiao dos
CIrculos hidrofiliCOS. .....coiiiii e 59
Figura 4-4: Esquema da concentragdo evaporativa proposta por Wong e
colaboradores [54] para concentrar lipoarabinomanano em urina. Por capilaridade, a
amostra liquida desloca-se em direcdo a placa aquecedora na parte superior da fita.



Quando a amostra atinge a regido aquecida, o solvente se evapora e o analito é entao
Pr& CONCENIIAUO. .. .. it e e e e et e e e e e e e e e e ettt e e e e aaaeseaasbaaaaeeaaeeeennees 60
Figura 4-5: Imagem do dispositivo com oito pontas projetado por Abbas e
colaboradores. As extremidades das pontas demonstram a regido de acumulo do

ANAIITO. ..ot e e e e e e e s 61
Figura 4-6: A) Representacdo grafica do sistema RGB. B) Formagdo de tons no
SISTEMA RGB.... e 62

Figura 4-7: Avaliacdo da seletividade do complexante DDTC frente a diferentes
solugbes contendo metais e uma solugdo com a mistura de todos eles. Solugédo de
Cl1.|2+ com concentracdo de 100 mg L™ e demais metais com concentragéo de 5000 mg
L e e a e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaas 65
Figura 4-8: A) Formato em estrela do dispositivo desenvolvido neste trabalho. B)
Identificacdo das quatro zonas de deteccdo dentre as quais uma é utilizada como
referéncia, trés zonas de adicdo da amostra, regido de adicdo de solvente e hastes de
fixagdo do dispositivo no bloco metalico. ... 68
Figura 4-9: A) Sistema utilizado para a pré-concentragao evaporativa. O dispositivo de
papel é posicionado sobre um bloco metélico que serviu como suporte e garantiu o
posicionamento ideal dos capilares de direcionamento do fluxo de gas (N,). B)
Aproximacéo da regido do bloco de evaporagédo com os quatro capilares de passagem

de ar direcionados as extremidades dos tridngulos do PPAD. ..........ccccvvviviiiiiiiiiennnn. 69
Figura 4-10: Reacdo de coordenagao entre Na-DDTC e Cu®* que resulta na formacéo
do Cu(DDTC),, composto cromdéforo de coloragdo amarela. ........ooevvveveevveeveeeeeeeeeennee. 71

Figura 4-11: Grafico das componentes R, G e B obtidas por imagens digitais para
estudo de otimizacdo da concentracio de NaDDTC. Foram avaliadas as
concentragdes de 0,1%, 1% e 2% m/v. As imagens digitais foram geradas utilizando
UM SCANNET A€ MESA. .eiieiiiiiiiie e e eee ettt e e e e e e ettt e e e e aeeeeeeaan e s aeeaeeeeeansnnaaeeaaaeeennnes 72
Figura 4-12: A) Tiras de papel cromatografico em condigdo inicial, prévia a eluigéo, e
apos eluicdo com fases moveis compostas por acetonitrila, agua, metanol, e misturas
agua e metanol nas proporgbes de 1:1, 2:1 e 3:1 (v/v). B) Grafico de barras com os
sinais R, G e B obtidos pelas imagens digitais de cada uma das fitas em fung¢do do
solvente. Imagens digitais geradas através de scanner de mesa.............cccevvvvneeeennn.. 73
Figura 4-13: Dados das componentes R G e B obtidos por imagens digitais para
estudo de estabilidade da cor do complexo Cu(DDTC), em fungéo do tempo. Imagens
digitais geradas através de scanner de MesSa. .........ooevvviiiii i 74
Figura 4-14: A) Dispositivo de papel apds pré-concentragéo evaporativa, mostrando a
tonalidade amarela concentrada nas extremidades das zonas de detecgédo. B)
Dispositivo de papel convencional (sem pré concentragdo) em que o metal e
complexante foram adicionados na zona de detec¢ao, mostrando a tonalidade amarela
nas zonas de detecgdo . Condigdes: 2 pL de solugdo contendo 25,0 ug ml ™' de Cu®*
seguido de 5 L de solugdo NaDDTC 1% foram adicionados ao dispositivo. Imagens
digitais obtidas por um scanner de mesa apds 5 minutos da adigdo do complexante.
No tridngulo superior das imagens, identificado como referéncia, ndo houve adigao do
LoTo] ] o] (=3¢ 1 | (R 76
Figura 4-15: Curvas de calibragdo para [Cu?"] obtidas utilizando os yPADs A)com e B)

sem pré-concentracdo evaporativa. Faixa de trabalho: 1,0 — 8,0 yggmL " em A) e 4,0 —
-1

8,0 uyg mL = em B). A intensidade da componente B (do sistema RGB) foi obtida
através de imagens digitais geradas por um scanner de mesa. ............ccceeevvvvveeeeennnn. 77
Figura 5-1: Estrutura do polidimetilsiloxano (PDMS). ..., 95
Figura 5-2: Diagrama das etapas de produgdo da cachaga .............cceeevvviuiinieeeeeennnns 97
Figura 5-3: Representacdo esquematica da imobilizacdo do PDMS no papel
(o1 o]0 =1 (oTe] =1 i o TR 102

Figura 5-4: Materiais utilizados para montar o sistema de extragdo por headspace. 103
Figura 5-5: Espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS da cachaga prata com A) 100
mg, B) 200 mg e C) 300 mg de NaCl. Condi¢cdes de extracdo por headspace:
aquecimento a 50°C por 10 MINUEOS. ......ovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 106

xi



Figura 5-6: Espectros da cachaga prata obtidos por HS-PDMS-PS(+)-MS em modo de
ionizacao A) positivo € B) Negativo. ........cooooiiiiiiiiii e, 107
Figura 5-7: Espectros PS(-)-MS obtidos em modo negativo para as diferentes fragbes
da etapa de produgdo da cachaga: A) mosto, B) vinho volante, C) cabecga, D) cachaca
prata € E) CAUa. ........ooooiiiiiii e 108
Figura 5-8: Espectros obtidos por HS-PS(-)-MS em modo negativo das amostras A)
mosto, B) vinho volante, C) cabega, D) cachaca prata e E) cauda............................ 110
Figura 5-9: Espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS em modo negativo das
amostras A) mosto, B) vinho volante, C) cabeca, D) cachaca prata e E) cauda........ 112
Figura 5-10: Espectros obtidos por PS(-)-MS convencional em modo negativo das
amostras A) cachaca prata, B) cachaca armazenada em barril de carvalho por trés
meses e C) cachaca envelhecida em barril de carvalho por dois anos € meio.......... 114
Figura 5-11: Espectros obtidos por HS-PS(-)-MS em modo negativo das amostras A)
cachacga prata, B) cachaga armazenada em barril de carvalho por trés meses e C)
cachaca envelhecida em barril de carvalho por dois anos € meio.............ccccceeeeeeen. 115
Figura 5-12: Espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS em modo negativo das
amostras A) cachaca prata, B) cachaga armazenada em barril de carvalho por trés

meses e C) cachaca envelhecida em barril de carvalho por dois anos e meio.......... 116
Figura 5-14: Espectros obtidos por PS(+)-MS das cervejas A) Brahma, B) Kaiser C)
Krug, D) Skol e E) Skol puro malte ..o 118
Figura 5-15: Espectros obtidos por PS(-)-MS das cervejas: A) Brahma, B) Kaiser C)
Krug, D) Skol € E) Skol puro malte. .......ccooooiiiiiiiiiiiii e 119
Figura 5-16: Espectros obtidos por HS-PS(+)-MS das cervejas: A) Brahma, B) Kaiser
C) Krug, D) Skol e E) Skol puro malte. ... 120
Figura 5-17: Espectros obtidos por HS-PS(-)-MS das cervejas: A) Brahma, B) Kaiser
C) Krug, D) Skol e E) Skol puro malte.............ouuceiiiiiiiiiiicce e, 122
Figura 5-18: Espectros HS-PDMS-PS(+)-MS de diferentes marcas de cerveja
cormerciais: A) Brahma, B) Kaiser C) Krug, D) Skol e E) Skol puro malte. ............... 123
Figura 5-19: Espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS das cervejas: A) Brahma, B)
Kaiser C) Krug, D) Skol e E) Skol puro malte. ..., 124

xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 3-1: Trabalhos descritos na literatura empregando PS-MS na anadlise de

cocaina e seus adulterantes com interesse forense.............coovvveiiieeie e, 23
Tabela 3-2: Condutividade, ponto de ebulicdo e viscosidade dos solventes avaliados
como fase organica no sistema EE-PS-MS. ... 37
Tabela 4-1: Comparagcdo entre os métodos YPAD com e sem pré concentragao
evaporativa para as concentracdes de 2,0 e 5,0 uyg mL " de cobre...........c.cccoveviunnnn. 75
Tabela 4-2: Limites de deteccéo e quantificacdo obtidos para os métodos yPAD com e
sem pré concentragao evaporatiVa. ..........ccuuuiiiii e 77

Tabela 4-3: Teste de adicado e recuperagdo de Cu em cachaga usando a metodologia
que emprega YUPADs, pré-concentracdo evaporativa e detecgdo por imagens digitais.

Tabela 4-4: Determinagao de cobre em cachacgas pelo método yPAD associado a pré-
concentracao evaporativa e detecgdo por imagens digitais. ...........cceevveiiiiiiiiiiiiiiennnn. 79
Tabela 5-1: Atribuicbes dos sinais m/z identificados nos espectros obtidos por PS(-)-
1 SRR 109

xiil



uPAD
BG
BPA
BZE
coc
DART

DESI

EAA
EE
ESI
GC
GOM

HPLC

HS
LC
LD
LID
LPME
LQ

m/z
MALDI

MDMA
MG

MIP’s

MS
MS/MS
MOF’s
NIP’s
PDMS
PI
PMMA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Dispositivo Microfluidico a Base de Papel (microfluidic paper
based devices)
Verde Brilhante (Brilliant Green)

Bisfenol A (Bisphenol A)

Benzoilecgonina

Cocaina

Andlise Direta em Tempo Real (Direct Analysis in Real Time)

Dessorcéao Induzida por lonizagao Electrospray Acoplada a
Espectrometria de Massas (Desorption electrospray ionization)

Espectrometria de Absor¢ao Atdmica

Eletroextracéo

lonizacao por Electrospray (Electrospray ionization)
Cromatografia Gasosa (Gas Chromatography)

Membrana de éxido de grafeno (Graphene Oxide Membrane)

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance
Liquid Chromatography)

Headspace

Cromatografia Liquida (Liquid Chromatography)

Limite de Detecgao

Lidocaina

Microextragao por Fase Liquida (Liquid-Phase Microextraction)
Limite de Quantificagao

Razao Massa Sobre Carga

lonizagdo por Dessorcao a Laser Assistida por Matriz (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization)

Metilenodioximetanfetamina
Verde Malaquita (Malachite Green)

Polimeros Molecularmente Impresso (Molecularly Imprinted
Polymers)

Espectrometria de Massas (Mass Spectrometry)
Espectrometria de Massas Sequencial

Estrutura Metal-organica (Metal Organic Frameworks)
Polimeros Nao Impressos (Non-Imprinted Polymers)
Polidimetilsiloxano

Padrao Interno

Polimetilmetacrilato

Xiv



PS

PS(-)-MS

PS(+)-MS

PTFE
SPE
SPME
uv

lonizagao Paper Spray (Paper spray lonization)

Espectrometria de Massas com lonizagao Paper Spray em Modo
Negativo

Espectrometria de Massas com lonizacao Paper Spray em Modo
Positivo

Politetrafluoretileno
Extracdo em Fase Sélida (Solid Phase Extraction)
Microextracao por Fase Sdlida (Solid Phase Micro Extration)

Ultravioleta

XV



SUMARIO

Capitulo 1 — INTRODUGAQ E OBUJETIVOS ......ooueieeieeeeeeeee e 1
Capitulo 2 - REVISAO DA LITERATURA . .......ooooe ettt 4
1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS ... .. 4
1.1. lonizagao por paper spray (PS) ........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 6
1.2. Modificagdes na PS: recobrimentos no substrato poroso e/ou
associacao da PS a técnicas de preparo de amostras.....................cccceeeee. 10
Capitulo 3 — ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR PAPER
SPRAY ASSOCIADA A TECNICA DE PREPARO DE AMOSTRA POR
ELETROEXTRAGAD ... .ot 16
2. ELETROEXTRACAO. ... .ce oottt eanaae e 16
1. COCAINA E LIDOCAINA EM AMOSTRAS BIOLOGICAS ........c.cccoveeennne. 20
2. CORANTE VERDE MALAQUITA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS ................ 26
3. BISFENOL A EM AMOSTRAS ALIMENTICIAS .....cooovoeeeeceeeeeeeeeee e 29
4. MATERIAIS E METODO ...t 31
4.1. AMOStras e reagentes .............coooiiiiiiii i 31
4.2, MateriaiS........coooiiiiiiii e a e e e e 31
4.3. InStrumentaGa0............ccoouiiiiiiiiii e 32
4.4. Preparo das amoStras ............cccoooiiiiiiiiiiiiiii e 32
O Y 11 32
4.4.2.  SOIUGOES PAAFEOD ...t 33
4.5. Sistema de eletroextragao .................ccooiiiii 33
4.6. Analise instrumental por PS-MS...............cooooi i, 35
4.6.1.  PS-MS convencional (sem eletroextragao)..............ccccceeuuuuuumunnnnnnnnnnnnnnnnnns 35
4.6.1.1.  Cocaina e lidocaina em saliva artificial .................cccccceeiiiiiiiiiiiiiiiinnennn.. 35
4.6.1.2.  Verde malaquita em agua de torneira............cccccceevuueiiieiiiieieeeiiiineeeennnn, 35
4.6.1.3.  Bisfenol A em Vinho tiNtO ...........c...coouieeiiiiiiiii et 36
4.6.2. EE-PS-MS (com eletroextragao) .............ccuuuuuuuuuuummununnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 36
5. RESULTADOS E DISCUSSOES........coooiieeeeeeeeeee et 37
5.1. Extragao de cocaina e lidocaina em saliva artificial ............................... 37
5.2. Extragcao de corante verde malaquita (MG) em agua de torneira............ 46
5.3. Extragcdo de BPAem vinho tinto..................ccccuiiiii 50
6. CONCLUSAD ...ttt aae e 54
Capitulo 4 EVAPORAQAO CONCENTRATIVA EM DISPOSITIVO DE PAPEL
APLIACADA A DETERMINACAO COLORIMETRICA DE COBRE EM CACHACA ....55
1. MINIATURIZACAO DE SISTEMAS ANALITICOS .....oooeoveeeveeeeeeeeeeees 55
2. EVAPORACAO CONCENTRATIVA .....ooiiieeeeeeee et 57
3. ANALISE DE IMAGENS DIGITAIS ..., 62
4. DETERMINAQAO DE COBRE (lI) EM AMOSTRAS AMBIENTAIS E
ALIMENTICIAS ... 63

Xvi



5. MATERIAIS E METODO ..ottt enenes 67
5.1. AMOStras @ reagentes .............coooiuiiiiiiiiiiiiiic e 67
5.2, INStrumentagao..............ccooooiiiiiiiiii e 67
5.3. Dispositivos PPAD.............oooii 67
5.4. Preparo das amostras .............ccccccceiiii i 69
5.5. Analises usando os dispositivos analiticos de papel.............ccccccc.......... 70
5.6. Analises por espectrometria de absorcao atémica (EAA)....................... 70
6. RESULTADOS E DISCUSSAO .......cviieeeieeceeceeeeee et 71
6.1. Deteccao colorimétricade Cuem cachaga..................ccccoooeeiiiiiiinnn. 71
7. (070] 163 I U 1710 TS 80
EVAPORA(;AO CONCENTRATIVA EM DISPOSITIVO DE PAPEL APLIACADA A
DETECCAO DE CORANTES AZO E TRIARILMETANOS..........ccooiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee, 81
1. [N 200510171 T 81
2. MATERIAIS E METODO ..ottt 84
2.1. Amostras, reagentes e materiais................oooeeeeiiii 84
2.2, INStrumMentagao..............coooiiiiiiiiii 84
2.3. Preparo das amostras ............ccccccoiiiiiiiiiiiii 84
2.4. Pré-concentragao evaporativa..............ccccocoeeeiiiiiiiiiii 85
2.5. Analise POr PS-MS ... 85
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot 87
4. (070 N[0 I U710 1R 92

Capitulo 5 USO DO POLIDIMETILSILOXANO (PDMS) IMOBILIZADO EM PAPEL
CROMATOGRAFICO PARA PREPARO DE AMOSTRA POR HEADSPACE E

ANALISE POR PS-MS APLICADO NA ANALISE DE BEBIDAS ........c.ccoovveeeieeien. 93
1. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA.......cou oo 93
2. BEBIDAS ALCOOLICAS ... nsnnnnnnne 96
21, CAChAGA.......ccoi i 96
2.2, IV A . 99
3. MATERIAIS E METODO ...ttt 101
3.1, Amostras e reagentes ..o 101
3.2, MaAteriaiS .. ... e 101
3.3, INStrumentagao...............cooviii i 101
3.4. Extracado por headspace ... 102
3.5. Analise instrumental por PS-MS.................iiii 104
3.5.1.  PS-MS com extragdo por headSpace..............ccccuuuuuuumuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 104
3.5.2.  PS-MS convencional (Sem eXtragdo) ............cccccouuuuuuuuummmmmniiiniininninnnnnnnns 104
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cooeieeieeeeeeeeeee e 105
4.1. Otimizagao das condi¢des experimentais ....................cccceeeeeeeeeeeene. 105
4.2. Caracterizagao das fragcoes geradas pelo processo de produgao da
CACNAGA ... 108
4.3. Caracterizagao do envelhecimento de cachaca em barril de carvalho. 113

xvii



4.4. Cervejas COMEICIAIS ........c.ooiuuiiiiiiiiia it 118

5. CONGCLUSAO . ...ttt ettt 125
Capitulo 6 CONSIDERACOES FINAIS ..ottt 126
Capitulo 7 REFERENCIAS ...t 128

xXviii



Capitulo 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS
1. INTRODUCAO

A espectrometria de massas com ionizagao por paper spray (PS-MS) tem se
destacado como uma técnica bastante promissora para aplicagbes em quimica
analitica. O baixo custo da fonte de ionizagdo, facilidade de operagdo e a nao
necessidade de assisténcia pneumatica, aliados a grande sensibilidade e rapidez,

fazem da PS-MS uma ferramenta muito atraente para andlises quimicas [1].

Durante a analise por PS-MS parte da matriz da amostra permanece retida no
papel. Por isso, na maioria das vezes, técnicas de preparo de amostra sao
dispensadas [2]. Entretanto, assim como em qualquer técnica de analise direta,
quando o composto de interesse esta presente em quantidades muito pequenas numa
matriz complexa, o sinal analitico pode ser suprimido pelos outros componentes da
amostra [3]. Em casos como esses, 0 sucesso da analise esta condicionado ao uso de
técnicas de preparo de amostras para promover a eliminagdo de impurezas (clean up

amostral) e/ou pré-concentragcio do analito [4].

Nessa conjuntura, uma linha de pesquisa bastante recente tem proposto
modificagbes na ionizacdo por PS a fim de promover analises mais seletivas e
sensiveis. Inserido neste contexto, este trabalho visa combinar a PS-MS com trés
técnicas de preparo de amostras: (i) extracdo assistida por campos elétricos
(eletroextracado); (ii) concentracdo evaporativa em um dispositivo de papel e; (iii)
extracdo em fase solida. Na primeira proposta, um dispositivo multipogos possibilitou
promover a eletroextracdo de 66 amostras simultaneamente. A metodologia foi
aplicada na extragao e pré-concentracdo de cocaina e lidocaina em saliva artificial, de
corante verde malaquita em agua de torneira e de bisfenol A de vinho tinto. Na
segunda proposta, os analitos foram pré-concentrados nas extremidades triangulares
de um dispositivo de papel através da passagem de fluxo vertical de ar. A metodologia
foi aplicada na identificagdo de corantes azo e triariimetanos. Além disso, a
concentragcdo evaporativa em dispositivo de papel mostrou-se uma proposta viavel
para determinagédo colorimétrica de compostos cromoéforos a partir de informagdes
extraidas de imagens digitais. A metodologia foi aplicada na determinagéo de Cu®* em
amostras de cachaga a partir da reagdo com NaDDTC, que tem como produto a
substancia cromoéfora Cu(DDTC),. Por fim, na terceira proposta um sistema headspace

com adsor¢gdo dos analitos pelo papel cromatografico da PS, na forma livre e



impregnado em PDMS, foi desenvolvido para extrair compostos volateis de amostras

de cachaga e cervejas.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Associar a ionizagao por paper spray a técnicas de preparo de amostras para o
desenvolvimento de métodos mais seletivos e sensiveis do que a PS-MS

convencional.

2.2. Objetivos especificos

¢ Associar a eletroextracao com a PS-MS.

¢ Avaliar o método de eletroextracdo associado a PS-MS para aplicagdes
em amostras de interesse forense, ambiental e alimenticio.

e Desenvolver um dispositivo de papel com formato e dimensao que
permita associar a concentragao evaporativa com a PS-MS.

¢ Avaliar o método que associa a concentragao evaporativa com a PS-MS
na determinacao de substancias cromoforas.

¢ Avaliar, através da técnica PS-MS, a eficiéncia do papel cromatografico
e do polidimetilsiloxano (PDMS) em sorver analitos volateis de um sistema

headspace.



Capitulo 2 - REVISAO DA LITERATURA

1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry) é uma técnica
analitica poderosa utilizada para identificar e caracterizar moléculas de amostras
desconhecidas e quantificar compostos. A MS tem grande destaque entre os métodos
espectrométricos de analise devido a sua alta sensibilidade, rapidez e pela vasta gama
de analitos que podem ser determinados. Apresenta aplicabilidade em diversas areas,
tais como: quimica, farmacia, biologia, medicina, fisica dentre diversas outras [5].

Um espectrOmetro de massas possui cinco componentes principais: (i) unidade
de insercdo de amostra; (ii) fonte de ionizacdo, responsavel por converter as
moléculas da amostra em ions na fase gasosa; (iii) analisador de massas, onde os
ions sado separados de acordo com as respectivas m/z; (iv) detector, onde os ions sao
“contados” e, por fim, um (v) sistema de aquisicdo de dados, que registra os sinais [5].

O crescimento e a consolidacdo da MS estiveram, em toda a sua historia,
condicionados principalmente ao desenvolvimento de novas técnicas de ionizagao.
Nos primordios da MS, a ionizagédo de analitos em ambiente de alto vacuo foi a grande
limitagdo da técnica. Por muitos anos a introdugdo da amostra no sistema de vacuo do
espectrdmetro de massas foi um grande desafio. A dificuldade de ionizar moléculas
em solucao e também espécies de alta massa molecular restringia a aplicabilidade da
técnica a analitos gasosos de baixa massa molecular [5-7]. Em 1989, o
desenvolvimento da ionizagao por electrospray (ESI, do inglés electrospray ionization),
técnica de lonizagdo a Pressdo Atmosférica (IPA), proporcionou vantagens como:
ionizacao de analitos diretamente de amostras liquidas de forma eficiente; ionizacao
de pequenas e macromoléculas; interface ideal para a pressao atmosférica do
ambiente da analise e o vacuo do interior do equipamento [8]. Além disso, a ESI se
tornou uma interface ideal para o acoplamento da cromatografia liquida com a
espectrometria de massas [9]. A Figura 2-1 apresenta o grafico de numero de
publicacbes em espectrometria de massas em fungdo do ano, construido através do
banco de dados Web of Science, topico pesquisado: “mass spectrometry” [10]. A partir
de 1989, ano em que a ESI foi proposta, observa-se na curva do grafico um degrau
seguido de mudanca na inclinacdo da reta, com significativo aumento do numero de

publicagdes por ano.



Figura 2-1: Numero de publicagées sobre a técnica espectrometria de massas em relagdo ao

ano.
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Fonte: Web of Science levantamento de citagdes [10]. Topico pesquisado: “mass

spectrometry”. Pesquisa realizada em 31/07/2021.

O gréfico da Figura 2-1 aponta também uma modificagdo na tendéncia a partir
do ano de 2004, com significativo aumento do niumero de publicagdes por ano. Esse
marco esta relacionado ao desenvolvimento das primeiras técnicas de ionizacao
ambiente: DESI [13], do inglés Desorption Electrospray lonization, e DART [14], Direct
Analysis in Real Time. A ionizacdo ambiente possibilitou a geracdo de ions em
ambiente externo ao espectrdbmetro [11], sem nenhum ou com minimo preparo de
amostra [12]. Apds as primeiras propostas, houve um rapido desenvolvimento de

novas fontes de ionizagdo ambiente, dentre as quais podemos destacar a ionizacao

por paper spray [1].



1.1. lonizacao por paper spray (PS)

A Paper Spray (PS) € uma das mais recentes técnicas de ionizagdo ambiente,
proposta em 2009 por Wang et al. [15]. Ela tem ganhado destaque por sua
instrumentacao simples e de baixo custo, baixo consumo de amostra e de solvente, e
nenhum consumo de gas de arraste [15], 0 que a torna ideal para analises in loco [16].

A PS utiliza de alta voltagem, na ordem de kV, aplicada sobre a base um papel
triangular contendo o analito para inserir ions no espectrdbmetro de massas [1]. O
processo consiste em colocar a amostra sobre um tridngulo de papel cromatografico,
que é posicionado frente a entrada do espectrdbmetro de massas. Uma pequena
quantidade — 10 a 50 uL — de solventes (ex: metanol ou misturas de metanol/agua ou
acetonitrila/agua) é aplicada sobre o papel seguida da adicdo de uma alta voltagem
em sua base. O solvente utilizado deve ser capaz de receber ou doar prétons (acidos
e bases de Brénsted-Lowry), favorecendo o processo de ionizagado que ocorre através
de equilibrios quimicos estabelecidos entre moléculas de solvente e analitos. As
moléculas carregadas sao entdo arrastadas para a ponta do triangulo, onde a interface
liquido/ar assume um formato cdnico, denominado cone de Taylor [17]. Por fim, a
dessolvatacao dos ions ocorre de modo semelhante ao ESI, a tensao superficial desse
cone é rompida e forma-se um spray de goticulas de solvente carregadas que

adentram ao espectrometro [2]. A Figura 2-2 ilustra o processo de ionizagao por paper

spray.
Figura 2-2: llustragdo da ionizagéo por paper spray.
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Fonte: Adaptado de Meher, 2017 [18].

Ao entrar no espectrometro de massas, as goticulas carregadas passam por

um capilar aquecido. A medida que o solvente evapora, reduzem de tamanho e,



consequentemente, maior se torna a densidade de cargas. A forgca de repulsdo entre
as cargas aumenta até se igualar a tensao superficial do solvente da goticula, que
explode em diversas outras goticulas menores, processo conhecido como explosao
couldmbica [19]. Esse processo se repete sucessivas vezes e o resultado é a
formagdo de uma dispersdo gasosa de ions, que é introduzida no analisador de
massas [20].

Devido a pequena quantidade de solvente utilizado na PS, a utilizagdo do gas
inerte em contrafluxo, utilizado na ESI para favorecer a evaporacao do solvente, é
desnecessaria. Isso torna a PS ideal para espectrdmetros de massas em miniatura,
utilizados comumente em analises in loco [1,21].

O sucesso de uma anadlise PS-MS esta condicionado a otimizagdo de alguns
parametros, tais como o tipo do papel, angulo da ponta do triangulo, seu
posicionamento na entrada do espectrdmetro, tipo e composicdo do solvente,
voltagem aplicada na geragao do spray, entre outros [22].

O material do substrato poroso é fundamental para eluicdo do analito
carregado e formacao do spray. O papel é formado por celulose e apresenta grupos
hidroxilas em sua superficie, o que garante que o analito elua como em um processo
cromatografico. A velocidade de eluicao adquirida por cada molécula depende de sua
interacdo com a superficie do papel. Isto €, o papel age como um substrato capaz de:
(i) separar os componentes de interesse de uma mistura e (ii) reter compostos da
matriz, reduzindo significativamente efeitos de matriz. Esse fator é responsavel pela
boa capacidade da técnica em realizar anadlises de misturas e matrizes complexas.
Logo, a escolha de um solvente com alta mobilidade sobre o papel e que seja capaz
de interagir e arrastar o analito é de extrema importancia [22,1].

Ainda no que se refere aos substratos, LIU et al. [1] estudaram a qualidade de
espectros gerados durante a analise de medicamentos em sangue utilizando quatro
tipos de papéis de filtro com diferentes porosidades (3, 4-7, 8 e 11 um), papel
cromatografico e papel com fibras de vidro. A comparagdo entre as intensidades
obtidas para o sinal do analito nos diferentes tipos de papeis apontou que o espectro
gerado utilizando papel cromatografico teve menor quantidade de sinais de
background e maior intensidade sinal/ruido. Os piores resultados foram observados no
espectro gerado pelo papel com fibras de vidro. Segundo os autores, a forte interagéo
do analito com a silica desfavoreceu a eluigdo dos compostos de interesse, 0 que néo
ocorreu com o papel [1]. Além disso, os autores discutem que 0s rigorosos processos
de limpeza e produgéo do papel cromatografico favorecem a obtengao de espectros

mais limpos.



A angulacao da ponta do triangulo também deve ser selecionada com critério.
YANG e colaboradores [23] demonstraram que ela influencia diretamente na formacao
do spray. O autores avaliaram os angulos de 30°, 60°, 90°, 120° e 150°. A imagem do
spray formado por cada um, na Figura 2-3, indica que quanto maior o angulo, menor a
dimensao do spray, menor a quantidade de ions que adentram o espectrbmetro, e,
consequentemente, menor intensidade do sinal analitico. Além disso, os autores
mostraram que angulos maiores necessitam de maior potencial elétrico para a
formagdo do spray. O angulo de 150°, por exemplo, necessitou de uma voltagem tao

alta que gerou descargas elétricas no equipamento [23].

Figura 2-3: Amplitude do spray da PS observado para diferentes dngulos do vértice do papel:

30°, 60°, 90° e 120°. A formacgéao de spray ndo foi observada em 150°.

Fonte: adaptado de Ouyang, 2010 [23].

A distancia da ponta do tridngulo a entrada do espectrémetro também altera a
qualidade do espectro gerado. Distadncias muito pequenas podem gerar aumento
significativo da corrente, enquanto que distancias maiores podem fazer com que
grande quantidade de goticulas do spray ndo atinjam o espectrébmetro de massas,
inviabilizando a analise [1].

A voltagem de formagdo do spray também & um parédmetro importante que
deve ser otimizado durante o desenvolvimento de um método PS-MS. Voltagens
acima do ideal podem gerar altas descargas elétricas no equipamento e ocasionar
danos. Ja voltagens abaixo do valor ideal podem gerar um spray de goticulas sem
forca suficiente para atingir o equipamento, causando perda significativa dos
compostos de interesse [1].

A composigao do solvente da ionizagdo é também um fator fundamental para o
sucesso da analise. A Figura 2-4 apresenta uma fotografia do momento inicial da
ionizacao por PS [24]. As condi¢cdes de analise sao: tridangulo de papel de filtro, 10 pL
de solvente MeOH:H,O na proporgéo de 4/1 v/v e voltagem de 4,5 kV aplicada na
base do papel. Observa-se claramente a formagéo de cinco jatos de spray proximos a
ponta do triangulo, de acordo com a identificagdo numérica na imagem. Quando a
viscosidade do solvente da ionizacdo é aumentada, a maior tensdo superficial do

liquido dificulta ou até impede a formagao dos jatos de spray. Testes realizados com



solugdo MeOH:H,O 1/1 v/v apontou a redugdo de cinco para dois jatos de sprays e

nao houve formacéao de sprays quando utilizado agua [24].

Figura 2-4: Imagem do momento inicial da ionizagdo por PS. Condigbes de andlise utilizadas:
tridngulo de papel de filtro, 10 uL de MeOH:H,0O 80/20 (v/v)e voltagem de formagédo do spray de
4,5 kV.

Fonte: Adaptado de Espy, 2012 [24].

Além da composicao do solvente, é importante avaliar se a quantidade de
solvente utilizada é suficiente para manter o spray durante todo o periodo de aquisi¢ao
do espectro. Tendo em vista que, na maioria dos processos de ionizagcdo por PS o
solvente é adicionado apenas no momento inicial da analise, a medida que o processo
de ionizacdo ocorre o volume de solvente reduz. Estudos indicam que apds cerca de
20 segundos do inicio da analise, é observada uma redugéao significativa no tamanho
das goticulas que formam o spray. Esse fenbmeno gera aumento da corrente

instrumental e perda de estabilidade do sinal analitico [24].



1.2. Modificagboes na PS: recobrimentos no substrato poroso e/ou associagao
da PS a técnicas de preparo de amostras

Apesar do bom desempenho apresentado para analises de amostras
complexas, a PS também sofre efeitos de matriz, principalmente de supressao do sinal
do analito quando o composto de interesse esta presente em uma matriz complexa e
em baixas concentragdes [3]. No que se refere a matrizes complexas, temos como
exemplo: amostras forenses, clinicas, ambientais, dentre outras. Nessa conjuntura,
linhas de pesquisas tém buscado meios para aumentar a sensibilidade da técnica.
Para isso, modificagdes na superficie do papel utilizado como substrato na ionizagao,
alterando sua interacdo com o analito, e combinagbes da PS-MS com técnicas rapidas
de preparo de amostra tém sido propostas.

A interagdo do substrato poroso com a matriz tem grande impacto na difusdo
da amostra no papel, na geracdo do spray e consequentemente no espectro gerado
na analise. Ja descrito anteriormente, LIU e colaboradores (2010) mostraram que o
papel cromatografico apresenta melhor eluicdo do analito e consequentemente, maior
intensidade sinal/ruido [1]. Han e colaboradores [25] demonstraram a importancia da
orientagdo dos microcanais de celulose na formagéo do spray quando avaliaram papel
de filtro qualitativo, papel comum de impressora e de pesagem na deteccdo de
citocromo em gel. Nos espectros obtidos utilizando papel de filtro foram observados
sinais do analito de [M + 8H]®* até [M + 13H]"™", enquanto que nos papéis de
impressora e de pesagem, o sinal do analito ndo foi observado. Segundo os autores,
apesar de os trés tipos de papéis serem de celulose, o papel de filiro € o mais poroso
(Figura 2-5). Essa propriedade favorece a migragcao das proteinas sobre a rede de
microcanais de celulose. Além disso, a orientagdo dos poros no papel de filtro gera
espacos para retengdo de maior quantidade de solvente que os demais papéis (Figura

2-5 C), mantendo os sinais do espectro estaveis e intensos durante toda a analise [25].
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Figura 2-5: Imagem de microscdpio eletrénico de varredura de (A) papel de pesagem, (B) papel

de impressora e (C) papel filtro qualitativo.

Fonte: adaptado de Han, 2015 [25].

A literatura aponta que o trabalho pioneiro em recobrir o papel para modificar a
interacdo entre a amostra e a superficie do substrato foi desenvolvido em 2011 por
Zhang e colabodores [26]. No referido trabalho, os autores utilizaram papel
cromatografico comercial recoberto por silica para determinacédo de drogas
terapéuticas em manchas secas de sangue. O papel recoberto com silica apresentou
elevada eficiéncia para os analitos estudados, com sensibilidade de 5 a 50 vezes
maior que os resultados obtidos com papel cromatografico ndo recoberto. Segundo os
autores, o aumento de sensibilidade foi promovido porque a silica, diferentemente do
papel cromatografico, ndo adsorve o sangue, deixando-o disposto na sua superficie
até secar. Dessa forma, o analito fica mais disponivel e o processo de eluigdo, que
ocorre durante a ionizagéo por PS-MS, torna-se mais eficiente [26].

Ainda no que se refere ao recobrimento do substrato da ionizagdo por paper
spray, pesquisadores propuseram a modificacdo do papel da PS-MS por nanotubos de
carbono para analise de proteinas em gel [25]. O recobrimento fez com que o
substrato da ionizagao adquirisse caracteristicas de nanomateriais, tais como: maior
area de superficie, menor tamanho de poro e condutividade aprimorada. A maior area
superficial aliada ao menor tamanho de poro aumentaram a capacidade de o material
adsorver possiveis interferentes presentes na matriz amostral, reduzindo efeitos de
matriz. Além disso, a maior condutividade do nanotubo favoreceu os processos de
extragdo e eluicdo das proteinas durante a ionizagdo. O recobrimento promoveu
aumento da sensibilidade da técnica quando comparado com a PS-MS convencional
[25].

Vidro também foi utilizado para modificar o papel da ionizagao por PS-MS [27].
No referido trabalho, a fibra de vidro foi utilizada como filtro para capturar agentes de
guerra aerolizados do ar, dentre eles trimetil fosfato, metilfosfonato de dimetilo e
metilfosfonato de diisopropil. Apesar de apresentar espectros parecidos com o0s
obtidos por PS-MS convencional, os resultados mostraram que a fibra de vidro

apresentou eficiéncia 40% maior na captura dos analitos do que o papel [27]. Em uma
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proposta mais recente foi utilizado substrato de vidro modificado por estrutura metal-
organica (Metal Organic Framework - MOFs) para analisar os mesmos analitos. A alta
volatilidade dos agentes de guerra dificulta a analise por PS-MS, pois esses
compostos nao sao retidos pela celulose. Em contrapartida, os microporos dos MOF’s
interagem fortemente com os analitos, retardando o processo de dessorcdo e
aumentando o tempo em que o analito é detectado no espectro de massas [28].

Ureia também foi utilizada para modificar a superficie do papel da PS-MS [29]
e, dessa forma, alterar a interacdo do substrato com o analito. Como a uréia € um
excelente receptor de anions, os autores do trabalho mostraram que o papel
modificado adsorveu com eficiéncia anions, tais como halogénios, sulfatos, fosfatos e
nitratos, presentes em matrizes como urina e extrato da planta Ginkgo Biloba.
Observou-se vantagens como: reducao de efeitos de supresséo idnica, diminuicdo da
descarga elétrica do equipamento e melhora na sensibilidade da técnica em modo de
ionizacdo negativo. Aumentos na intensidade sinal/ruido de 2 a 109 vezes foram
obtidos para determinagao de acido salicilico em urina e terpenos lactonas no extrato
da Ginkgo Biloba [29].

Pereira e colaboradores propuseram, em 2017, o uso de polimeros
molecularmente impressos (MIPs, do inglés Molecularly Imprinted Polymers) para
maior seletividade e sensibilidade da técnica PS-MS [30,31]. MIPs sdao materiais que
apresentam cavidades com afinidade especifica a uma determinada classe de
moléculas. Os autores sintetizaram o polimero diretamente sobre a membrana de
celulose do papel e o0 aplicaram na analise de herbicidas em extratos de maca, banana
e uva [30]. O preparo da amostra consistiu em homogeneizar as frutas utilizando um
liquidificador, em seguida adicionar metanol e, por ultimo, filtrar a mistura em um
sistema de filtracdo a vacuo. O papel modificado com o MIP foi colocado em contato
com o extrato para “sequestrar” o analito. Em seguida, apds seco, o substrato foi
lavado com agua deionizada para remog¢ao da matriz. A analise foi realizada de forma
similar a PS-MS convencional. Os resultados obtidos pelo MIP spray apresentaram
sinais analiticos com intensidades mais elevadas do que os resultados obtidos
utilizando papel recoberto por polimeros nao impressos (NIPs, do inglés non-imprinted
polymers). Em uma proposta mais recente, o MIP spray foi utilizado na determinagao
de cocaina em fluido oral [31]. Valores de 0,27 ng mL™" e 0,81 ng mL™" foram obtidos
para LD e LQ, respectivamente. Quando comparado com espectros obtidos por PS-
MS convencional, o MIP spray promoveu aumento de cerca de trés vezes na
intensidade do sinal analitico [31].

Nessa mesma linha, em 2019, Zargar e colaboradores [32] utilizaram grafite

modificado por polimero molecularmente impresso como substrato da PS. Segundo os
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autores, a maior condutividade do grafite em relagao aos demais substratos utilizados
em modificagbes molecularmente impressas (como papel, madeira e fibras de vidro)
facilitou significativamente o depdsito do polimero na superficie. A modificagdo
garantiu uma extracdo seletiva do pesticida propoxur em amostras de agua. [32].
Ainda no que se referem a estudos envolvendo polimeros, Borges e coautores [33]
modificaram a superficie do papel cromatografico com polimeros condutores
(polianilina, polipirrol e mistura desses dois polimeros) para analisar uma vasta
diversidade de analitos forenses, tais como benzodiazepinicos, medicamentos e
horménios. Os resultados indicaram que o método proposto € mais sensivel que o
método convencional, que utiliza substrato de papel cromatografico sem revestimento.
O polimero condutor gerou campos elétricos elevados e sinais bastante estaveis [33].

Wei e colaboradores [4] utilizaram o 6xido de grafeno modificado por
membrana de nylon (GOM, do inglés Graphene Oxide Membrane) para extrair o
corante verde malaquita de tecidos de peixes. O GOM, sintetizado através do depdsito
de um filme de 6xido de grafeno sobre uma membrana de nylon triangular, foi utilizado
como substrato para a ionizagdo. O método foi denominado pelos autores de GOM
spray mass sprectrometry. Inicialmente o GOM foi colocado em contato com extratos
de carne de peixe dopados com o analito. Na sequéncia, o substrato foi lavado com
agua deionizada e posteriormente posicionado em frente ao espectrobmetro de massas
para analise PS-MS. Resultados mostraram eficiéncia de extragao proxima a 98% do
analito. Além disso, o uso do corante hidrocloreto de rosanilina como padrao interno
permitiu a quantificacdo do verde malaquita e de seu matabdlito, verde leucomalaquita
[4].

Politetrafluoretileno (PTFE), substancia conhecida popularmente como teflon,
em formato triangular também foi utilizado como substrato para ionizagédo por PS [34].
Por ser altamente hidrofébico, o teflon mantém os analitos em sua superficie, sem
dispersa-los, reduzindo possiveis perdas. Em contrapartida, a alta capacidade isolante
do material impede o transporte dos ions e a formagao do spray da PS. Para contornar
esse problema, um fio de ouro foi inserido da base até o vértice do tridngulo e a
voltagem foi aplicada pontualmente na base desse fio. O teflon spray foi aplicado na
analise de metabdlitos, drogas, peptideos e proteinas em fluidos biolégicos. Os
espectros obtidos apresentaram alta razdo sinal-ruido e permitiu a detecgdo dos
analitos em baixos niveis de concentragdes (ng mL™) [34]. Outra proposta que também
utilizou substrato com superficie hidrofébica, recobriu o papel com uma substéncia
denominada pelos autores de ‘super hidrofdbica’, sintetizada a partir de diferentes
silanos funcionalizados [35]. Um pequeno “defeito” nessa superficie foi feito proximo a

ponta do tridngulo. Assim que depositada no substrato, a amostra € automaticamente
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direcionada para essa regido. Apds seca, sucessivas adigdes da amostra seguidas de
secagem sao realizadas, como mostra o diagrama da Figura 2-6. A localizagao pontual
do analito no substrato gera um ponto de pré-concentracdo. O método promoveu
significativo aumento na intensidade do sinal do analito no espectro, no caso,

melamina em amostras de leite [35].

Figura 2-6: Representagdo esquematica do método de espectrometria de massas com

ionizagao por paper spray e pré-concentragdo em sistema superhidrofébico.
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Fonte: adaptado de Basuri, 2019 [35].

No que se refere ao acoplamento de técnicas de preparo de amostra com a
PS-MS, uma das primeiras propostas descritas na literatura foi o uso de cartuchos de
extragdo em fase sélida de forma integrada a PS-MS [3]. O cartucho promove extracao
e pré-concentragdo do analito. Como consequéncia, a PS-MS torna-se menos
susceptivel a efeitos de matriz. O método promoveu aumento nos limites de detecgao
de 14 a 70 vezes para andlise de drogas em plasma, quando comparados com a
analise convencional por PS-MS [3].

A microextragdo por fase liquida (LPME, do inglés Liquid-Phase
Microextraction) também foi utilizada para enriquecimento do sinal analitico da PS-MS
[36]. Os analitos foram extraidos da amostra e pré-concentrados em uma gota de 2 pL
de xileno. Comparando os dados obtidos com resultados da PS-MS convencional, sem

preparo de amostras, houve aumento de sensibilidade de 100 a 700 vezes para
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deteccao de verde malaquita, violeta de metila e seus metabdlitos em agua de lagos.
Limites de deteccdo de 2,2 a 3,1 e limites de quantificagdo de 6,5 a 13,7 ng L™ foram
obtidos para o método proposto [36].

Deng e coautores (2016) acoplaram a microextragao por ‘slug flow’ com a PS-
MS para andlise de tragcos de antibidticos (a saber: eritromicina, claritromicina,
roxitromicina e  d7-roxitromicina) em sangue e leite e de acido
perfluorooctanossulfonico e perfluorooctandico em fluidos corpéreos [37]. Para a
extragdo, uma pequena quantidade da amostra foi inserida em um capilar de vidro,
seguido da adicdo de uma pequena quantidade de solvente orgénico, otimizado em
acetato de etila. O capilar foi entdo submetido a movimentos circulares lentos de forma
a favorecer a migracdo do analito para a fase organica. Em seguida, o solvente
organico foi transferido para o papel e submetido a analise por PS-MS. O método
obteve alta sensibilidade e boa precisdo para quantificacdo de analitos em baixas
concentragoes presentes em matrizes complexas [37].

Em uma proposta de 2020, a microextragcdo supramolecular foi associada a
PS-MS para analise simultanea de quatro antidepressivos friciclicos em urina [38].
Micelas reversas foram geradas na solugido contendo a amostra através da adicao de
um solvente supramolecular, neste caso formado por moléculas de 1-decanol
dispersas em tetrahidrofurano e agua. Os analitos foram pré-concentrados e extraidos
da matriz da amostra através das interacdes hidrofobicas estabelecidas entre as
moléculas de interesse e a cadeia orgéanica do surfactante. O aglomerado de micelas
imisciveis na fase aquosa formou uma separacdo de fases com uma fase rica em
analito e outra rica em solvente aquoso. Fatores de concentragdes acima de 70 foram
observados para os analitos de interesse [38].

Os trabalhos apresentados neste capitulo indicam que associar a PS-MS a
técnicas de preparo de amostra e/ou modificar a superficie do substrato da ionizacao
sao alternativas viaveis para o desenvolvimento de métodos mais sensiveis e seletivos

que a PS-MS convencional.

15



Capitulo 3 - ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR
PAPER SPRAY ASSOCIADA A TECNICA DE PREPARO DE AMOSTRA
POR ELETROEXTRACAO

2. ELETROEXTRACAO

A Eletroextragdo (EE) é uma técnica de preparo de amostras que emprega
campos elétricos em uma ou mais etapas para separagcdo de compostos ibnicos,
obtencéo de cleanup e pré-concentracao do analito [39-41]. Ela é caracterizada pela
aplicagdo de campo elétrico em um sistema bifasico, em que uma fase é aquosa e a
outra € orgéanica. O limite entre as fases age como uma barreira fisica. Quando o
potencial elétrico € menor do que o necessario para o deslocamento do analito, as
moléculas permanecem na fase que possuem maior afinidade. Uma vez que a forga
do campo é otimizada, os ions atravessam o limite entre as fases e migram
rapidamente da fase doadora - que continha o ion inicialmente - para a aceptora - que
recebe os ions durante o processo - de acordo com suas cargas € com o sentido do
campo [42-44]. Em razdo de que apenas moléculas carregadas sdo suscetiveis a
aplicagdo de campos elétricos, a EE € uma técnica seletiva a ions e/ou moléculas
ionizaveis (que apresentam sitios acidos e basicos) [41], caracteristica que a torna
ideal para combinar com a espectrometria de massas.

A EE foi desenvolvida como técnica de purificacdo e teve sua aplicacao
consolidada na engenharia quimica. Na década de 90, ela foi adaptada pela primeira
vez para uso na quimica analitica com o objetivo de transferir analitos de uma fase
organica para uma fase aquosa [44-46].

Nos anos 2000 a extracido por eletromembrana foi proposta, introduzindo o
conceito de extragdo trifasica. Os analitos migram de uma fase aquosa, atravessam
uma camada de solvente orgéanico localizada nos poros da membrana e sao retidos
em uma terceira fase também aquosa [46,47].

Em 2013, um método mais simples de eletroextracao trifasica (liquido-liquido-
liquido) foi proposto por Raterink e colaboradores [48]. O sistema, desenvolvido em
um microtubo de polipropileno consistiu em: uma camada de fase doadora aquosa
liquida (amostra); uma camada de solvente organico imiscivel; e uma fase aceptora
aquosa suspensa na fase organica por uma ponteira de micropipeta. As trés fases
foram dispostas de acordo com a Figura 3-1. A fase organica age como uma barreira
fisica entre as fases doadora e aceptora. Um fio de platina inserido no microtubo serve
como eletrodo inferior e a ponta da pipeta, feita de material condutor, tem a fungéo de
contra eletrodo. A aplicagdo de campo elétrico entre os eletrodos inferior e superior

promove a migragcado eletroforética seletiva de moléculas carregadas do analito
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(acilcarnitinas, no trabalho em questdo) da fase doadora para a fase aceptora

(aquosa), onde sao retidas e, em sequéncia, identificadas por nano-ESI-MS [48].

Figura 3-1: llustracdo da eletroextracdo trifasica proposta por Raterink [48]

“"\ . Fase aceptora (aguosa)

\

| : A
—HV Filtro organico

/ Fase doadora (aquosa)

Fonte: adaptado de Raterink, 2013 [48].

No trabalho mencionado, os autores destacaram a importancia de otimizar a
composicao da fase organica, uma vez que propriedades tais como condutividade e
viscosidade afetam diretamente o processo de extracdo. Além disso, como a
resisténcia associada a essa fase é a maior do sistema, o filtro pode limitar a
passagem da corrente elétrica e comprometer o processo de extragao [48].

Uma abordagem mais recente desenvolvida em 2019 no Departamento de
Quimica (DQ) da UFMG envolveu um dispositivo multipogos para promover a
eletroextragdo de 66 amostras simultaneamente [49]. No trabalho, um parafuso
inoxidavel foi acoplado na parte inferior de microtubos de polipropileno para funcionar
como eletrodo, como ilustrado na Figura 3-2. O microtubo, com volume de 2 mL, foi
preenchido com 1 mL da amostra (fase doadora) e 1 mL da fase organica. Para
suportar a fase aceptora, cones odontoldgicos de celulose foram suspensos na fase
organica. A montagem do dispositivo multipogos, que foi construido utilizando
materiais de baixo custo, envolveu o uso de um suporte para microtubos de
polipropileno, sem o fundo de cada pogo, disposto sobre uma placa metalica (Figura
3-3). Acima desse conjunto, posicionou-se uma placa de suporte para os cones
odontolégicos, constituida de material metalico condutor, a qual apresenta movimento
vertical para ajuste de altura (Figura 3-3). Para promover a extracdo, tanto a placa
metalica superior quanto a inferior do dispositivo apresentam contato elétrico para
conexao com uma fonte de alta tensdo de potencial elétrico ajustavel de corrente

continua (fonte de eletroforese) [49].
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Figura 3-2: Microtubo de polipropileno modificado com parafuso de ag¢o inoxidavel para

extracdo multifases com aplicagdo de campos elétricos.

Microtubo *

Fonte: adaptado de Orlando, 2019 [49].

A Figura 3-3 apresenta também a efetividade do processo de eletroextragao.
Os cones foram mergulhados na fase organica do microtubo para extracdo de corante
violeta de metila presente na fase doadora. Nos cones a esquerda, sem coloracao
azul, ndo foi aplicado campo elétrico entre os eletrodos. A auséncia do pigmento azul
indica que n&o ocorreu a extragao. Por outro lado, os cones a direita, com coloragéo
azul, representam o resultado obtido apds aplicacdo de campo elétrico entre as
placas. A cor azul, tipica do corante de interesse, indica transferéncia e pré-

concentragdo nas pontas dos cones [49].
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Figura 3-3: Dispositivo multipogos para eletroextragdo multifases com cones de papel
posicionados sobre uma placa suporte. As trés fileiras de cones a esquerda mostram que néao
ha extragdo de analito (corante violeta de metila) sem a aplicagdo de potencial elétrico; as
demais fileiras, com os cones em azul, apontam a extragdo com a aplicagdo de potencial

elétrico.

Placa metalica superior

Cones

Microtubos

Suporte para microtubos

Placa metalica inferior

Fonte: adaptado de Orlando, 2019 [49].

O sistema foi aplicado na extracdo de corantes em carne de peixe com
deteccgao por imagens digitais [49] e também de cocaina em saliva com detecgao por
LC-MS/MS [50]. Previamente a analise por LC-MS/MS, foi necessario realizar a
dessorc¢ao dos analitos para transferi-los do cone para uma solu¢ao que pudesse ser
injetada no cromatégrafo [50].

Os resultados mostraram que a alta seletividade da técnica contribuiu para
eliminar efeitos de matriz. Além disso, a alta eficiéncia do processo de extracao
proporcionou o desenvolvimento de métodos com baixos limites de deteccao [49,50].

Nesta tese, o sistema multipocos de eletroextragdo foi adaptado para que o
papel cromatografico recortado em formato triangular substituisse o cone odontolégico
da fase aceptora. Dessa maneira, apdés a eletroextragdo, o papel pode ser levado
diretamente ao espectrédmetro de massas para analise por PS-MS. Integrar a EE com
a PS-MS possibilita eliminar a etapa de dessorgao e, consequentemente, reduzir o
tempo e o consumo de reagentes empregados na etapa de preparo de amostras.
Denominou-se esta técnica de Eletroextracdo integrada a Espectrometria de Massas
com lonizagdo por Paper Spray (EE-PS-MS). Esse trabalho foi publicado
recentemente no periodico Analyst [51].
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1. COCAINA E LIDOCAINA EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

A cocaina, de estrutura quimica apresentada na Figura 3-4, € um composto de
carater basico (pKa = 8,6) extraido da Erythroxylon coca, uma planta nativa de
florestas tropicais da América do Sul. Devido a sua alta capacidade de causar
dependéncia psiquica, é considerada uma droga ilicita e atualmente estd entre as
drogas de abuso mais consumidas no mundo. No Brasil, a fiscalizag&o, prevencao, e a
repressao ao uso e ao trafico desse tipo de droga sédo regulamentadas pela Lei n°
11343, de 23 de agosto de 2006 [52-55].

Figura 3-4: Estrutura da cocaina.
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No corpo humano, a cocaina (COC) age como um estimulante do sistema
nervoso central, inibindo o transportador de dopamina e aumentando a concentragao
da noradrenalina e serotonina na sinapse - regido localizada entre os neurdnios e
onde agem os neurotransmissores. A euforia gerada nesse processo é um dos
principais efeitos responsaveis pela sua capacidade de causar dependéncia [53-55].

A identificacdo de usuarios de drogas ilicitas se da através de estudos que
procuram identificar a presenca da droga e de seus metabdlitos em fluidos biolégicos
[54]. As amostras biologicas de mais facil acesso aos analistas sdo aquelas obtidas de
forma nao invasiva, tais como fluidos orais e urina [56,57].

Estudos de identificagdo de drogas ilicitas em fluidos bioldgicos indicam que a
maior concentracdo de cocaina, em sua forma ndo metabolizada, é encontrada na
saliva [20]. A Figura 3-5 apresenta cromatogramas obtidos por LC-MS de (a) fluido
oral, (b) urina e (c) plasma provenientes de um usuario de cocaina [58]. O
cromatograma (a) mostra a predominancia de COC no fluido oral. Em contraste, na
urina e no plasma, cromatogramas (b) e (c), ha predominancia da forma metabolizada,
benzoilecgonina (BZE) [58].
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Figura 3-5: Cromatogramas obtidos por LC-MS de (a) fluido oral, (b) urina e (c) plasma

recolhidos de usuario de cocaina.
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Em relacdo a faixa de concentracdo de COC encontrada em fluidos orais,

Fiorentin e colaboradores analisaram 124 amostras de saliva de usuarios de drogas

por LC-MS e detectaram cocaina em 75% dos casos, com concentragcdo média de

38,8 *

69,6 ng mL" [58]. Em trabalho apresentado na literatura, Malaca e

colaboradores quantificaram por UHPLC-MS/MS uma concentragdo de 35,1 ng mL”

de cocaina em uma amostra recolhida de usuario [59].

A cocaina é comercializada ilegalmente na forma cristalizada/p6 (cloridrato de

cocaina) ou misturada a bicarbonato de sédio ou ambnia para adquirir forma de

pequenas pedras (crack). Enquanto a via de uso da forma cristalizada é por aspiragao,

as pedras de crack sao fumadas em cachimbos [60]. A maioria das amostras de

cocaina apreendida pela policia contém adulterantes que s&o adicionados com a

intencdo de aumentar o volume do produto, ampliando assim a rentabilidade [61].

Substancias como trigo, acido bdrico, glicose, sacarose e bicarbonato de sddio séo as

principais utilizadas. Além disso, a fim de mascarar a fraude, compostos anestésicos

e/ou estimulantes, que “imitam” os efeitos psicoativos da cocaina, sdo adicionados a

mistura. Como exemplos tém-se a cafeina, levamisol, fenacetina, benzocaina e

lidocaina [60-62]. No Brasil, todos os produtos quimicos passiveis de utilizagdo como

insumos na elaboracdo de substancias entorpecentes,

psicotrépicas ou que

determinem dependéncia fisica ou psiquica sao controlados e fiscalizados desde 2001

através da lei n°® 10.357 [63].

A lidocaina, 2-(dietilamino)-N-(2,6-dimetilfenil) acetamido, de estrutura quimica

apresentada na Figura 3-6, é utilizada na medicina como um anestésico local. Apesar

de sua baixa toxicidade, em altas concentragdes no organismo pode causar alteragdes

nos batimentos cardiacos e na pressao arterial [64].
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Figura 3-6: Estrutura da lidocaina.
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A literatura apresenta diversos trabalhos que utilizam a espectrometria de
massas com ionizagao por paper spray para deteccao e quantificacdo de cocaina e
seus principais adulterantes em matrizes diversas. A Tabela 3-1 apresenta alguns
desses trabalhos no que se refere aos analitos estudados, a matriz da amostra, aos
limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD) obtidos para a cocaina e, quando

utilizado, o preparo de amostra e/ou modificacao realizada na técnica.
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Ano

2014

2014

2015

2016

2017

2017

Tabela 3-1: Trabalhos descritos na literatura empregando PS-MS na analise de cocaina e seus

adulterantes com interesse forense.

Analitos
Cocaina, anfetamina,
metanfetamina, 3,4-

metilenodioxianfetamina (MDA),
3,4-metilenodioxi-N-
metilanfetamina, (MDMA), 3,4-

metilenodioxi-N-etilanfetamina

(MDEA), morfina e A9-
tetrahidrocanabinol (THC) )
Cocaina

Cocaina

cocaina, cafeina, benzocaina,
lidocaina e fenacetina

cocaina, levamisol, cafeina,
lidocaina e fenacetina

cocaina, 3,4-
metilenodioxianfetamina  (MDA),

Matriz da
amostra

Sangue

Superficies
(vidro,
marmore,
pele,
madeira e
unhas)
trigo,
farinha,
acido bodrico
e
bicarbonato
de sodio,
lidocaina e
cafeina
Mistura
todos
analitos

de

Mistura de
todos

analitos

Selos de
25|-NBOMe

LQ/LD
cocaina

1,0 / 0,05
ng mL

-/ 2 ug mL

-1

-/ 0,05 %
m/m

-/ 05 mg
mL

/ 6,51 mg
L -1

3

3,34 / 1,0
ng mL "

Preparo de amostra e/ou
modificagoes na analise
PS-MS

Extracdo dos analitos de
uma mancha de sangue
seco: uma tira de papel de
filtro contendo uma
pequena quantidade de
sangue seco foi inserida
em um capilar de
nanospray. Em seguida,
adicionou-se solvente de
elevada afinidade aos
compostos de interesse
para extracdo e formacao
do spray da ionizagdo por
PS.

Os residuos de cocaina
foram diretamente
extraidos das superficies
pelo substrato (papel
triangular) da ionizacao
por PS.

Uma massa da amostra
foi solubilizada em
metanol e, o extrato obtido
foi analisado por PS-MS.

Separagdo prévia do
analito por cromatografia
em camada delgada. O
analito foi revelado em
camera de luz ultravioleta,
ressuspendido em MeOH
e, por fim, o extrato foi
analisado por PS-MS.

Separagdo prévia do
analito por cromatografia
em papel. O reagente de
Dragendorff, usado em
testes colorimétricos para
a deteccao de alcaloides,
foi utilizado como agente

revelador. Os pontos
revelados foram
recortados e analisados
por PS-MS.

O selo de 25|-NBOMe foi
utilizado como substrato
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2017

2018

2019

2019

2020

2020

2021

3,4-metilenodioxi-N-
metilanfetamina  (MDMA),
metilenodioxi-N-etilamfetamina
(MDEA), meta-clorofenilpiperazina
(m-CPP), metanfetamina (MA),
dietilamida do acido lisérgico (LSD)
e dimetoxibroanfetamina (DOB)
Cocaina

3,4-

cocaina, benzoilecgonina,
amfetamina e metanfetamina

Cocaina e diazepam

Cocaina e mais 29 drogas de
abuso das classes dos opidides,
benzodiazepinas, derivados de
fentanil, metanfetaminas,
metilenodioxifenetilaminas
substituidas, catinonas,
antidepressivos e antipsicoticos

Cocaina, anfetamina,
benzoilecgonina, morfina,
cetamina, MDMA, metanfetamina,
6-acetilmorfina

Cocaina

Cocaina e lidocaina

(papél
mata-
borrao),
folha
Cannabis
sativa

de

Fluido oral

Sangue

Amostras
de sangue
seco

Fluido oral

Urina

Urina

Saliva
sintética

1,0 / 0,17
ng mL

1,7 /1,0 ng
mL

1,30/ 0,39
ng mL”’

- /50ng
mL”’

5,16 /17,21
ng mL”’

th'“ /3,1

da PS. Extrato da folha de
Cannabis sativa em
acetonitrila foi seco sobre
o papel e em seguida,
analisado utilizando
acetonitrila como solvente
da ionizagao por PS.
Papel modificado com
polimero molecularmente
impresso por substrato
para cocaina.

Uso de papel hidrofébico
(superficie modificada por
tricloro (3,3,3-
trifluoropropil)silano)

A ionizacdo foi realizada
diretamente no fio de
tecido (hidrofobicamente
modificado) em que o
sangue secou.

A ionizacado foi realizada
diretamente nos swabs
utilizados na coleta da
amostra.

A analise foi realizada in
loco utilizando um
espectréometro de massas
miniatura.

O substrato da ionizagao
por PS foi substituido por
um capilar de
polipropileno, a técnica foi
intitulada  Fiber  spray
ionization mass
spectrometry (FSI-MS).

Os analitos foram
extraidos da amostra por
prepare de amostra por
eletroextragao.
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Observa-se através da Tabela 3-1 que, com o passar dos anos, propostas de
modificacdo na ionizacdo por PS foram apresentadas, as quais reduziram
significativamente os limites de detecgao e quantificacdo dos métodos.

Neste trabalho, um método que utiliza preparo de amostra por eletroextracao e
andlise por PS-MS foi desenvolvido para deteccdo e quantificagdo simultanea de

cocaina e lidocaina em amostras de saliva sintética.
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2. CORANTE VERDE MALAQUITA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Corantes ftriariimetano sao moléculas organicas sintéticas com estruturas
contendo trés grupos fenil centrais. Por apresentarem tonalidades fortes e vivas, essas
moléculas sdo amplamente utilizadas nas industrias farmacéutica, téxtil e alimenticia.
O corante verde malaquita (malachite green, MG), de estrutura molecular apresentada
na Figura 3-7 e nome IUPAC 4 - [(4-dimetilaminofenil) -fenil-metil] -N, N-dimetil-anilina,
é comumente encontrado na forma de sais de cloreto, e em solugao aquosa dissocia
em CI' e M. O MG é um triariimetano com aplicagbes que n&o se restringem a
colorante: ele é amplamente utilizado na piscicultura como antifungico no tratamento e

prevengao de infecgdes em peixes [72-75].

Figura 3-7: Estrutura do corante verde malaquita
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Em solucao aquosa, o MG é rapidamente absorvido pelos tecidos dos peixes.
Metabdlitos altamente estaveis permanecem retidos no organismo desses animais por
longos periodos [76]. A ingestdo de produtos provenientes da aquicultura é a principal
via de acesso do MG e seus metabolitos ao corpo humano.

O MG e seus metabdlitos sdo mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos ao
organismo dos seres vivos [73,76]. Ainda, além de problemas relacionados a saude, o
MG é um contaminante ambientalmente persistente [75,77].

Tendo em vista os problemas ambientais e de saude desencadeados pelo uso
do MG, agéncias reguladoras de diversos paises, tais como Brasil, China, Estados
Unidos e paises da Unido Europeia, proibiram o uso do corante na aquicultura [4,78].
Ainda assim, devido ao baixo custo, facil manuseio e alta eficiéncia como antifungico,
o MG continua sendo utilizado ilegalmente em pisciculturas por todo o mundo [77].

No que se refere ao controle de alimentos provenientes da aquicultura, a Unido
Europeia regulamenta a sensibilidade minima exigida para testes regulatérios - para a
soma de MG e verde leucomalachita (seu principal metabolito) - em 2 ug kg™ [79].

Enquanto o 6rgao estadunidense Food and Drug Administration (FDA) é ainda mais
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rigoroso, exige sensibilidade minima de 1 pg kg™ [80]. Entretanto, ndo ha controle
estabelecido para determinagao dessas substancias em aguas.

A necessidade de identificar atividades ilegais relacionadas ao uso do MG,
aliada a crescente preocupacdo com a preservacao ambiental, torna necessario o
desenvolvimento de métodos analiticos para deteccdo do corante. Levando-se em
conta a baixa sensibilidade exigida a métodos de detecgdo de MG e seus metabdlitos,
etapas de preparo amostral com a finalidade de extrair e/ou pré-concentrar o analito
sao necessarias. Dentre as técnicas de preparo de amostras mais utilizadas tém-se a
extragdo em fase sdlida (SPE, do inglés solid phase extraction) [81], extracao liquido-
liguido e QUEChERS [79,82] associadas a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas [77,80].

Métodos que utilizam a PS-MS para a determinagdo de MG e verde
leucomalachita em aguas de lago [36], de criagcdo de peixes [83], e em tecidos do
animal [4] foram propostos. Na analise de tecidos, [4] carne de carpas criadas em
ambiente contendo MG passaram por sucessivas etapas de preparo a fim de se obter
um extrato contendo o analito. Inicialmente, a amostra foi homogeneizada e, em
seguida adicionou-se uma solugao extratora composta por 30 mL de acetonitrila + 1,5
mL de cloridrato de hidroxilamina + 1,5 mL de acido p-toluenossulfénico + 2 mL de
solugcdo aquosa de acetato de amoénio. A mistura solucéo extratora + carne foi agitada,
ultra-sonicada e centrifugada. Uma membrana de formato triangular de N*-nylon
modificada com oxido de grafeno foi colocada em contato com a solugédo
sobrenadante para extrair seletivamente as moléculas de interesse. Em seguida, essa
membrana foi utilizada como substrato para a ionizacéo por PS. Um limite de detecg¢ao
de 0,65 mg kg ' foi obtido para determinagdo de MG [4].

Na andlise da agua de lago [36], os autores utilizaram a microextracao em fase
liquida: os analitos foram extraidos da amostra e pré-concentrados em uma gota de 2
ML de xileno. Na sequéncia, a gota foi levada para analise por PS-MS. Limites de
deteccdo de 6,5 e 7,7 ng L ' foram encontrados para MG e verde leucomalachita,
respectivamente [36].

No estudo de agua de criagao de peixes [83], uma mistura de cloroférmio com
pequena quantidade de liquido iénico foi utilizada para extrair o analito da matriz da
amostra. Na sequencia, a solugéo foi levada para analise por PS-MS. Limite de
quantificagéo de 0,1 ug mL ™ foi obtido para analise de MG [83].

De maneira geral, os trabalhos desenvolvidos mostraram que a PS-MS, aliada
a técnicas de preparo de amostras adequadas, € eficiente para identificagdo do

corante e seu metabdlito em baixos niveis de concentracdes. Nesta tese, um método
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EE-PS-MS foi desenvolvido para pré-concentrar e detectar verde malaquita em agua

canalizada.
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3. BISFENOL A EM AMOSTRAS ALIMENTICIAS

Bisfenol A (BPA, do inglés bisphenol A), nome IUPAC 4,4'- (propano-2,2-diil)
difenol, € um composto organico sintético de caracter acido (pKa = 9,7) que apresenta
em sua estrutura dois grupos hidroxifenil (Figura 3-8). E utilizado na producdo de
plasticos de policarbonato e resinas epdxi, materiais comumente aplicados na
formulacdo de brinquedos, canos e embalagens em geral [84]. O contato entre
embalagem e conteudo pode levar a transferéncia de BPA para os alimentos [85] e,
por esse motivo, a alimentagdo é a via de acesso da substancia ao organismo
humano. Apés ingerido, mesmo em baixas concentragdes (nivel de picograma) [86], o
BPA pode se ligar aos receptores de estrogénio e causar altera¢gdes no funcionamento
da tireoide, cérebro, 6rgaos reprodutores e sistema imunoldgico [87]. Ainda, estudos
apontam que o aumento da concentracdo de BPA em urina esta associado a diabetes,

abortos recorrentes e infertilidade [85,87].

Figura 3-8: Estrutura do BPA.
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As descobertas sobre os riscos do BPA a saude sdo recentes, assim como a
implementacao de resolugdes para fiscalizacdo, controle e restricdes de uso. Em 1970
nao havia evidéncias da transferéncia de BPA para alimentos e, por isso, acreditava-
se que o uso de embalagens contendo a substancia era seguro [87]. Na década de 80,
a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA emitiu pela primeira vez um alerta sobre a
possibilidade de contaminagéo de alimentos pelas embalagens [87]. Logo em seguida,
0 pais estabeleceu um limite maximo de ingestdo de BPA em 50 ug kg”' de peso
corporal por dia [88]. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, através da
resolugcao N° 105, de 19 de maio de 1999 [89], estabeleceu em 3 mg/kg/dia o limite
maximo permitido de migracdo da substéncia para o alimento. Em 2008, com novos
estudos que comprovaram a gravidade do BPA ao organismo, esse valor foi reduzido
para 0,6 mg/kg/dia [90] através da Resolugdo N° 17, que se encontra em vigéncia até
a presente data. Em 2011 o uso da substancia para a fabricagdo de mamadeiras e
artigos similares destinados a alimentagao de lactentes foi proibido [91].

O desenvolvimento de métodos analiticos voltados a identificacdo de BPA em

alimentos faz-se necessario [92]. De maneira geral, alimentos sdo amostras com

29



matrizes complexas em que contaminantes estdo em baixas concentracbes e, por
isso, etapas de tratamento da amostra sdo necessarias. A literatura aponta que o BPA
ja foi encontrado em diversas classes de alimentos tais como: vinho [95], leite [93],
frutos do mar enlatados [94], férmulas infantis [95], mel [96], frutas e vegetais [97]. A
técnica comumente empregada para deteccdo dessa substancia é a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas.

A literatura cientifica descreve o uso da PS-MS para determinar a concentracéo
de BPA em embalagens de produtos alimenticios. Chen e colaboradores [98]
analisaram por PS-MS quarenta e duas amostras de embalagens, dentre elas copos
plasticos, mamadeiras, garrafas de agua mineral e de bebidas energéticas. O material
estudado foi recortado em formato triangular e analisado diretamente por PS-MS. Os
autores determinaram BPA nas faixas de concentragdes de 12 a 67 mg kg™, de acordo
com o tipo de amostra analisada. O limite de deteccao obtido para o método foi de 0,1
pug mL™ [98]. A literatura ndo descreve trabalhos em que a PS-MS foi aplicada na
detecgao de BPA em alimentos.

O vinho é uma bebida alcodlica proveniente da fermentacido de uvas [99]. Sua
composicdo é predominantemente de compostos fendlicos, agucares e alcoois.
Durante os processos de fabricagdo e estocagem, a bebida é mantida em tanques
revestidos por resinas epoéxi [100], material que contém o BPA como principal matéria
prima. Devido a alta solubilidade do BPA em &lcoois, produtos com alto teor alcodlico,
como o vinho, favorecem significativamente a transferéncia dessas moléculas do
recipiente para a solugdo [101]. Por conseguinte, o0 monitoramento de BPA em
amostras de vinho é fundamental para assegurar a qualidade do produto.

Brenn-Struckhofova e Cichna-Markl [92], por exemplo, desenvolveram um
método baseado em cromatografia liquida acoplada a fluorescéncia para deteccao de
BPA em amostras comerciais de vinhos tintos e brancos. Vinte e oito amostras
comercializadas em garrafas de vidro e Tetra Brik® foram analisadas. As
concentracdes obtidas variaram entre 0,2 e 1,6 pg L™ [92]. Apesar dos baixos niveis
de BPA encontrados, o controle da substéncia € essencial para garantir a seguranca
dos consumidores da bebida.

Neste capitulo da tese, um método EE-PS-MS foi desenvolvido para pré-

concentracdo de analise de BPA em amostras de vinho tinto.
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4. MATERIAIS E METODO
41. Amostras e reagentes

Agua canalizada foi recolhida no departamento de Quimica da UFMG. Vinhos
tintos seco foram adquiridos em supermercados da regido de Belo Horizonte, Minas
Gerias.

Foram utilizados os seguintes reagentes e solu¢des: metanol, acetonitrila e 1-
octanol grau HPLC da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA); acetato de etila, cloreto de
amoénio, fosfato de potassio monobasico e bibasico, sulfato de sdédio,
carboximetilcelulose sal dissodico, citrato de sodio, fosfato de sodio bibasico e
tetraborato de sédio da Synth (Diadema, SP, BR); acido formico e acetato de sodio da
Merck (Darmstadt, GE); acido acético glacial, hexano, cloreto de calcio dihidratado,
cloreto de potassio e cloreto de sddio da Vetec (Duque de Caxias, RJ, BR); hidréxido
de aménio, hidroxido de sédio e a-amilase da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA);
tris(hidroximetil)aminometano da Amresco (Cleveland, OH, USA); agua deionizada
obtida em um sistema modelo Millipak 40 Express (Mili-Q, Corporagdo Millipore,
Bedford, MA, USA).

Os padrbées de cocaina, lidocaina e metilenodioximetanfetamina (MDMA)
utilizados foram adquiridos da LGC Standards (Teddington, UK); verde malaquita,
violeta de metila, bisfenol A e nonilfenol da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

4.2, Materiais

Dispositivo multipogos de eletroextracao.

Fonte de eletroforese (KASVI, China) modelo K33-300V empregada na
aplicacao da tensao elétrica.

Duas placas condutoras de metal inerte (ago inoxidavel) localizadas nas
extremidades superior e inferior do dispositivo. A superior foi utilizada para aplicar
tensao elétrica sobre a fase aceptora. A inferior foi utilizada para aplicar tensao elétrica
na fase doadora.

Placa polimérica com perfuragdes em fenda para encaixe dos papéis no
dispositivo de extracao.

Microtubos de polipropileno com capacidade de 2 mL com parafuso de ago
inoxidavel inserido na parte inferior. O parafuso, que serviu como eletrodo para a
extragao, foi inserido em um furo previamente confeccionado na parte inferior de cada
microtubo e selado com cola vinilica pela parte exterior de forma a garantir a total
vedagao.

Conectores tipo banana macho e fémea com cabos.
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Papel cromatografico Whatman modelo n°® 1 (GE Healthcare UK Limited, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra) recortado em formato retangular.
Agitador do tipo Vortex da marca VELP SCIENTIFICA, utilizado para agitacao

dos microtubos contendo a fase doadora e a fase organica.

4.3. Instrumentacao

Um espectrébmetro de massas modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific, San
Jose, CA, EUA) com analisador do tipo armadilha de ions foi utilizado para as analises
desenvolvidas neste trabalho (Figura 3-9 A).

A plataforma de ionizacdo paper spray (PS) foi construida em laboratério
utilizando um suporte com microposicionador xyz, que possibilitou o alinhamento do
papel a entrada do espectrdbmetro de massas. Um clipe metalico, conectado ao
espectrémetro de massas através de um fio de cobre, foi utilizado para aplicagao do
potencial elétrico na base do papel da PS (Figura 3-9 B).

O software Thermo Scientific Xcalibur foi utilizado no controle e aquisicdo de

dados.

Figura 3-9: (A) Espectrébmetro de massas Thermo modelo LCQ Fleet com analisador do tipo

armadilha de ions e fonte de ionizagao por paper spray. (B) Detalhes da fonte por paper spray.

4.4. Preparo das amostras

4.4.1.  Saliva
A saliva artificial utilizada neste estudo foi preparada segundo o trabalho
descrito por Arain e colaboradores [102]. Para isto, foram utilizados a-amilase (0,084 g
L™") e os sais KCI (0,625 g L"), CaCl,.2H,O (0,166 g L™"), K,HPO, (0,804 g L™),
KH,P0,4(0,326 g L™"), e carboximetilcelulose sal dissédico (10,0 g L™).
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4.4.2. Solugbes padrao
Os padrbes de cocaina, lidocaina, MDMA (utilizado como Pl na analise de
COC e LID em saliva), verde malaquita, violeta de metila (Pl na analise de VM em
agua de torneira), bisfenol A e nonilfenol (Pl na analise de BPA em vinho tinto) foram
pesados e diluidos em metanol na propor¢do adequada para obter solugdes estoque
de 1000 pg mL™".
Volumes previamente calculados das solugdes estoque foram adicionados as

amostras para atingir as concentracdes estudadas.

4.5. Sistema de eletroextragao

O dispositivo multipogcos para eletroextracdo multifases com microtubos de
polipropileno é apresentado na Figura 3-10. Tem-se em (A) o sistema fechado, que
corresponde a posicao utilizada durante o processo de extragdo e, em (B), o sistema
aberto, logo apds o término da EE. O dispositivo apresenta 66 pogos para extracdo
simultdnea. Cada pocgo de extracdo, ilustrado em (C), contém um microtubo de

polipropileno modificado com parafuso de ago inoxidavel com:

o fase doadora: amostra. Neste trabalho foram estudadas: (i) saliva artificial
dopada com cocaina e lidocaina; (ii) agua canalizada dopada com verde
malaquita; e (iii) vinho tinto dopado com bisfenol A;

e fase organica: solvente orgénico imiscivel com as fases doadora e
aceptora;

o fase aceptora: papel cromatografico embebido em acido acético 300 pmol
L™ para extracdo de cations; hidroxido de aménio 50 yg mL™ / hidréxido

de s6dio 50 ug mL™" 1 : 1 v/v para extragéo de anions.

A montagem do sistema de extracdo consistiu em adicionar ao microtubo 1
mL da fase doadora seguido de 1 mL da fase orgénica, formando uma mistura
heterogénea bifasica. Essa solugéo foi levada para o agitador do tipo vortex por 15
segundos a 3000 rpm e, em seguida, posicionada no dispositivo multipogos.

O papel cromatografico (fase aceptora) foi encaixado em perfuragdes do tipo
fenda da placa de polipropileno, placa branca identificada na Figura 3-10 (A), de
maneira que uma das pontas do tridngulo ficasse em contato com a fase organica
(Figura 3-10 C). A outra extremidade, de base retangular, foi fixada entre as placas

polimérica e metalica. A placa metalica, em azul na Figura 3-10 (A), posicionada acima
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da placa de polipropileno, agiu como eletrodo superior. A placa metélica posicionada
na base do suporte, em contato com os parafusos dos microtubos, serviu como contra
eletrodo.

Para promover a extracdo, um campo elétrico foi aplicado entre os dois
eletrodos por tempo e intensidade otimizados. Para extrair analitos carregados
positivamente (cocaina, lidocaina e verde malaquita), o eletrodo inferior foi conectado
na fonte de eletroforese pelo polo positivo enquanto o superior pelo polo negativo.

Para extrair anions, como o BPA’, a conex&o dos polos foi invertida.

Figura 3-10: Dispositivo multipogos para eletroextragdo multifases com microtubos de
polipropileno.(A) Posicdo do sistema durante a extragdo. (B). Sistema aberto logo apds o
término do processo; (C) llustragdo de cada pogo de extragdo do sistema. Dentro dos

microtubos estdo as fases: doadora e organica e o papel cromatografico embebido em solugdo

eletrolitica como fase aceptora.

Placa metalica
Placa polimérica

C)

Fase aceptora

Fase organica

Fase doadora

Alguns parametros foram avaliados de forma a otimizar o desempenho do
processo de extragcao: solvente da fase organica, tempo e intensidade de aplicagdo do
potencial elétrico. No estudo de composi¢cdo da fase organica foram avaliados os
solventes 1-octanol, mistura 1-octanol/metanol 10:1 v/v, hexano e acetato de etila. O

potencial elétrico aplicado foi avaliado em 100 V, 200 V e 300 V. A aplicagéo de
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potencial elétrico foi avaliada por 5, 10 e 15 minutos. A composicdo da solugdo
eletrolitica utilizada para embeber o papel cromatografico da fase aceptora foi
selecionada baseando-se em trabalhos da literatura que utilizaram extragéo
multifasica.

Como supracitado, trés abordagens foram avaliadas para a aplicacdo da
metodologia: (i) forense, saliva sintética dopada com 1000 pg L ' de cocaina e
lidocaina como fase doadora; (i) ambiental, 4gua de torneira dopada com 100 g L™
de corante verde malaquita; e (iii) alimenticia, vinho tinto dopado com 100 ug L™ de
BPA.

Estudos mais aprofundados foram realizados para a primeira abordagem.
Ap6s a otimizacdo dos principais parametros para extrair simultaneamente 1000 pg L™
de cocaina e lidocaina da saliva, avaliou-se a extragdo dos analitos nas concentragdes
de 250 e 500 pg L "'. Em seguida, curvas analiticas matrizadas com faixa de trabalho

entre 10 e 100 pg L™ foram construidas.

4.6. Analise instrumental por PS-MS

4.6.1. PS-MS convencional (sem eletroextragdo)
4.6.1.1. Cocaina e lidocaina em saliva artificial

Uma aliquota de 5 uL de saliva artificial dopada com cocaina e lidocaina
foram adicionados no centro do tridngulo de papel cromatografico, o qual foi
posicionado na plataforma paper spray a 0,5 cm de distdncia da entrada do
espectrémetro de massas. 5 L do padrdo interno, MDMA (1 pg mL™), foram aplicados
sobre a amostra. Em seguida, para promover a ionizagdo e eluicdo do analito, um
volume otimizado de solvente (25 uL de metanol) foi adicionado e iniciou-se a analise
com a aplicagao de tensao elétrica otimizada na base do papel.

Metanol, acetonitrila e mistura metanol/agua 9:1 foram testados como
solvente para a ionizagcdo por PS. O potencial elétrico aplicado na base do papel
triangular da PS-MS foi avaliado em 3,5; 4,0 e 4,5 kV. A temperatura do capilar foi de
275 °C e os demais parametros instrumentais foram estabelecidos pelo fune de
calibragdo do equipamento: 40 V voltagem do capilar e 115 V voltagem das lentes. Os
espectros foram obtidos em modo de ionizagao positivo full scan na faixa de m/z 100 —

400 e registrados por 24 segundos.

4.6.1.2. Verde malaquita em agua de torneira
5 pL de agua de torneira dopada com verde malaquita foram adicionados no

centro do triangulo de papel cromatografico, o qual foi posicionado na plataforma

35



paper spray a 0,5 cm de distdncia da entrada do espectrémetro de massas. Em
seguida, 5 uL do padrao interno, violeta de metila (1 pg mL™"), foram aplicados sobre a
amostra e um volume otimizado de solvente (25 uL de metanol) foi adicionado. As
condicbes instrumentais das analises foram as mesmas do tdpico anterior, que

descreve a analise de cocaina e lidocaina em saliva sintética.

4.6.1.3. Bisfenol A em vinho tinto

5 pL de vinho tinto dopado com BPA foram adicionados sobre o centro do
triangulo de papel cromatografico, o qual foi posicionado na plataforma paper spray a
0,5 cm de distancia da entrada do espectrOmetro de massas. Em seguida, 5 uL do
padrdo interno, nonilfenol (1 ug mL™"), foram aplicados sobre a amostra e volume
otimizado de solvente foi adicionado.

Metanol, acetonitrila e mistura metanol/agua 9:1 foram testados como
solvente para a ionizacdo por PS. Potencial elétrico aplicado na base do papel
triangular da PS-MS foi avaliado em 3,0; 3,5 e 4,0 kV. A temperatura do capilar foi de
275 °C e os demais parametros instrumentais foram estabelecidos pelo tune de
calibragdo do equipamento: voltagem do capilar de -12 V e voltagem das lentes de -86
V. Os espectros foram obtidos em modo de ionizagdo negativo, em full scan na faixa

de m/z 150 — 250 e registrados por 24 segundos.

4.6.2. EE-PS-MS (com eletroextragdo)

Apbs a etapa de eletroextragdo, o papel cromatografico foi retirado do
dispositivo multipogos. Sua parte retangular, que durante a extragao esteve fixada na
placa metdlica, foi recortada e desprezada. A parte remanescente (extremidade
triangular que esteve em contato com a fase orgénica durante a extragao) foi
posicionada na plataforma xyz do paper spray a 0,5 cm de distancia da entrada do
equipamento. 5 pyL do padrao interno foram adicionados ao centro do papel e, em
seguida, as analises por PS-MS foram realizadas nas mesmas condi¢bes das analises
convencionais, descritas nos topicos 4.6.1.1, 4.6.1.2 e 4.6.1.3, de acordo com cada

analito.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Extragao de cocaina e lidocaina em saliva artificial

Os solventes 1-octanol, 1-octanol/metanol 10:1 (v/v), acetato de etila e
hexano foram avaliados para compor a fase organica na extracdo de cocaina e
lidocaina em saliva artificial. A fase aceptora foi composta por papel cromatografico
embebido em 300 pmol L™ de acido acético. Potencial elétrico de 300 V foi aplicado no
sistema por 10 minutos. A escolha desses solventes foi feita tendo em vista que séo
comumente utilizados em sistemas de extracbes de multiplas fases que empregam
campos elétricos [48-50] e, ainda, sado solventes de facil obtencdo em laboratérios de
pesquisa quimica. Além disso, apresentam propriedades distintas em termos de
condutividade, ponto de ebulicao, viscosidade (Tabela 3-2) e polaridade, garantindo
que boa diversidade de solventes fosse avaliada. O 1-octanol é um alcool primario
com cadeia carboOnica formada por oito carbonos. Acetato de etila € um éster com
cadeia carbbnica contendo quatro carbonos apenas. O hexano é um hidrocarboneto
apolar de cadeia saturada composta por seis carbonos. Alguns autores destacam a
boa eficiéncia de filtros organicos compostos por mistura entre dois solventes
organicos: um imiscivel em agua (para garantir a imiscibilidade da fase organica nas
fases doadora e aceptora) com um miscivel (para aumentar a condutividade da fase
organica) [48,49]. Dessa maneira, além da fase orgénica formada apenas por 1-

octanol, a sua mistura com 10% de metanol foi avaliada.

Tabela 3-2: Condutividade, ponto de ebuli¢do e viscosidade dos solventes avaliados como fase

orgéanica no sistema EE-PS-MS.

Solvente Condutividade (x/  Ponto de ebuligédo Viscosidade
mS/cm) [103] (°C) [103] (mPa s a 20 °C)
Octanol 1,4 x 10°® 194 7.3
Metanol 2,0x 10’ 64 0,59
Acetato de etila 1,0 x 10 77 0,45
Hexano 1,0 x 107" 69 0,32

O volume e a composigao do solvente da ionizagao por PS foram otimizados
em 25 pL de metanol, uma vez que foi a composigédo que gerou sinais mais estaveis
no espectro de massas. No grafico da Figura 3-11 (A) estdo apresentadas as
intensidades dos sinais dos analitos relativas as intensidades dos sinais do padrao

interno (analito/Pl) em funcdo de cada solvente estudado. As barras de erros referem-
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‘Filtro orgénico

Z

se as variabilidades dos dados obtidos em triplicatas. Os solventes 1-octanol e a
mistura 1-octanol/metanol 10:1 (v/v) apresentaram resultados similares e, entre os
quatro tipos de fases orgénicas avaliadas, foram os que apresentaram menor
eficiéncia de extragdo tanto para a cocaina quanto para lidocaina. Esperava-se, no
entanto, que a melhor eficiéncia de extracdo fosse obtida para a mistura 1-
octanol/metanol 10:1 (v/v), uma vez que, entre as quatro composi¢cdes de solventes
avaliadas é a que apresenta maior condutividade (Tabela 3-2). Entretanto, o hexano,
solvente que apresenta menor condutividade e menor capacidade de solvatagdo dos

analitos, apresentou a melhor eficiéncia de extragao.

Figura 3-11: Otimizagdo da eletroextragdo. Efeito do (A) filtro orgénico, (B) potencial de
extragdo e (C) tempo de extragdo. Resultados apresentados em fungdo da razdo entre as
intensidades do sinal do analito e do padréo interno. Fase doadora: 1000 ug L " de cocaina e
lidocaina em saliva sintética. Fase aceptora: papel cromatografico embebido em 300 umol L’

de acido acético.
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A interacdo entre a fase orgénica e o papel cromatografico foi o fator
predominante para o melhor desempenho do hexano. O hexano é o solvente de menor
viscosidade e o de segunda menor temperatura de ebulicdo, quando comparado com
os outros solventes estudados. O tempo necessario para remover o papel do sistema
de eletroextracdo e posiciona-lo na plataforma da PS-MS foi suficiente para a
completa evaporacédo do hexano remanescente no papel. Assim, a eluicdo do analito e
a formagéo do spray da ionizagao foram influenciadas apenas pelo solvente utilizado
para promover a ionizagao por PS (metanol). Em contrapartida, quando o 1-octanol foi

utilizado como fase organica, o tempo entre remover o papel do sistema da
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eletroextragao e posiciona-lo na plataforma PS néo foi suficiente para sua evaporagao.
Essa evaporagao, como discutido adiante, é bastante demorada, o que comprometeria
a rapidez do método. Assim, testou-se as analises por PS-MS com o papel ainda
contendo bastante quantidade do solvente organico.

A alta viscosidade do 1-octanol associada a sua elevada temperatura de
ebulicdo, valores apresentados na Tabela 3-2, possivelmente causaram interferéncias
no processo de geracdo do spray da ionizagdo por PS. Solventes muito viscosos
dificultam ou até mesmo impedem a formacao do cone de Taylor. Além disso, a alta
tensdo superficial do solvente dificulta a geragdo do spray de goticulas carregadas,
fendbmeno que ocorre quando as forgas eletrostaticas existentes entre os ions da
amostra rompem a tenséao superficial do solvente.

Com a finalidade de estimar o tempo necessario para que o papel
cromatografico embebido em 1-octanol ficasse seco, a evaporacao desse solvente foi
monitorada em condigcdes ambiente de temperatura e pressado por 50 minutos, com
obtengdo de imagens de celular a cada 5 minutos. O sistema utilizado para essa
avaliagdo, apresentado na Figura 3-12, foi composto por duas fitas de papel
cromatografico de mesmo formato e dimensao: a esquerda uma fita seca (referéncia)
e, a direita, uma fita embebida em 1-octanol. A evaporacdo do solvente foi
acompanhada pela diferenca de cor entre as fitas. A fita encharcada apresenta
coloragao mais escura do que a fita seca e, a medida que o solvente evapora, as
tonalidades se aproximam. Nos primeiros 15 minutos ndo foram observados
alteragdes significativas no sistema, por isso as imagens ndo foram apresentadas.
Apds 25 minutos de experimento houve significativo clareamento do tom da fita
embebida em solvente (Figura 3-12). Porém, mesmo apés 50 minutos, o papel
apresentava aspecto molhado e oleoso, o que indica que o solvente persistia sobre
sua superficie.

Diante disso, observou-se que mais de 50 minutos sdo necessarios para a
evaporagdao completa do 1-octanol sobre a fita de papel cromatografico, o que
inviabiliza o seu uso como filtro orgénico para o método EE-PS-MS. Portanto, a fase

organica utilizado nos demais experimentos foi o hexano.
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Figura 3-12: Estudo de viabilidade do uso de 1-octanol como fase orgénica no sistema EE-PS-
MS. As fotos representam um sistema com duas fitas de papel cromatografico acompanhado
por 50 minutos - com obteng¢do de imagens de celular a cada 5 minutos - para estimar o tempo
de evaporagdo do 1-octanol. A esquerda de cada imagem tem-se uma fita seca (referéncia) e,
a direita uma fita embebida em 1-octanol. A evaporagdo do solvente foi acompanhada pela

diferenca de cor entre as fitas.
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O potencial de extracao da EE foi avaliado em 100, 200 e 300 V por 10
minutos. O grafico da Figura 3-11 (B) indica que o aumento do potencial elétrico de
extragdo promoveu o aumento do sinal do analito/Pl. Em sistemas que aplicam
campos elétricos para promover o transporte de ions, a taxa de transporte de carga &
acelerada com o aumento do campo elétrico. Porém, campos elétricos muito altos
podem comprometer a reprodutibilidade de analises quimicas devido ao efeito Joule
(aquecimento devido ao movimento de cargas). Tendo em vista que 300 V é o valor
maximo alcancado pela fonte de eletroforese utilizada neste trabalho e que nao foram
observados comprometimentos na reprodutibilidade do sistema quando esse potencial
foi aplicado, o mesmo foi selecionado para o método.

O tempo de aplicacao do potencial elétrico de 300 V foi avaliado por 5, 10 e
15 minutos. O grafico da Figura 3-11 (C) apresenta os valores de intensidade analito /
Pl obtidos em fungao do tempo. De 5 para 10 minutos houve aumento significativo na
eficiéncia da extragcao dos analitos. Porém, comparando os resultados obtidos para 10
e 15 minutos, o sinal dos analitos apresentaram intensidades praticamente constantes,
indicando que a extracéo foi efetivada durante os 10 minutos iniciais de extragao.
Assim, o tempo utilizado nas extracdes seguintes deste trabalho foi de 10 minutos.

Apods otimizar as condigbes de extragdo, o desempenho do sistema EE-PS-
MS foi comparado ao desempenho da PS-MS convencional (ou seja, sem etapas de
preparo da amostra). A Figura 3-13 apresenta em (A) o espectro de massas obtido por
PS-MS sem extragéo prévia, e em (B) o espectro registrado apos a eletroextragéo de
1000 pg L " de cocaina e lidocaina em saliva sintética. Em (A) os sinais atribuidos aos
analitos apresentaram baixas intensidades. O sinal da lidocaina (m/z 235) esta em

nivel de ruido instrumental enquanto o da cocaina (m/z 304) apresenta intensidade
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relativa de aproximadamente 10%. Em contraste, os sinais associados ao MDMA
(padréo interno - m/z 194) e seu produto de degradacdo (m/z 163) sdo os mais
intensos do espectro. Em contrapartida, apds a eletroextragdo, espectro (B), os sinais
atribuidos a lidocaina e cocaina adquiriram intensidades significativamente maiores. O
sinal referente a cocaina, m/z 304, é o mais intenso do espectro e o da lidocaina, m/z
235, apresenta intensidade relativa de 40%, evidenciando a extragdo simultanea dos
analitos durante a etapa de EE. O sinal atribuido ao MDMA, m/z 194, apresenta

intensidade relativa préxima a 20%.

Figura 3-13: Espectros de massas obtidos para analises de cocaina (m/z 304 destacado em
vermelho) e lidocaina (m/z 235 destacado em vermelho) em saliva artificial por (A) PS(+)-MS e
(B) EE-PS(+)-MS. O retdngulo roxo destaca o sinal atribuido ao padrdo interno, MDMA (m/z
194). Pardmetros da EE: tempo de extragdo: 10 minutos, potencial elétrico de extragao: 300 V,
filtro organico: hexano, fase doadora: 1000 ug L de cocaina e lidocaina em saliva sintética,

fase aceptora: papel cromatografico embebido em 300 umol L de acido acético.
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Os sinais observados no espectro EE-PS-MS atribuidos as moléculas de
lidocaina (m/z 235) e cocaina (m/z 304) foram confirmados por espectrometria de
massas sequencial. A energia de colisdo utilizada para fragmentar os ions foi de 20 V.
Os espectros MS/MS apresentaram fragmentos caracteristicos dos ions precursores,
de acordo com a Figura 3-14, indicando que os sinais m/z 235 e 304 obtidos nos
espectros EE-PS-MS referem-se as moléculas dos analitos. A lidocaina gerou o sinal
m/z 86 referente a amina terciaria ilustrada em (A) e a cocaina gerou o sinal de m/z

182 referente a perda do acido benzoico ilustrado em (B).

Figura 3-14: Espectros EE-PS(+)-MS/MS dos sinais (A) lidocaina m/z 235 e (B) cocaina m/z
304. Energia de colisdo de 20 V.
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Além da analise da saliva sintética dopada com 1000 pyg L ™' de cocaina e
lidocaina, as concentragdes de 250 e 500 ug L para esses analitos também foram
avaliadas. Os graficos da Figura 3-15 apresentam os valores de intensidades dos
sinais da (A) cocaina e da (B) lidocaina em relagdo ao PI obtidos por EE-PS-MS e PS-

MS, de acordo com a concentragao.
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Figura 3-15: Intensidade analito/Pl obtidos por EE-PS-MS e PS-MS para (A) cocaina e (B)
lidocaina em saliva artificial em funcdo das diferentes concentragbes dos analitos: 250, 500 e
1000 ug L.
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Como observado, para os trés niveis de concentracbes estudadas, os sinais
dos analitos nos espectros EE-PS-MS tiveram consideravel aumento nas intensidades
quando comparados aos sinais observados na PS-MS convencional (sem extragao).
Ademais, os dados obtidos por EE-PS-MS apontam tendéncia de aumento na
intensidade dos sinais a medida que se aumenta a concentragdo dos analitos. Em
contraste, os resultados obtidos por PS-MS nao indicam essa tendéncia. Como pode
ser observado, h4 um aumento do sinal analitico de 250 para 500 pg L ™', tanto para
lidocaina quanto para cocaina. Entretanto, o sinal obtido para 500 pg L ' de cocaina é
mais intenso do que aquele obtido para 1000 ug L ' (Figura 3-15 A). Com relacdo a
lidocaina, os sinais obtidos para as duas concentragdes apresentaram as mesmas
intensidades (Figura 3-15 B). Esse comportamento possivelmente esta relacionado a
efeitos de supressao ibnica. Por apresentar matriz de composicdo complexa, a saliva é
altamente suscetivel a efeitos de matriz, principalmente supressao ibnica, fenbmeno
comum as técnicas de inje¢ao direta de amostras em espectrometria de massas.

As relagdes entre os sinais obtidos pelos métodos EE-PS-MS e PS-MS
indicam enriquecimentos maximos de 57 e 110 vezes para a lidocaina e cocaina,

respectivamente.
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Apods a otimizagdo dos parametros da extracao, curvas analiticas matrizadas
(em saliva sintética) foram construidas para ambos os compostos, cocaina e lidocaina.
A faixa de concentragéo estudada foi de 10,0 a 100,0 ug L™, que é aquela comumente
usada em estudos de quantificagdo de cocaina em saliva [50]. A Figura 3-16
apresenta as curvas obtidas. O ponto referente & concentragdo de 80,0 ug L™ para a
cocaina e 100,0 ug L ™' para a lidocaina foram removidos, uma vez que que foram
classificados como outlier pelo teste de residuo padronizado de Jacknife. As barras de

erros referem-se aos desvios padréo dos dados obtidos em quintuplicatas.

Figura 3-16: Curvas de calibragdo obtidas utilizando o método EE-PS-MS para (A) cocaina e
(B) lidocaina. Faixa de trabalho: 10,0 a 100,0 ug L 7 para cocaina e 10,0 a 90,0 ug L 7 para
lidocaina. Pardmetros da EE: tempo de extragdo: 10 minutos, potencial elétrico de extragdo:

300 V, filtro orgénico: hexano.

(A) (B)

2,5 - 2,5 -
E 5 y =0,0169x - 0,0606 E 5 | y = 0,0109x + 0,0108
=) R?2=0,9716 S R? =0,9801
€15 - 15 -
[4°] 4+
o @
2 ®
.-E 1 T _-E 1 -
v w
5 S
£05 - £ 05 1

0 T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90100
[Cocaina em saliva (ug L -1)] [Lidocaina em saliva (pg L -1)]

Como parametro de comparacgao, tentou-se construir curvas de calibracao
para o método PS-MS convencional (sem extragao prévia) utilizando a mesma faixa de
trabalho estudada. No entanto, como ja observado anteriormente na avaliagédo de
diferentes concentragdes do analito, o método PS-MS sem extragdo prévia
demonstrou apresentar limites de detecgao bem mais altos que o EE-PS-MS. Visto
que para a concentracao de 250, 500 e 1000 ug L "' observou-se sinais pouco intensos
dos analitos nos espectros PS-MS, nao foi possivel construir uma curva analitica para
a faixa de trabalho de 10,0 a 100,0 ug L ™.

As linearidades das curvas construidas foram avaliadas por meio do método

dos minimos quadrados ordinarios. Apesar de a curva analitica da cocaina ter
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apresentado maior sensibilidade (representada pela inclinagdo), a da lidocaina

apresentou maior coeficiente de determinacéo, com R?.p= 0,9801 e R%.oc= 0,9716.
Os valores minimos detectaveis (LDs) obtidos para os analitos foram

calculados utilizando o desvio padrdo de 10 amostras brancas e a inclinagao da curva

analitica, de acordo com a equacgéo 3.1:

LD = % (Equacao 3-1) Eurachem [104].

Em que s, € desvio padrdo das medidas do branco e m é a inclinacdo da
reta.

Valores de 3,1 e 3,7 ug L foram obtidos para os LD’s da cocaina e lidocaina,
respectivamente. Taxas de recuperagcao de cocaina em amostras brancas nos niveis
10,0; 50,0; e 100 ug L 1 variaram de 88,0 a 115,5%, revelando o potencial da
metodologia EE-PS-MS para determinagbes quantitativas. Valores de recuperagao
obtidos para lidocaina nos niveis 10, 50 e 90 ug L ™ variaram de 89,0 a 112,8%. Ainda
assim, melhores resultados em termos de linearidade e reprodutibilidade podem ser
obtidos com o uso de padrbes internos marcados isotopicamente.

Cabe ressaltar que o valor de LD obtido para cocaina neste trabalho (3,1
ug L") se aproxima de valores encontrados em trabalhos que utilizaram técnicas
cromatograficas acopladas a espectrometria de massas. Fiorentin e colaboradores
[58], por exemplo, obtiveram LD de 1,7 pug L "' ao analisar salivas de usuarios de
drogas por LC-MS. Bouvarel e colaboradores [105] obtiveram um limite de detecgéo
de 4,2 ug L™ ao desenvolver uma metodologia que utiliza um polimero molecularmente
impresso para extragao de cocaina em saliva seguido de separagao por cromatografia
nano-liquida e detecgdo por ultravioleta. Em contraste, Li e colaboradores [66]
utilizaram a PS-MS, sem aplicacdo de etapas de preparo de amostras, para analisar
amostras liquidas contendo cocaina e obtiveram LD de 2 ug mL™ [66]. Finalmente, de
Paula e colaboradores [61] obtiveram LD de 0,5 mg g ' para andlise do extrato de
amostras em po. Diante desses dois Ultimos exemplos, verifica-se que a
eletroextragdo reduziu significativamente o limite de detecgao do método que utiliza

PS-MS convencional.
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5.2. Extragao de corante verde malaquita (MG) em agua de torneira

Como um segundo exemplo de aplicacdo, a metodologia EE-PS-MS foi
utilizada na deteccao de corante verde malaquita em agua de torneira.

Os mesmos parametros avaliados para as extragdes de cocaina e lidocaina
em saliva foram otimizados para extracdo de MG de agua de torneira: composi¢ao da
fase organica (também chamada filtro organico), intensidade e tempo de aplicagdo do
campo elétrico.

Os solventes 1-octanol, 1-octanol/metanol 10:1 (v/v), acetato de etila e
hexano foram avaliados para compor o filtro organico. O potencial elétrico da EE foi
avaliado em 100, 200 e 300 V por 5, 10 e 15 minutos. Os graficos da Figura 3-17
apresentam valores de intensidade analito/Pl para os parametros estudados. A saber,
violeta de metila foi utilizado como padrao interno. A fase doadora foi composta por
4gua de torneira dopada com 100 pg L ™' de verde malaquita e a aceptora por papel
cromatogréafico embebido em solucdo de acido acético a 300 pmol L. As barras de
erros referem-se aos desvios padrbes obtidos para triplicatas.

O gréfico (A) da Figura 3-17 indica que hexano é o solvente ideal para a fase
organica. O grafico em (B) indica que o maior sinal do analito no espectro de massas
foi obtido para extracdo a 300 V. Em (C) observa-se que de 5 para 10 minutos de
aplicagao do potencial elétrico houve aumento na eficiéncia de extragdo do corante.
Porém, ndo foram notadas diferengas significativas nas intensidades do MG entre as
extragdes realizadas por 10 e 15 minutos, indicando que a extragdo foi efetivada
durante os 10 minutos iniciais de extracdo. Em vista disso, a extracdo do corante MG

nos experimentos seguintes foi realizada por 10 minutos.
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Figura 3-17: Otimizagdo do sistema de eletroextracdo para determinagcdo do corante verde
malaquita em agua de torneira. (A) filtro orgénico, (B) potencial de extragdo e (C) tempo de
extragdo. Resultados apresentados em fungdo da razdo entre as intensidades do sinal do
analito e do padréo interno. Fase doadora: 100 ug L™ de verde malaquita em agua de torneira.

Fase aceptora: papel cromatografico embebido em 300 umol L de &cido acético.
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Apos a etapa de otimizagdo, o desempenho do método EE-PS-MS foi
comparado ao da PS-MS convencional (sem etapas de preparo da amostra). A Figura
3-18 apresenta em (A) o espectro PS-MS obtido sem extragdo prévia e em (B) o
espectro obtido apds a eletroextracdo de 100 pg L ' de MG em &agua de torneira. O
espectro (A) indica a baixa intensidade do sinal atribuido ao MG, m/z 329, com
intensidade relativa de aproximadamente 20%. Em contraste, o sinal do violeta de
metila, m/z 372, utilizado como padrao interno, apresentou intensidade de
aproximadamente 60%. Apds a etapa extracdo, a intensidade do sinal atribuido ao
analito aumentou significativamente. O sinal referente ao MG é o mais intenso do
espectro B) e o padrao interno apresenta intensidade de aproximadamente 20%. Além
disso, comparando-se os dois espectros, alguns sinais observados em (A), como m/z
149, 157 e 242, nao estao presentes em (B), indicando que a EE reduziu interferéncias
da matriz amostral no espectro. A eletroextracdo associada a PS-MS promoveu um
aumento de 14 vezes na intensidade do sinal do corante MG.
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Figura 3-18: Espectro (A) PS(+)-MS e (B) EE-PS(+)-MS obtidos para 100 ug L T de corante

verde malaquita (m/z 329 destacado em vermelho) em agua de torneira. O retangulo roxo

destaca o sinal atribuido ao padrdo interno, violeta de metila (m/z 372). Parametros da EE:

tempo de extracdo: 10 minutos, potencial elétrico de extragdo: 300 V, filtro orgénico: hexano,

fase aceptora: papel cromatografico embebido em 300 umol L de acido acético.

Intensidade relativa

Intensidade relativa

100

80

60

40

20

100

80

60

40

20

NL: 1,55E4
301
3 (A)
5 149
3 274 369
E 57 284 | 18 358
E 242 [azs]
; - ! W A WM\HM m wauM‘uM \m“\
100 150 200 250 300 350 400
m/z
NL: 8,00E4
3 (B)
3 233 318
E 284 372
3 274
E . . : “ . : . “‘ b e ey 1 ‘h‘\ el o ‘HM\
100 150 200 250 300 350 400
m/z

O sinal do espectro EE-PS-MS atribuido a molécula de MG

foi comprovado

por espectrometria de massas sequencial (MS/MS). A energia de colisdo utilizada para

fragmentar o ion de m/z 329 foi de 18 V. O espectro MS/MS apresenta fragmentos
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caracteristicos do ion precursor (Figura 3-19). O sinal de m/z 285 refere-se a perda de
uma amina secundaria (C,HgN) de 44 Da. O sinal de m/z 208, mais intenso do
espectro, refere-se a perda do grupo fenildimetilamina (CgH4/N) de 121 Da, como
ilustrado na Figura 3-19. Além disso, a fragmentagdo do padrdo de MG apresentou
perfil espectral similar ao da Figura 3-19, indicando que o sinal m/z 329 obtido no

espectro EE-PS-MS refere-se a molécula MG.

Figura 3-19: Espectro EE-PS(+)-MS/MS obtido para o corante verde malaquita, m/z 329, em
agua de torneira na concentragdo de 100 ug L 7 Energia de colisdo de 18 V. Pardmetros da
EE: tempo de extracdo: 10 minutos, potencial elétrico de extragdo: 300 V, filtro orgénico:

hexano, fase aceptora: papel cromatografico embebido em 300 umol L de acido acético.
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Apods mostrar-se efetiva na pré-concentracao e analise de cocaina e lidocaina
em saliva artificial, a EE-PS-MS também apresentou bons resultados na extracédo e
analise de MG em agua de torneira. Estudos quantitativos nao foram realizados nessa

etapa do trabalho.

49



5.3. Extracao de BPA em vinho tinto

Na terceira aplicagdo desenvolvida, o método EE-PS-MS foi utilizado na
analise de BPA em vinho tinto.

Visto que o método EE-PS-MS foi eficiente para analise de cocaina, lidocaina
e MG, moléculas que “respondem” a aplicacdo de potencial elétrico através da
formacéao de cation, nesta etapa do trabalho avaliou-se a extracdo e deteccao do anion
BPA".

Para promover a transferéncia de BPA™ da fase doadora para a fase aceptora
foi necessario inverter os polos da fonte de eletroforese e alterar o pH da fase
aceptora. Quando a fase aceptora € acida, a grande disponibilidade de ions H* no
meio favorece a neutralizacdo do anion, ocasionando auséncia de resposta a
aplicacdo de potencial elétrico. Em vista disso, a solugado de acido acético, utilizada
para embeber o papel cromatografico da fase aceptora nos métodos anteriores, foi
substituida por solugéo hidréxido de aménio 50 ug mL™ / hidréxido de sédio 50
ug mL™ 1:1 (v/v). Apesar de a base forte, quando utilizada individualmente, apresentar
melhor eficiéncia para reter o analito, ela causou aumento significativo da corrente
elétrica do sistema de extracdo. Por isso, optou-se por sua mistura com uma base
fraca.

Os mesmos parametros estudados para a extragcao da cocaina, lidocaina e
MG foram otimizados para extrair BPA das amostras de vinho: filtro organico, potencial
elétrico e tempo de extragao. A escolha da concentragao estudada do analito na fase
doadora, de 100 pg L', foi baseada nos niveis de migracdo maximos de BPA
permitidos em alimentos estabelecidos pela Unido Européia e China de 600 ug L e
Japéo de 2,5 mg kg™ [86,1086].

Os solventes 1-octanol, mistura 1-octanol/metanol 10:1 (v/v), acetato de etila
e hexano foram avaliados para compor a fase organica. O potencial elétrico da EE foi
avaliado em 100, 200 e 300 V. O tempo de aplicacdo do potencial elétrico foi avaliado
por 5, 10 e 15 minutos. A Figura 3-20 apresenta os resultados obtidos para os trés
parametros em funcao da raz&o entre os sinais do analito e padrao interno (analito/Pl).

A barra de erros refere-se a variabilidade dos dados obtidos em triplicatas.

50



Filtro organico

Z

Acetato de etila

Figura 3-20: Otimizagdo do sistema de eletroextragdo para analise de BPA em amostras de
vinho: (A) filtro orgénico, (B) potencial de extracdo e (C) tempo de extragdo. Resultados
apresentados em funcdo da razdo entre as intensidades do sinal do analito e do padrdo
interno. Fase doadora: 100 ug L de bisfenol A em vinho tinto. Fase aceptora: papel
cromatografico embebido em soluc¢do hidroxido de aménio 50 ug mL™" / hidréxido de sédio 50
ugmL™" 11 (viv).
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Os graficos (A), (B) e (C) da Figura 3-20 apontam que, de maneira similar aos
métodos desenvolvidos para cocaina, lidocaina e MG, as condigbes 6timas para
extragdo do BPA em vinho tinto foram: hexano como filtro organico e aplicagdo de
potencial elétrico de 300 V por 10 minutos.

A Figura 3-21 apresenta em (A) espectro PS-MS sem extragdo prévia, e em
(B) espectro adquirido apds a eletroextracdo de 100 ug L™ de BPA em vinho tinto.
Sinais provenientes da matriz presentes em (A), tais como os ions m/z 169, 175, 177 e
247, ndao sao observados em (B), evidenciando a alta seletividade da etapa de
extracdo. Em extracdes multifasicas assistidas por campo elétrico, moléculas da matriz
amostral que ndo conseguem passar pela interface entre as fases permanecem
retidas na fase doadora.

O sinal de m/z 175, com alta intensidade no espectro da Figura 3-21 (A) e
ausente em (B), foi atribuido, de acordo com a literatura, a molécula acetato de 3-
mercaptohexila, uma das substancias responsaveis pelo aroma frutado do vinho [107].
O sinal m/z 219, observado nos dois espectros, foi atribuido a molécula do padrao
interno, nonilfenol. No espectro obtido por PS-MS convencional sem extragao (A), o

sinal atribuido ao BPA (m/z 227) apresenta intensidade em nivel de ruido. Isto significa
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que a concentragdo de 100 ug L™ de BPA em vinho tinto encontra-se abaixo do limite
de detecgdo do método PS-MS. Enquanto o nonilfenol (m/z 219) apresenta
intensidade relativa de aproximadamente 20%. Em contraste, no espectro (B), obtido
por EE-PS-MS, o sinal atribuido ao BPA é o sinal mais intenso, e o nonilfenol

apresenta intensidade relativa de cerca de 30%.

Figura 3-21: Espectro (A) PS(-)-MS e (B) EE(-)-PS-MS obtidos para 100 ug L de BPA (m/z
227 destacado em vermelho) em vinho tinto. O retdngulo roxo destaca o sinal atribuido ao
padrdo interno, nonilfenol (m/z 219). Pardmetros da EE: tempo de extragdo: 10 minutos,
potencial elétrico de extragdo: 300 V, filtro orgénico: hexano, fase aceptora: papel
cromatografico embebido em solugdo hidroxido de aménio 50 ug mL™" / hidréxido de sodio 50
ug mL™" 1 :1 (viv).
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A eletroextragao associada a PS-MS promoveu um aumento de 64 vezes na
intensidade do sinal do BPA em vinho tinto.
O sinal do espectro EE-PS-MS atribuido & molécula de BPA foi comprovado

por espectrometria de massas sequencial. A energia de colisdo utilizada para
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fragmentar o ion foi de 22 V. O espectro MS/MS, apresentado na Figura 3-22, é
compativel com o perfil de fragmentacdo do padrdo BPA, indicando que o sinal m/z
227 obtido no espectro EE-PS-MS refere-se a molécula do analito. O ion m/z 212,
mais intenso do espectro da Figura 3-22, refere-se a perda de um grupo metil (CH3). O

sinal m/z 133 refere-se a perda de um fenol, como indicado na Figura 3-22.

Figura 3-22: Espectro EE-PS(-)-MS/MS obtido para 100 ug L" de BPA em vinho tinto. Energia
de colisdo de 22 V. Parametros da EE: tempo de extragdo: 10 minutos, potencial elétrico de
extragdo: 300 V, filtro organico: hexano fase aceptora: papel cromatografico embebido em

solugdo hidréxido de aménio 50 ug mL™" / hidréxido de sédio 50 ug mL™" 1:1 (v/v).
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Alimentos sdo em sua maioria amostras complexas contendo compostos de
interesse em baixas concentragbes, principalmente contaminantes. Os espectros EE-
PS-MS indicam, através da remocao de sinais provenientes da matriz, alta seletividade
do método proposto. O aumento significativo do sinal do analito no espectro evidencia
a alta eficiéncia de extragdo, o que contribuiu para aumentar a sensibilidade da
analise. O método proposto foi capaz de identificar BPA em niveis abaixo dos limites
maximos permitidos em alimentos pela Unido Européia e China, o que nao seria

possivel sem a etapa de eletroextracao.
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6. CONCLUSAO

Neste capitulo, uma metodologia que associou pela primeira vez a extragido
assistida por campo elétrico com a PS-MS foi aplicada com sucesso na analise de
cocaina e lidocaina em amostras de saliva sintética, corante verde malaquita em agua
canalizada e bisfenol A em vinho tinto.

As adaptagdes feitas no sistema multifasico de eletroextracao foram
fundamentais para realizar a adsor¢do dos analitos diretamente no papel. Com isso,
etapas de preparo amostral envolvendo dessorgao e solubilizagdo do analito foram
eliminadas, o que reduziu o volume de solvente utilizado, geracdo de residuos e,
principalmente, tempo de analise.

Nas trés aplicagcdes propostas, a EE associada a PS-MS promoveu
significativos enriquecimentos dos compostos de interesse. Aumentos nas
intensidades dos sinais analiticos variaram entre 14 e 110 vezes, de acordo com cada
proposta desenvolvida. A pré-concentracdo e remocao de componentes da matriz

promoveram a obtencao de espectros de melhor interpretacao.
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Capitulo 4 EVAPORACAO CONCENTRATIVA EM DISPOSITIVO DE
PAPEL APLIACADA A DETERMINACAO COLORIMETRICA DE COBRE
EM CACHACA

1. MINIATURIZACAO DE SISTEMAS ANALITICOS

A miniaturizacdo de instrumentos analiticos tem revolucionado a quimica
analitica. Inumeras vantagens tais como praticidade, reducdo do tempo de analise,
baixo consumo de reagentes, pouca geracao de residuos e possibilidade de realizar
analises em campo sao proporcionadas em sistemas de tamanho reduzido [108,109].

A miniaturizacdo de um sistema analitico vai além do que simplesmente reduzir
a escala de sistemas conhecidos [109,110]. A reducédo do tamanho dos dispositivos
aumenta a velocidade das reacbes e afeta processos quimicos relacionados a mistura
de solugbes, separacdo analitica e detecgéo [110-112].

A microfuidica é uma area da ciéncia e tecnologia que utiliza dispositivos com
canais de dezenas a centenas de uym para a manipulagdo de pequenos volumes de
liquidos ou gases [110,111]. Quando acionados por capilaridade, os dispositivos
microfluidicos tem a vantagem de ndo necessitar de equipamento de alimentagéo
externa. Dessa forma, o movimento de um liquido dentro dos microcanais em direcao
a superficies funcionalizadas ou camaras de reacdo ocorre de forma espontinea
[113]. Os dispositivos podem ser fabricados em geometrias variadas a partir de
materiais diversos, os quais determinam valor, aplicabilidade e grau de complexidade
da analise. Vidro [114], polimeros [115,116] e papel [117] sdo os materiais mais
utilizados.

O uso de substratos de vidro € muito comum na microfluidica devido a
transparéncia optica, boa resisténcia quimica e propriedades de superficie bem
conhecidas [114]. No entanto, procedimentos de fabricacdo, baseados na
fotolitografia, demandam infraestrutura especializada e de alto custo. Devido as varias
possibilidades de métodos de microfabricacdo, os substratos poliméricos sdo uma
alternativa viavel ao vidro [118]. A diversidade de materiais poliméricos, com amplas
propriedades quimicas, permite a selegdao do material 6timo conforme aplicagao [114-
116,118,119].

Os dispositivos microfluidicos baseados em papel, ou simplesmente uPAD (do
inglés, microfluidic paper-based analytical device), tém ganhado destaque pelo baixo
custo, simplicidade de producdo e facilidade de uso, armazenamento, transporte e

descarte. Eles sao dispositivos portateis que exigem pequenos volumes de amostras e
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reagentes para detectar uma vasta quantidade e classes de analitos
[110,111,113,117,120-123].

Para deteccdo dos compostos de interesse, os dispositivos podem ser
combinados a técnicas analiticas consolidadas como eletroquimica [124], fluorimetria
[125], e espectrometria de massas [126]. Ainda, quando a analise envolve reacdes
colorimétricas, plataformas eletrénicas populares, como scanner de mesa, camera
digital e de celular, podem ser utilizadas para gerar dados analiticos. O baixo custo,
facilidade de acesso e simples manuseio desses equipamentos tém favorecido
significativamente a aplicagdo dos dispositivos microfluidicos em colorimetria [108,113,
121,122].
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2. EVAPORACAO CONCENTRATIVA

Técnicas de pré-concentracdo de analitos tém sido cada vez mais estudadas
devido a necessidade de identificacdo e quantificagdo de substdncias em baixas
concentragoes. Isso se torna ainda mais crucial quando se trata de amostras com
matrizes complexas em que o composto de interesse pode ser suprimido por
componentes da amostra [127].

As técnicas de pré-concentragao descritas na literatura podem ser classificadas
em diferentes tipos de acordo com o principio empregado. Como exemplos, podem-se
citar: (1) adsorgédo do analito em um substrato, como as técnicas de extragdo em fase
sdlida e a microextracdo em fase solida [128,129]; (2) extragdo do analito utilizando
um liquido imiscivel a matriz da amostra, para este caso tem-se como um dos
principais exemplos a extracao liquido-liquido [130]; (3) extragcdo eletrocinética, que
requer indugao de campo elétrico para gerar e conduzir fluxo de moléculas carregadas
no interior da amostra [131]; (4) uso de membranas porosas que fazem exclusao e
adesdo de moléculas de acordo com o tamanho e, por fim, [132] (5) evaporacao
concentrativa, que consiste em usar meios para evaporar o solvente e/ou a matriz da
amostra [133].

A técnica de evaporacgao concentrativa consiste no uso de calor, diferenca de
pressao ou fluxo de gases para evaporar solventes. A redugdo do volume da amostra
promove a concentragcdo da substancia de interesse [132]. Essa técnica pode ser
aplicada de maneira convencional (isolada) e também combinada a outras técnicas
pré-concentrativas com o objetivo de aumentar a eficiéncia do processo. Fornells e
colaboradores [132], por exemplo, propuseram um concentrador microfluidico
evaporativo de polimetilmetacrilato (PMMA). Uma membrana de politetrafluoretileno,
material hidrofoébico, contendo poros de tamanhos controlados foi posicionada na base
do concentrador (Figura 4-1, linha rosa). Uma placa de aquecimento possibilitou o
controle da temperatura do experimento. Uma bomba de HPLC conectada a uma
valvula de injecdo manteve a passagem da amostra no interior da membrana em fluxo
continuo. Para realizar a concentragao, fez-se necessario uma regidao de vacuo na
parte externa do canal, de acordo com a Figura 4-1. O aquecimento do sistema gerou
vapores de agua provenientes da matriz da amostra. Essas moléculas foram
impulsionadas, através dos poros da membrana, para a regido externa (vacuo). O
tamanho controlado dos poros da membrana impediu a perda dos compostos de
interesse. Os autores reportaram um fator de concentragdo do analito, no caso
cafeina, de 27 vezes em uma hora de experimento. Além disso, os estudos de

otimizacdo da temperatura de aquecimento do sistema mostraram um aumento
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exponencial do fator de concentracdo com o aumento da temperatura, com maiores

fatores de enriquecimento alcangados em temperaturas mais altas [132].

Figura 4-1: Representagdo ilustrativa de um sistema de concentragdo de analitos por
evaporagdo concentrativa em membrana proposto por Fornells e colaboradores.
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Fonte: Adaptado de E. Fornells, 2017 [132].

Outra proposta, apresentada por Zhang e colaboradores [134] realizou a
evaporagao concentrativa com o uso de uma membrana de polipropileno (PP). Neste
trabalho, a evaporacao do solvente (agua) da amostra ocorreu por meio da diferenca
de pressao exercida pela passagem de um fluxo de ar (N,) em um canal fabricado em
um dispositivo microfluidico. Uma membrana hidrofébica porosa, representada pela
linha tracejada amarela na Figura 4-2, separa as fases liquida (solugdo do analito) e
vapor do sistema (passagem do gas de varredura). A passagem desse gas inerte
reduz a pressao parcial do vapor da agua e, dessa maneira, favorece a sua
evaporacao. Os autores reportaram um fator de concentracido de 16 vezes para o
analito vermelho de fenol. Os autores também mostraram uma relagdo exponencial
decrescente entre fator de concentracdo e a taxa de fluxo da solugdo aquosa

(amostra) no dispositivo [134].

Figura 4-2: Representagdo esquematica do evaporador concentrativo proposto Zhang e
colaboradores

gas de varredura

solucdo do analito

silicone
membrana de polipropileno

Fonte: Adaptado de Hainan Zhang, 2016 [134].
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Tucker e colaboradores [127], por outro lado, utilizaram uma lamina de vidro
recoberta por um material comercial hidrofébico (Aculon®) para construir um dispositivo
de pré-concentracdo em gotas. Canais circulares sobre a superficie hidrofébica foram
criados utilizando um laser (Figura 4-3 A), nos quais o vidro da lamina, material
hidrofilico, ficou exposto. Solugbes aquosas contendo o corante vermelho allura em
diferentes concentragdes foram preparadas e utilizadas para demonstrar o
confinamento do analito. Ao adicionar uma gota da solugdo sobre a lamina, o anel
inteiro, incluindo o de maior tamanho representado na Figura 4-3 A, foi preenchido
com o liquido. Quando a gota inicia o processo de evaporagao — nesse caso, em
condi¢bes de temperatura e pressdo ambiente - seu volume diminui até se romper em
gotas menores. Por repulsdo a superficie hidrofébica, essas gotas menores sao
rapidamente confinadas sobre a regido dos canais circulares hidrofilicos. A secagem
da solugéo sobre o dispositivo leva a uma area de alta concentragao do analito (Figura
4-3 B). Os autores aplicaram o dispositivo na deteccao colorimétrica de cadmio em
amostras aquosas. Resultados indicaram aumento de 20 vezes na intensidade do

sinal analitico [127].

Figura 4-3: Dispositivo de pré-concentragdo em gotas. A) llustragdo dos canais circulares
hidrofilicos criados sobre a superficie hidrofébica do dispositivo. B) Imagem microscopica de
uma gota de solugdo de vermelho allura confinada sobre a regido dos circulos hidrofilicos.
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Outra proposta, apresentada por Wong e colaboradores [128], empregou

Fonte: Adaptado de Tucker, 2020 [127].

cromatografia liquida em papel associada a uma placa condutora de calor. Essa placa
foi posicionada na ponta superior do papel, de acordo com o sistema da Figura 4-4.
Nesse sistema, o analito de interesse € impulsionado, por capilaridade, até uma das
extremidades do papel cromatografico. A placa de aquecimento promove a

evaporagao pontual do solvente, favorecendo a continuidade do fluxo e a consequente
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concentracao do analito de interesse. O trabalho foi aplicado na analise de
lipoarabinomanano, um biomarcador da doenga turberculose, em wurina. A
quantificacdo do analito foi feita através de deteccdo colorimétrica, resultado de
imunoensaio quimioluminescente. Os dados obtidos apontaram uma concentragao do

analito de aproximadamente 20 vezes [128].

Figura 4-4: Esquema da concentragdo evaporativa proposta por Wong e colaboradores [54]
para concentrar lipoarabinomanano em urina. Por capilaridade, a amostra liquida desloca-se
em dire¢do a placa aquecedora na parte superior da fita. Quando a amostra atinge a regiao
aquecida, o solvente se evapora e o analito é entao pré concentrado.
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Fonte: Adaptado de Wong, 2014 [128].

Outro trabalho envolvendo pré-concentragao foi desenvolvido em dispositivos
microfluidicos em papel por Abbas e colaboradores [135]. Nesse sistema, promoveu-
se a pré-concentragao através de um dispositivo em papel com formato de uma estrela
de oito pontas, Figura 4-5. Adicdes da amostra e de um solvente de arraste s&o
realizadas no centro da estrela. O tamanho menor das pontas em relagédo ao centro da
estrela promove maior rapidez na secagem do solvente. Essa caracteristica gera um
rapido fluxo de solvente em direcdo as pontas da estrela, promovendo a separacao
dos compostos da amostra e pré-concentrando alguns desses compostos nessa
regido. O dispositivo foi aplicado de maneira eficiente na separagédo e pré-
concentracao de: caroteno e clorofila em extratos de espinafre e; solugao contendo
mistura dos corantes fluoresceina e rodamina 6G. As detecgbes foram feitas por
imagens oticas, fluorescéncia e espectroscopia Raman. Os autores reportaram os
menores limites de deteccao para YPADs apresentados na literatura cientifica até
entdo, com valores de 100 aM (107'® M) para fluoresceina 100 zM (10™"° M) para a
rodamina 6G [135].
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Figura 4-5: Imagem do dispositivo com oito pontas projetado por Abbas e colaboradores. As
extremidades das pontas demonstram a regido de acumulo do analito.

B
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Fonte: Adaptado de Abbas, 2014 [135].

Além de ser feito em papel, um material de baixo custo, de uso diversificado e
comum, o dispositivo em formato de estrela € pequeno (Figura 4-5), produzido de
maneira simples (através de recorte) e pode ser ideal para analises point-of-care.

Nesse capitulo, apresenta-se o desenvolvimento de um dispositivo para
acoplamento a um sistema de evaporagao concentrativa por fluxo de ar. O formato dos
dispositivos permite detecgdo por espectrometria de massas e colorimetria por meio

de obtengdo de imagens digitais.
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3. ANALISE DE IMAGENS DIGITAIS

A maneira mais comum de se extrair informagdes de imagens digitais € através
da decomposicdo em um sistema de cores. O RGB representa o padrao de cores
utilizado nos monitores e cameras fotograficas [136]. Ele é descrito pelas frequéncias
das cores vermelho (R, em A = 630 nm), verde (G, em A = 545 nm) e azul (B, em A =
435 nm), de acordo com a Figura 4-6 (A) [136,137].

A tonalidade de um pixel, unidade formadora basica de uma imagem digital, é
descrita a partir da combinacéo entre R, G e B. A intensidade de cada cor no sistema
RGB é medida em canais que variam de 0 a 255. O canal 0 em R, G e B significa
completa auséncia de uma cor e manifesta tonalidade preta. O canal 255, de
intensidade maxima nos trés tons, resulta na manifestacdo da cor branca. Levando em
conta que ha 256 canais em cada componente (R, G e B), a combinacao entre eles

fornece mais de 16 milhdes de possibilidades de cores (Figura 4-6 (B)) [138].

Figura 4-6: A) Representagéao grafica do sistema RGB. B) Formag&o de tons no sistema RGB.

(A) (8) R
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B
Fonte: Adaptado de [138] e [139].

Canais obtidos através da decomposicédo da imagem em RGB s&o informagdes
analiticas uteis para calibracao, classificacdo e monitoramento de processos [140]. O
uso do sistema RGB para gerar dados analiticos tem como vantagens: rapidez de
aquisicao, simplicidade dos aparelhos necessarios (como cameras digitais, scanners e
celular) e, além disso, gera menor tamanho de arquivo quando comparado a imagens

espectroscépicas [136].
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4. DETERMI,NAQAO DE COBRE (Il) EM AMOSTRAS AMBIENTAIS E
ALIMENTICIAS

O cobre é um metal necessario ao funcionamento do organismo humano, pois
faz parte de diversos processos fisioldégicos. Contudo, a ingestdo em excesso é toxica
e esta relacionada a disturbios gastrointestinais, ictericia, insuficiéncia renal, lesao
hepatica e Alzheimer [141,142].

Estudos comprovam que bebidas destiladas em destiladores de cobre
apresentam melhor qualidade sensorial do que as destiladas em destiladores de
aluminio, ago inoxidavel ou porcelana [143]. A melhora no sabor é ocasionada porque
0 cobre do destilador proporciona reducao da acidez, dos teores de aldeidos e de
compostos de enxofre, responsaveis por sabores e cheiros indesejaveis a bebida.
Entretanto, destiladores de cobre tem como desvantagem a alta concentragdo do
metal que é transferida para a bebida na forma de Cu®" [144,145]. Em geral,
elementos como Cu?*, As®, Pb*, Zn?*, Fe*" sdo encontrados em bebidas destiladas,
mas o que geralmente apresenta maior concentracdo dentre esses é o Cu®* [141].

Em virtude disso, a concentracdo de Cu®* em bebidas destiladas é controlada
pelas agéncias reguladoras em diversos paises. No Brasil, o MAPA limita a
concentragdo maxima permitida de Cu?’em cachaca em 5 mg L™ [146]. Quando se
trata de produto para exportacdo esse valor € ainda menor, paises como México e
Estados Unidos limitam a concentragdo de Cu?* em 2 mg L™ [147-150].

No Brasil, os métodos oficiais para a determinagcdo de cobre em cachaca
empregam espectrometria de absorgéo atdbmica (EAA) com atomizagao por chama e
também espectrofotometria molecular no ultravioleta-visivel com uso de
ditiocarbamatos como reagentes croméforos [141,151]. Todavia a aplicagcdo desses
métodos exige equipamentos n&o portateis e de alto investimento para o pequeno
produtor.

A reagdo entre Cu® e dietilditiocarbamato de sédio (NaDDTC) é comumente
utilizada para promover a deteccao colorimétrica do metal [152,153]. A reac&o entre
duas moléculas do sal e um atomo de Cu?* gera o complexo Cu(DDTC),, com
coloragédo amarelo-acastanhado de intensidade estavel por horas [141,150]. O
complexo formado ndo é soluvel em agua e, em vista disso, processos de
centrifugacao, filtracdo e solubilizagdo em cloroférmio fazem parte do preparo da
amostra [152,153]. Apesar de o DDTC" nédo ser seletivo ao cobre e formar complexos
com uma variedade de ions metalicos, estudos comprovam que ele apresenta alta
afinidade aos 4tomos de Cu®* [144,153].

A literatura cientifica apresenta aplicagbes do complexo Cu(DDTC), para

determinagdo de cobre em bebidas destiladas. Fernandes e colaboradores [144], por
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exemplo, desenvolveram um microdispositivo de papel para quantificagdo de Cu?** em
cachagas por imagens digitais. O dispositivo analitico foi projetado em papel
cromatografico com um didmetro de 15 mm utilizando uma impressora de impressao
em cera. Apés 5 minutos da adicdo de 20 yL da amostra seguidos de 40 yL NaDDTC
(tempo estimado para estabilizacdo do complexo) as imagens digitais foram obtidas
utilizando um scanner. O referido trabalho apresenta vantagens como a néo
necessidade de extragdo do complexo por um solvente organico, analises rapidas e
baixo custo. Um limite de quantificacdo de 4,7 mg L™ foi obtido [144], indicando que o
método pode ser aplicado para monitoramento do metal em amostras destinadas ao
comércio brasileiro (limite maximo permitido de [Cu*] = 5 mg L™"). Entretanto, o LQ
obtido inviabiliza a aplicagcdo do método para determinagdo do metal em cachacgas
destinadas & exportacdo (limite maximo permitido de [Cu*] = 2 mg L™"). Garcia e
colaboradores [150] desenvolveram método para detectar Cu(DDTC), em tequila.
Apods adicdo do complexante na solugdo da amostra, o complexo formado foi extraido
da amostra por extracao liquido-liquido em cloroférmio. Em seguida, o solvente foi
evaporado, e apos reconstituicdo em acetonitrila, o analito foi co-cristalizado com
acido a-ciano-4-hidroxicindmico e detectado por MALDI-TOF-MS [150].

A literatura também apresenta métodos de determinacdo de Cu?* em amostras
ambientais através da reacdo do analito com DDTC". Xie e colaboradores [142], por
exemplo, desenvolveram um sistema microfluidico para quantificar cobre em agua
canalizada através da reacao colorimétrica do metal com NaDDTC sobre papel de
filtro. Os autores utilizaram um celular para obter imagens do produto da reagéo,
através das quais foram obtidos os dados analiticos. O trabalho avaliou a seletividade
do método ao comparar o sinal analitico gerado por uma amostra contendo 100 mg L
de Cu?* com o sinal analitico gerado por amostras de 5000 mg L™ de K*, Zn**, Ca%,
Pb?*, Ni**, Mg®, Na*, Fe*, Fe*" e Co®". O sinal analitico obtido para a solugéo de Cu*
foi comparado com o sinal obtido para a solucido de cada metal, e também com o da
mistura entre todos eles. O resultado (Figura 4-7) mostra que, com excecdo do Cu?*,
0os demais metais apresentaram sinais analiticos na componente B (do sistema de
cores RGB) préximos ao branco, indicando que os metais avaliados nao interferem no
sinal analitico do Cu(DDTC),. A mistura entre todos os metais apresentou sinal
préximo ao da solugéo de Cu®*. Mesmo com os ions metalicos estudados presentes
na solugdo em concentragdes bem mais elevadas que a do Cu®, a formacgdo do
Cu(DDTC), néo foi prejudicada. Segundo os autores, ndo houve interferéncias no sinal
analitico da solugéo de cobre devido a alta estabilidade da ligagéo formada entre ele e
o DDTC'. Dentre os ions metalicos avaliados, a ligagdo do sal com o cobre (Il) é a

mais favorecida [142].

64



Figura 4-7: Avaliacdo da seletividade do complexante DDTC frente a diferentes solugbes
contendo metais e uma solugdo com a mistura de todos eles. Solugdo de cu* com
concentragao de 100 mg L™ e demais metais com concentragéo de 5000 mg L™,
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Fonte: Adaptado de Xie, 2019 [142].

Outro trabalho que utilizou o sistema Cu-DDTC foi apresentado por Sereshti e
colaboradores [154]. Os autores utilizaram o NaDDTC como agente extrator para Cu?,
Fe* e Zn** em tecidos de algas e em agua. O precipitado formado foi centrifugado,
seco e dissolvido em acido nitrico para deteccao por ICP-OES. Uddin e colaboradores
em 2013 [136] e Arvand e colaboradores [152], em 2014, propuseram métodos UV-vis
para analise de Cu®* em agua ambiental. Em ambos os trabalhos o0 NaDDTC também
foi empregado como agente extrator. Os precipitados formados foram removidos da
amostra por extracdo liquido-liquido, sendo que para essa etapa Uddin utilizou
cloroférmio e Arvand tetracloreto de carbono. Wang e colaboradores, por outro lado,
empregaram a cromatografia liquida com detec¢cdo por UV aliada ao preparo da
amostra por SPE [155]. Solugdo contendo NaDDTC foi adicionada a uma solugao
contendo Cu®** e, apdés tempo de reagdo de 5 minutos, a mistura passou por um
cartucho de SPE contendo uma esponja de nanotubo de carbono como adsorvente.
Em seguida, as moléculas de Cu(DDTC), retidas na esponja de nanotubo de carbono
foram eluidas em solugdo de acetonitrila. O solvente foi entdo evaporado em
temperatura ambiente, e por fim, o residuo foi dissolvido em metanol e injetado no
cromatoégrafo. Os autores reportaram reducao de aproximadamente dez vezes no
limite de deteccdo do método, quando comparado com trabalhos que utilizaram

apenas o UV-vis como técnica de analise [155].
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A literatura também descreve o uso da bis(ciclohexanona)oxaldihidrazona
(C14H22N4O2), conhecida como cuprizona, como reagente croméforo utilizado na
deteccdo colorimétrica de Cu?*. Duas moléculas de cuprizona reagem com o Cu?*
produzindo um complexo de coloracido azul escuro [156]. Franco e colaboradores
[156] desenvolveram um dispositivo de papel de filtro funcionalizado com cuprizona
para determinar o teor de Cu?* em cachacga. O dispositivo consistiu em um circulo de
papel contendo o reagente imobilizado e delimitado por barreira hidrofébica de cera.
Apds imobilizacido da cuprizona na superficie do papel, o dispositivo foi inserido numa
solugédo contendo o analito. As imagens digitais foram obtidas utilizando um celular.
Limites de deteccdo de 0,034 mg L™ e quantificagdo de 0,103 mg L™ foram obtidos
[156]. Por outro lado, Pessoa e colaboradores [157] desenvolveram um método de
detecgdo colorimétrica do quelato cobre-cuprizona diretamente em uma placa de
porcelana contendo seis pocos. Solugbes contendo o analito e o complexante foram
adicionadas diretamente nesses pocgos. A captura das imagens digitais da placa de
porcelana foi realizada utilizando uma camera digital. Um dispositivo portatil,
construido a partir de uma caixa de plastico preto, foi desenvolvido para garantir a
reprodutibilidade das analises e minimizar a reflexdo ou efeitos de sombra causados
por luz externa. Os limites de detec¢do e quantificagdo obtidos foram de 0,078 mg L ~'
e 0,26 mg L ™", respectivamente [157].

Neste capitulo da tese, a microfluidica foi aliada a pré-concentragcao
evaporativa para o desenvolvimento de um dispositivo de papel para deteccéo

colorimétrica de Cu(DDTC), em cachaga.
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5. MATERIAIS E METODO

5.1. Amostras e reagentes

As amostras de cachaca produzidas em alambiques de cobre, de quatro
marcas diferentes, foram adquiridas em supermercados da regido de Belo Horizonte.
A saber: Fazenda Nicaragua, Jequitinhonha, Segredo do Patriarca e Liberagdo. Uma
outra amostra, da cachaga Dose Mineira, foi adquirida diretamente de um produtor da
cidade de Sao Domingos do Prata, MG.

Foram utilizados os seguintes reagentes e solugdes: solucdo padrdo de Cu®*
1000,00 mg L' da Carlo Erba (Sabadell, BCN, ES), dietilditiocarbamato de sodio
(NaDDTC) da Nuclear (Nova York, NY, USA), alcool etilico anidro 99,8% P.A. da Synth
(Diadema, SP, BR), hexano da Vetec (Duque de Caxias, RJ, BR), acetato de etila da
Synth (Diadema, SP, BR), metanol, acetonitrila e octanol grau HPLC da J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA) e agua deionizada obtida em um sistema modelo Millipak 40
Express (Mili-Q, Corporacao Millipore, Bedford, MA, USA),

5.2. Instrumentacao

Um sistema de evaporagdo e aquecimento Pierce Reacti-Vap Modelo 18780
(Rockford, IL, USA) conectado a um cilindro de nitrogénio foi utilizado na etapa de
evaporacgao concentrativa.

As imagens digitais foram obtidas com um scanner de mesa da marca Canon
(modelo CanoScan Lide 110) com resolugao de 600 dpi. Os pardametros RGB foram
obtidos usando o software Imaged (dominio publico, desenvolvido pela Universidade
de Wiscosin).

Um espectrdmetro de absor¢ao atdmica Varian modelo AA240FS (Melbourne,
VIC, AU) com atomizacao por chama foi empregado para o desenvolvimento do

método de referéncia.

5.3. Dispositivos yPAD

Papel cromatografico Whatman modelo n® 1 (GE Healthcare UK Limited, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK) foi empregado para constru¢ao dos uPADs. O formato
em estrela de 5,5 cm x 6,5 cm estd apresentado na Figura 4-8 A. O modelo foi
desenvolvido no software CorelDRAW® Graphics Suite 2020 (Trial Version) e
transferido para o papel cromatografico através de uma maquina de corte a laser
Zumaqg modelo ZM 4040 (Santo André, SP, BR).
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O formato do dispositivo em estrela (Figura 4-8 B) possui as seguintes
funcionalidades: (i) seu centro é a regidao de adicdo de solventes; (ii) a regido estreita
entre o centro e o tridngulo é o ponto de adigdo de amostra e por onde corre o fluxo do
solvente/solugcdo responsavel por transportar o analito até as zonas de deteccgao; (iii)
possui trés zonas de detecgdo em formato triangular, permitindo analises em triplicata
e uma zona de mesmo formato para ser empregada como referéncia; (iv) quatro
hastes para fixar o dispositivo no bloco metalico do sistema de evaporag¢ao. O formato
triangular das extremidades do dispositivo foi desenvolvido visando o acoplamento
direto com a PS-MS.

Figura 4-8: A) Formato em estrela do dispositivo desenvolvido neste trabalho. B) Identificagao
das quatro zonas de detecgéo dentre as quais uma é utilizada como referéncia, trés zonas de
adicdo da amostra, regido de adicao de solvente e hastes de fixagdo do dispositivo no bloco
metalico.

Referéncia

A)

Hastes de fixagéo
Zona de detecgao

Regido de
adicdo de
solvente

Zona de deteccao

O tamanho do dispositivo foi definido para seu encaixe ideal no bloco metalico
do equipamento de evaporag¢ao, como ilustrado nas fotos das Figura 4-8 B e Figura
4-9. O bloco de evaporacéo foi utilizado com quatro saidas de ar através de capilares
direcionados as extremidades do yPAD. Como observado, os vértices de cada um dos
quatro tridngulos séo posicionados nos centros dos pogos do bloco metalico, para que
0s mesmos sejam atingidos pelo fluxo de gas, como mostra a foto da Figura 4-9 B.
Apesar de o bloco de evaporacgao utilizado nos experimentos estar acoplado ao
moddulo de aquecimento (Figura 4-9 A), ndo houve aquecimento do sistema. O mddulo
de aquecimento foi utilizado apenas como suporte para fixar a placa metalica e

garantir o direcionamento ideal do fluxo de gas.
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Figura 4-9: A) Sistema utilizado para a pré-concentragdo evaporativa. O dispositivo de papel é
posicionado sobre um bloco metalico que serviu como suporte e garantiu o posicionamento
ideal dos capilares de direcionamento do fluxo de gas (N,). B) Aproximag&o da regido do bloco
de evaporagdo com os quatro capilares de passagem de ar direcionados as extremidades dos
tridngulos do uPAD.

A) Médulo de evaporagao B) Capilares direcionadores
do fluxo de gas

Médulo de aquecimento

5.4. Preparo das amostras

Para os estudos de otimizagcdo e construgcdo da curva analitica, solu¢gées com
diferentes concentracdes de Cu®" foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo
padrdo em solugdo aquosa (agua Mili-Q) contendo 40% (v/v) de etanol (que é o teor
médio de etanol comumente encontrado em amostras de cachacga). Para os testes de
adicdo e recuperagao, volumes previamente calculados do padrdo do metal foram
adicionados a amostra de cachaca.

Solugdes estoque de NaDDTC nas concentragdes de 0,1%; 1% e 2% (m/v)
foram preparadas através da solubilizagdo em agua Mili-Q de quantidade de massa do
sal previamente calculada.

Na analise por espectrometria de absorcdo atdbmica, o método adicdo de
padrao foi utilizado. Adicionou-se aliquotas do padrdo do metal em seis balbdes
volumétricos de 5 mL para atingir as concentragdo de Cu®* = 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ug
mL . Em seguida, foi adicionado em cada baldo 1,0 mL da amostra e completou-se o

volume com agua Mili-Q.
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5.5. Analises usando os dispositivos analiticos de papel

Inicialmente, o dispositivo foi posicionado no bloco metalico e fixado através
das hastes com auxilio de fitas adesivas. 2 YL de solugdo contendo Cu?* foram
adicionados as trés zonas de adigao de amostra do dispositivo e também a zona de
referéncia. Em seguida, iniciou-se a passagem de ar direcionado pelos capilares as
extremidades dos tridngulos. Solvente com composi¢ao otimizada (mistura H,O/MeOH
2:1) foi adicionado a regido de adigdo de solvente com frequéncia e tempo também
otimizados (30 uL a cada 30 segundos, tempo total de pré-concentracdo foi de 3
minutos). Foram avaliados os solventes: agua, metanol, acetonitrila e as misturas de
agua e metanol nas propor¢des de 1:1, 2:1 e 3:1 (v/v). O volume, frequéncia de
aplicagdo e o tempo total de adicdo do solvente foram definidos durante os
experimentos por meio de avaliagdo da quantidade de solvente retida no papel.

Ao término do processo de evaporagao concentrativa, 5 yL de solugdo de
NaDDTC foram adicionados as zonas de detecgdo e, apds tempo otimizado em 5
minutos, foram feitas imagens dos dispositivos utilizando um scanner de mesa. A
estabilidade do tom do complexo foi avaliada por 30 minutos, com monitoramento da

cor da imagem a cada cinco minutos.

5.6. Analises por espectrometria de absorg¢ao atémica (EAA)

Uma lampada de catodo oco para cobre (marca Hitachi) foi utilizada operando
a 10mA. Condicbes instrumentais utilizadas: comprimento de onda de 324,8nm,
largura da fenda de 1,3nm, altura do queimador de 7,5mm e vazao do gas combustivel

de 2,2 L/min (ar-acetileno).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Deteccao colorimétrica de Cu em cachaga

As otimizagdes das condi¢gdes de analise foram realizadas utilizando uma
solugdo contendo 25,0 ug mL ™' de Cu?®*. No estudo de otimizagdo da concentragéo de
NaDDTC, 2 pL da solugdo de Cu®** foram adicionados as zonas de deteccdo, seguidos
por 5 uL de solucido do sal e, logo em seguida, as imagens foram obtidas. Nessa
etapa nao foi realizada a pré-concentragao evaporativa, uma vez que o objetivo era
avaliar a intensidade da cor do complexo. A reacdo quimica entre o Cu?** e o NaDDTC
(Figura 4-10) com formacao de composto cromoforo foi avaliada nas concentragdes de
0,1%; 1% e 2% m/v do sal. Os valores de concentracbes estudados foram
selecionados de acordo com estudos ja realizados para esse sistema [127,135].
Imediatamente apds a mistura entre metal e complexante foi observada uma regido de

coloragao amarela sobre o papel cromatografico, indicando a formag¢ao do Cu(DDTC),.

Figura 4-10: Reagédo de coordenacdo entre Na-DDTC e cu* que resulta na formacdo do

Cu(DDTC),, composto cromdforo de coloragdo amarela.

~ % + Cu2* — \N-< )k /S + 2 Na*
2 N ) , _Cuw N

Para todos os resultados apresentados neste capitulo, o sinal do branco, obtido
utiizando a imagem da zona de referéncia, foi subtraido dos sinais das zonas de
reacédo. O objetivo da subtragdo de sinais foi garantir a remocao de interferéncias de
fundo geradas pela tonalidade do papel cromatografico e também minimizar os efeitos
de variacbes na intensidade da luz que podem ocorrer durante a obtengdo das
imagens.

Os resultados apresentados na Figura 4-11 mostram que a componente B do
sistema de cores aditivas RGB foi a que apresentou maior intensidade para a
coloragao do complexo formado, visualmente amarelo. Além disso, a concentragao de
1% m/v de NaDDTC foi a que proporcionou maiores sinais analiticos para as
componentes B e G. Para a componente R, a concentragao de 0,1% m/v apresentou
maior intensidade de sinal. Embora mais concentrada, em nenhuma das condicbes a
solugdo contendo 2% m/v do sal proporcionou maior sinal analitico. A solugao

contendo 1% m/v do sal foi utilizada nas etapas seguintes deste trabalho.
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Figura 4-11: Gréafico das componentes R, G e B obtidas por imagens digitais para estudo de
otimizacdo da concentragcdo de NaDDTC. Foram avaliadas as concentragbes de 0,1%, 1% e

2% m/v. As imagens digitais foram geradas utilizando um scanner de mesa.
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Em continuidade a otimizagao, a capacidade de arraste do analito na etapa de
pré-concentragao foi avaliada para os seguintes solventes: agua, metanol, acetonitrila
e as misturas de agua e metanol nas propor¢gdes de 1:1, 2:1 e 3:1 (v/v). Para esses
testes, 2 pL de solugdo de Cu®** 25,0 ug mL™ foram adicionados na base de uma tira
de papel cromatografico seguido de 5 pL de solugédo de NaDDTC 1% m/v. A reagéo
gerou uma pequena regido circular de tonalidade amarela caracteristica do complexo
(Figura 4-12 A). Em seguida, essa tira foi colocada em um béquer contendo 1 mL do
solvente avaliado e entdo aguardou-se cinco minutos para o processo de elui¢ao.
Observou-se que a medida que o solvente arrastava o complexo, a coloracao
amarelada foi tornando-se cada vez mais clara até desaparecer totalmente, indicando
que a medida que o complexo foi arrastado sobre o papel o complexo se desfez.
Solventes apolares como hexano, octanol e acetato de etila também foram testados
nessa etapa do trabalho, mas os mesmos resultados de perda da coloracdo do
complexo foram observados. Apesar de o complexo Cu(DDTC), ja ter sido
amplamente estudado, ndo foram encontrados trabalhos que realizaram estudos de
cromatografia em papel ou e pré-concentragdo em dispositivo de papel.

A forma encontrada para evitar a degradacdo do complexo pelo arraste do
solvente foi realizar a eluigdo apenas da solugdo de Cu®* e, ao fim do processo,
adicionar a solucao do complexante. Deste modo, a etapa de otimizagao do solvente
de eluicdo consistiu em: adicionar 2 pL de solugdo de Cu®** a 25,0 uyg mL ' na base da

fita de papel cromatografico, posicionar a fita em um béquer contendo 1 mL do
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solvente a ser avaliado, aguardar cinco minutos para o processo eluigdo, remover a
fita do béquer e, por fim, adicionar 5 yL de solucdo de NaDDTC 1% m/v para
identificar a regido em que o Cu?* foi pré-concentrado. Por (ltimo, escanear as fitas e
obter as intensidades das componentes RGB da regido de maior intensidade de cor.

A Figura 4-12 A mostra imagens obtidas utilizando um scanner de mesa das
fitas de acordo com cada solvente de arraste avaliado. A fim de comparacédo, a
imagem da condig&o inicial mostra o complexo Cu(DDTC), formado pela mistura das
solucdes de Cu e NaDDTC, nos volumes e concentracdes otimizadas, sem passar por
processo de eluicdo. Como observado, a acetonitrila (ACN) apresentou os piores
resultados para eluigdo do complexo. Em contrapartida, agua, metanol (MeOH) e suas

misturas apresentaram boa capacidade para eluigao.

Figura 4-12: A) Tiras de papel cromatografico em condi¢do inicial, prévia a eluigdo, e apos
eluicdo com fases mdveis compostas por acetonitrila, agua, metanol, e misturas agua e
metanol nas proporgbes de 1:1, 2:1 e 3:1 (v/v). B) Grafico de barras com os sinais R, G e B
obtidos pelas imagens digitais de cada uma das fitas em fungdo do solvente. Imagens digitais

geradas através de scanner de mesa.
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Os resultados dos estudos de otimizagao do solvente de eluigdo, apresentados
no grafico de barras da Figura 4-12 B), indicam que as maiores intensidades de sinal -
para componentes B e G - foram obtidas com a utilizagdo da mistura H,O/MeOH 2:1
(v/v). Dessa maneira, essa mistura de solventes foi considerada a composicéo ideal
para eluicdo e pré-concentracdo do Cu®" sobre o papel cromatografico e, em vista
disso, foi a composigao utilizada nos experimentos posteriores.

A passagem do fluxo de N, foi importante para o processo de pré-

concentragdao. O gas inerte posicionado de maneira vertical nas extremidades

73



triangulares do dispositivo reduz a pressédo parcial do vapor do solvente naquela
regido e, assim, favorece o processo de evaporacdo. Esse fenbmeno gera um rapido
fluxo de solvente do centro do dispositivo (regido de adigdo de solvente) para as zonas
de deteccdo nas pontas dos tridngulos, arrastando o analito da zona de adicdo da
amostra para as extremidades e, ao mesmo tempo, os concentrando.

A presséao do fluxo de ar necessaria aos experimentos foi extremamente baixa,
com valor abaixo da capacidade minima de medicdo do mandémetro do cilindro. Por
isso, a velocidade exata do fluxo de ar ndo foi determinada. Esse parametro foi
padronizado de forma manual ao manter a valvula de passagem de gas do cilindro na
mesma posicao em todos os experimentos.

A ultima etapa da otimizagao consistiu em avaliar a estabilidade da intensidade
de cor do complexo sobre o papel em fungcédo do tempo. Apds a adigdo do NaDDTC
nas zonas de deteccéo, o dispositivo foi monitorado por 30 minutos, com obtencao de
imagens a cada 5 minutos. Os resultados, apresentados na Figura 4-13, mostram que
a intensidade do sinal obtido para a componente B reduziu durante os 20 minutos
iniciais. Nos 10 minutos seguintes, o sinal manteve-se estavel. Observou-se ao fim do
experimento redugéo de cerca de 30% na intensidade do sinal da componente B. Em
relacdo a componente G, o sinal reduziu de maneira constante durante todo o
experimento, atingindo metade da intensidade inicial. O sinal obtido pela componente
R foi extremamente baixo e, por isso, nao foi possivel extrair informagdes referentes a
estabilidade da coloracdo do complexo. Levando em consideracdo que a maior
intensidade do sinal analitico foi observada em 5 minutos apds a adicao de NaDDTC
nas zonas de detecgao, esse foi 0 tempo selecionado para escanear os dispositivos de

papel nos experimentos subsequentes.

Figura 4-13: Dados das componentes R G e B obtidos por imagens digitais para estudo de
estabilidade da cor do complexo Cu(DDTC), em fungdo do tempo. Imagens digitais geradas

através de scanner de mesa.
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Apds a otimizagdo dos parédmetros experimentais, avaliou-se o método
proposto na deteccdo de cobre nas concentragdes 5 e 2 ug mL ', que sdo aquelas
previstas nas legislagdes brasileira e internacional, respectivamente, para
comercializagdo de cachacas. A critério de comparagao, foram avaliadas a intensidade
de cor na componente B tanto no dispositivo submetido & concentracdo evaporativa
quanto no dispositivo convencional (sem pré concentracdo). O experimento
convencional (sem pré-concentracado) consistiu em adicionar metal e complexante
diretamente nas zonas de detecgéo, sem qualquer elui¢ao.

A Tabela 4-1 apresenta os valores de sinal analitico obtidos e os respectivos
desvios padrdo. Para 2,0 ug mL ™', o sinal analitico gerado pelo dispositivo apés a pré
concentracao evaporativa foi de 38 enquanto que no dispositivo sem pré concentracao
ndo foi detectada a presenca do Cu(DDTC),. Para 5,0 ug mL ', os sinais obtidos
foram de 17 e 68 para os sistemas sem e com pré-concentragdo evaporativa,
respectivamente. Assim, a combinag¢do do dispositivo de papel com a concentragao

evaporativa gerou aumento de quatro vezes na intensidade do sinal analitico.

Tabela 4-1: Comparagao entre os métodos uPAD com e sem pré concentragdo evaporativa

para as concentragées de 2,0 e 5,0 ug mL " de cobre.

Sinal analitico Sinal analitico
para [Cu]: 2,0 para [Cu]: 5,0
ug mL " (limite | ug mL " (limite
internacional) brasileiro)
UPAD sem pré concentragdo <LQ 17 + 1
UPAD com pré concentragéo 383 68 +3

A Figura 4-14 apresenta imagens digitalizadas dos dispositivos utilizados em
experimentos com uso de pré-concentracdo (A) e sem uso de pré-concentragcao
evaporativa (B) para solugdo de Cu®* a 25,0 yg mL™. A coloragdo amarela nas
extremidades das zonas de detecgcdo em A) demonstra que o Cu? foi arrastado. Por
outro lado, em B) ndo ha deslocamento do complexo. A tonalidade da cor em A) é
visivelmente mais intensa do que em B), indicando que houve pré-concentragéo do
composto. No triangulo superior das imagens, identificado como referéncia, ndo houve

adicdo do complexante.
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Figura 4-14: A) Dispositivo de papel apds pré-concentragdo evaporativa, mostrando a
tonalidade amarela concentrada nas extremidades das zonas de detecg¢do. B) Dispositivo de
papel convencional (sem pré concentracdo) em que o metal e complexante foram adicionados
na zona de detecgdo, mostrando a tonalidade amarela nas zonas de detecgdo . Condigées: 2
UL de solugéo contendo 25,0 ug ml T de Cu** seguido de 5 uL de solugdo NaDDTC 1% foram
adicionados ao dispositivo. Imagens digitais obtidas por um scanner de mesa apds 5 minutos
da adicdo do complexante. No tridngulo superior das imagens, identificado como referéncia,

nao houve adigdo do complexante.
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O método proposto foi entdo empregado para determinagdo de Cu®* em
amostras de cachaca. A curva de calibracdo construida apresentou faixa 6tima de
trabalho entre 1,0 a 8,0 ug ml " do metal. Com a finalidade de demonstrar o aumento
de sensibilidade quando usada a concentragdo evaporativa, buscou-se construir
curvas analiticas de mesma faixa de trabalho usando o sistema sem a etapa de pré-
concentragdo. Entretanto, com base no valor de LQ obtido, a faixa 6tima de trabalho
para a curva de calibragdo construida foi de 4,0 a 8,0 ug ml ' de Cu®".

Para construcdo da curva de calibracdo, foram utilizados os valores de
intensidade da componente B (do sistema RGB) obtidos das partes de maior
tonalidade das imagens.

Ambas as curvas apresentaram linearidade avaliada por meio do método dos
minimos quadrados ordinarios. O método que utilizou o PPAD aliado a pré-
concentragcao evaporativa gerou uma curva com coeficiente de determinagao igual a
0,9933 e coeficiente angular de 11,238 (Figura 4-15 A). A curva de calibragdo do
método desenvolvido no dispositivo convencional - sem pré-concentragao - (Figura
4-15 B) apresentou coeficiente de determinagao igual a 0,9878 e sensibilidade menor,

com coeficiente angular de 8,7.
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Figura 4-15: Curvas de calibragdo para [Cu2+] obtidas utilizando os yPADs A)com e B) sem pré-
concentragdo evaporativa. Faixa de trabalho: 1,0 — 8,0 ugmL ~' em A) e 40— 8,0 ug mL ~" em
B). A intensidade da componente B (do sistema RGB) foi obtida através de imagens digitais

geradas por um scanner de mesa.
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Limites de deteccao e quantificagdo foram avaliados de acordo com as normas
do Guia Eurachem [121], conforme as equagbes abaixo. O sy, € desvio padrao das
medidas do branco e m é a inclinagdo da curva. Os resultados encontrados estado

apresentados na Tabela 4-2:

LD = % (Equagéo 4-1)
LQ = % (Equagéo 4-2) Eurachem [104].

Tabela 4-2: Limites de deteccao e quantificagdo obtidos para os métodos uPAD com e sem pré

concentragao evaporativa.

LD (ugmL™) | LQ (ugmL™)
UPAD com pré concentragéo 0,3 1,0
UPAD sem pré concentragéo 0,9 3,2

Pode-se afirmar que o método que utiliza os yPADs sem pré-concentragao nao
atende as normas vigentes para produtos destinados a exportagdo, uma vez que o
limite de quantificacdo obtido encontra-se acima do valor maximo de [Cu?'] permitido
pelas legislagdes internacionais de 2 pug mL ™. Contudo, a associagdo do dispositivo
com a pré-concentragdo evaporativa reduziu significativamente o limite de
quantificagdo. O valor de LQ igual a 1,0 ug mL ™', abaixo do valor méaximo de [Cu?]
permitido pelas legislagbes internacionais, possibilita o uso do método para o
monitoramento de bebidas destinadas aos mercados nacional e internacional.

O uso da pré-concentragdo evaporativa com o PPAD reduziu os limites de

quantificacdo e detecgdo, quando comparados com um método desenvolvido
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recentemente em PPADs, também baseado em detecgdo colorimétrica do complexo
Cu(DDTC), [144]. No referido trabalho, os autores apresentaram LQ de 4,7 ug mL .
Assim, a pré-concentracado evaporativa proposta neste trabalho possibilitou a deteccéo
colorimétrica de Cu?* sobre papel em niveis abaixo daqueles encontrados na literatura.

A repetitividade foi avaliada para solugées de Cu?** na concentragéo 4,0 yg mL™
com n = 7. Os valores de concentragdes obtidos ficaram entre de 3,7 a 4,2 ug mL ™,
com coeficiente de variacdo igual a 9%. O Manual de Garantia Da Qualidade Analitica
do MAPA [158] indica que o critério de aceitagdo para o teste é: coeficiente de
variagao < 10%. Dessa forma, conclui-se que os resultados obtidos apresentaram
baixa dispersdo. A precisao intermediaria foi avaliada em dias diferentes também para
[Cu®*] = 4,0 ug mL™. Os resultados obtidos apresentaram coeficiente de variacdo de
19%.

Em seguida, a Cachaca |V foi utilizada para testes de adigdo e recuperagao em
diferentes concentragdes de Cu®". Essa amostra foi escolhida por apresentar a menor
concentracao do metal. Para a Cachaca |V, as analises por EAA mostraram uma
concentracdo de cobre de 0,27 pug mL ', menor concentracdo entre as amostras
estudadas, além de estar abaixo do limite de detecgcdo do meétodo proposto neste
trabalho.

Concentragbes conhecidas de Cu?* foram adicionadas & amostra e, em
seguida, a recuperagcdo do método foi avaliada. De forma a avaliar a recuperagdo em
diferentes faixas da curva de calibragao, as amostras trabalhadas nesse estudo foram
fortificadas com as concentragées de 2,0 yg mL ', 4,0 ug mL " e 6,0 uyg mL ' do
metal. Os resultados estao apresentados na Tabela 4-3, que mostra valores muito

proximos aos adicionados, com taxa de recuperacao variando entre 92,5 e 105%.

Tabela 4-3: Teste de adicao e recuperagdo de Cu em cachaga usando a metodologia que

emprega UPADs, pré-concentragdo evaporativa e detecgao por imagens digitais.

[Cu] [Cu] Desvio (%) % recuperagdo

adicionada (ug | identificada

mL ") (ugmL™)
2,0 2,1+0,1 5,0 105,0
4,0 3,7+£0,3 7,5 92,5
6,0 6,1+0,4 1,7 101,7

Em seguida, o método proposto foi aplicado na determinagao de cobre (II) em
cachagas de cinco marcas comerciais diferentes. Valores obtidos por EAA foram

utilizados como referéncia.
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Os valores obtidos para [Cu®] em amostras de cachagas por EAA e pelo
método PPAD associado a pré-concentracdo evaporativa e detecgdo por imagens
digitais estdo apresentados na Tabela 4-4. Teste estatistico de comparacao entre os
métodos com dois graus de liberdade a 95% de nivel de confianga foram aplicados
para avaliar o método proposto. Inicialmente realizou-se um teste F para comparacoes
de variancias, o qual apontou que a precisdo dos dois conjuntos de dados das
cachagas |, Il e lll sdo estatisticamente iguais. Em seguida, aplicou-se o texte t para
métodos com precisdes estatisticamente iguais. Os resultados indicaram que os

valores obtidos pelo método proposto sdo estatisticamente iguais aos de referéncia.

Tabela 4-4: Determinagdo de cobre em cachagas pelo método uPAD associado a pré-

concentragdo evaporativa e detecgdo por imagens digitais.

[Cu?*] método EAA (ug mL ") | [Cu?*] método uPAD com
g:)oncentraga"o evaporativa (ug mL "
Cachaca | 1,6+0,1 1,8+0,2
Cachaca Il 2,3+0,1 2,2+0,1
Cachaca Il 3,2+0,1 3,3+0,1
Cachaca IV 0,2+0,1 <LQ
Cachacga V 0,4+0,1 <LQ

Os valores da Tabela 4-4 indicam que as Cachacgas IV e V apresentaram
valores abaixo do limite de quantificacdo do método. A Cachaca lll € uma amostra
envelhecida, com tom levemente amarelado. A concordancia entre o valor de [Cu®]
obtido e o método de referéncia indica que: subtrair o sinal da zona de referéncia dos
sinais obtidos nas zonas de deteccdo é uma maneira eficiente de remover
interferéncias causadas pela matriz da amostra. Principalmente quando se trata de
andlise de bebidas envelhecidas, as quais apresentam coloragdo levemente
amarelada assim como o complexo Cu(DDTC)s.

As cinco amostras avaliadas estéo abaixo do limite maximo de [Cu?*] permitido
pela legislacdo brasileira (5 ug mL ™). Além disso, o método que associa o dispositivo
de papel com a pré-concentragdo evaporativa identificou que as Cachagas Il e lll ndo
se encontram dentro do padrao exigido para cachacgas destinadas a exportagao (limite
maximo permitido de [Cu*] =2 ug mL ™).

Resultados obtidos para os testes de repetitividade, adicdo e recuperacao e
determinacdo de [Cu®] em amostras comerciais de cachagas garantem a

confiabilidade do método. O uso do dispositivo de papel combinado ao sistema de pré-
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concentragcao evaporativa com obtencdo de dados analiticos por imagens digitais &
uma alternativa promissora para o monitoramento da concentracdo de cobre em

cachaga.

7. CONCLUSAO

Neste capitulo foi apresentada uma alternativa viavel aos métodos que
requerem instrumentacdo mais sofisticada para monitoramento de Cu?** em cachaga.
Um dispositivo combinado a um sistema de pré-concentragdo evaporativa foi
desenvolvido. O dispositivo, de papel cromatografico com formato em estrela, tem
como vantagens: facilidade de fabricagdo, manuseio e descarte, baixo custo e analises
rapidas.

A associacao do dispositivo de papel com a pré-concentracido evaporativa
possibilitou a determinacdo de Cu®" a partir da reagdo com NaDDTC, que tem como
produto a substancia croméfora Cu(DDTC),. A detecgéo colorimétrica do Cu(DDTC),
tem como principal vantagem a ndo necessidade de extracdo e solubilizacdo do
complexo em solventes organicos, etapas necessarias aos métodos convencionais de
deteccdo de cobre. O composto de interesse foi determinado de maneira rapida,
simples, com baixo consumo de amostra e solventes. O método é preciso e sensivel,
apresentando boa concordancia com o método de referéncia (EAA).

Este capitulo apresenta, pela primeira vez na literatura, um método de
determinagéo de Cu(DDTC), usando uPADs e colorimetria em que se atingiu valor de
LQ abaixo de 2 ug mL ', que é o necessario para determinar cobre em cachacgas

destinadas a exportagao.
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EVAPORACAQ CONCENTRATIVA EM DISPOSITIVO DE PAPEL
APLIACADA A DETECCAO DE CORANTES AZO E TRIARILMETANOS

1. INTRODUCAO

Estima-se que mais de 700 mil toneladas de corantes sintéticos sao produzidas
anualmente no mundo [159,160]. Esses compostos tém aplicagdes nas industrias
téxtil, cosmética, alimenticia, farmacéutica, papeleira, dentre outras. Os corantes
normalmente apresentam estruturas moleculares aromaticas e sao classificados com
base em seu croméforo, como exemplo: azo, di- e triariimetanos, dentre diversos
outros [161].

Devido a perdas durante o processo de fixagdo da cor, entre 20% a 50% dos
corantes téxteis sao descartados em efluentes. Cerca de meia tonelada da substancia
€ langada diariamente no ambiente, desencadeando problemas ambientais, como
aumento da alcalinidade, baixa oxigenacéo e alta concentragcéo de sélidos dissolvidos
nos cursos d’agua [161]. Além disso, a elevada estabilidade dessas moléculas as
tornam substancias de dificil biodegradacao [162-165].

A classe dos corantes azo, moléculas com estrutura contendo um grupo -N=N-
entre dois anéis aromaticos (Figura 4-16), engloba a maior parte dos corantes
sintéticos. Atualmente ha mais de trés mil corantes azo disponiveis para uso [161,166].
A principal aplicacdo dessas substéncias sdo em alimentos industrializados como
sucos, refrigerantes, energéticos, condimentos, balas, bebidas infantis e
medicamentos. Além da cor atrativa, os corantes alimenticios garantem a boa
aparéncia dos alimentos [165,166]. No entanto, a ingestdo dessas substancias esta
relacionada a problemas de saude como alergia, asma, danos ao DNA e a alteracbes

comportamentais em criangas, como hiperatividade [164-166].
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Figura 4-16: Estrutura dos corantes amaranto, amarelo crepusculo, vermelho 2G, verde
brilhante e verde malaquita.
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O uso dos corantes artificiais € estritamente regulamentado sob as leis
alimentares existentes. A ANVISA, através do Informe Técnico n. 68, de 3 de setembro
de 2015 [167], permite 0 uso de dez corantes azo em alimentos, sendo eles:
amaranto, amarelo crepusculo, azorrubina, ponceau 4R, vermelho 40, tartrazina,
vermelho 2G, marrom HT, litol rubina BK e negro brilhante BN. As quantidades
permitidas nos alimentos variam para os diferentes produtos. Para bebidas nao
alcodlicas, por exemplo, a quantidade maxima permitida para uso do amarelo
crepusculo é de 0,02 g para cada 100 mL e do amaranto de 0,01 g / 100 mL [168].
Embora o uso do corante vermelho 2G seja permitido, a ANVISA nao limita a ingestao
diaria desse corante. Em contrapartida, a Europa baniu o uso do vermelho 2G desde
2007 [169].

O verde brilhante (brilliant green, BG), também conhecido como verde
malaquita G, é um triarilmetano amplamente utilizado nas industrias téxteis, papeleira,
de borracha e plastico. Apesar de o BG nao ter sido estudado extensivamente como o
MG (apresentado no capitulo anterior), a similaridade quimica entre as duas moléculas
indica que o BG é tdo téxico quanto MG (Figura 4.16) [170]. A coloracdo e as

principais aplicagdes dos corantes supracitados estdo apresentadas na Tabela 4-5.
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Tabela 4-5: Cor e as principais aplicagbes dos corantes vermelho 2G, amarelo crepusculo,

amaranto, verde malaquita e verde brilhante

Nome Classe igﬁr:r?j; Principais aplicagbes
Vermelho 2G Azo Vermelho Industria alimenticia (compostos carneos como
salsichas e hamburgueres) [171].

Amarelo Azo Laranja/Vermelho | Industria alimenticia (refrigerantes e gelatinas)

crepusculo [172].

Amaranto Azo Vermelho escuro/ | Industria alimenticia (bebidas e sorvetes)
marrom [172].

Verde Malaquita | Triariimetano | Verde Fungicida e industria téxtil [4].

Verde brilhante Triarilmetano | Verde Industrias téxtil e papeleira [172].

Convencionalmente, a determinacdo de corantes azo ¢é realizada por
espectrofotometria UV/VIS. O referido método demanda extracbes sequenciais com
metanol contendo 5% de hidroxido de amdnio [173]. Em contrapartida, técnicas mais
sensiveis como a cromatografia liquida acoplada a espectrometria sado utilizadas para
determinar MG e BG. A literatura cientifica também descreve o uso de diferentes
técnicas analiticas, como HPLC-UV [174], HPLC-MS [175], eletroforese capilar [176] e
imagens digitais [163] para determinar corantes artificiais. No que se refere ao uso da
PS-MS, a técnica foi utilizada, sem etapas de pré-concentracdo do analito, para
determinar corante sudan em pimenta em pd6 [177], e os corantes sudan, verde
malaquita, rodamina B, violeta de metila e azul de metileno em bebidas [178].

Neste capitulo, a concentragdo evaporativa em um dispositivo de papel foi
associada a PS-MS para pré-concentrar e detectar os triariimetanos MG e BG em

agua canalizada e os corantes azo vermelho 2G e amarelo crepusculo.
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2. MATERIAIS E METODO
2.1. Amostras, reagentes e materiais

Agua canalizada foi recolhida no Departamento de Quimica da UFMG.

Foram utilizados os seguintes reagentes e solugdes: metanol e acetonitrila de
grau HPLC da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Os padrbes dos corantes azo:
vermelho 2G e amarelo crepusculo foram da Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) e
amaranto da Fluka (Munique, BY, DE); os padrbes dos corantes triariimetano verde
malaquita, verde brilhante e violeta de metila foram da Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Agua deionizada foi obtida em um sistema modelo Millipak 40 Express (Mili-Q,
Corporagéao Millipore, Bedford, MA, USA).

Papel cromatografico Whatman modelo n® 1 (GE Healthcare UK Limited, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra) foi utilizado para construgdo dos yPADs.

O dispositivo de papel utilizado na etapa de pré-concentracdo destes
experimentos € de mesmo modelo e dimensdes do utilizado na proposta anterior,
referente a determinagao colorimétrica de cobre em cachacga. O formato em estrela de
5,5 cm x 6,5 cm foi definido para o encaixe ideal do pPAD no bloco metalico do
equipamento de evaporacdo. O modelo foi desenvolvido no software CoreDRAW®
Graphics Suite 2020 (Trial Version) e transferido para o papel cromatografico através

da maquina de corte a laser Zumaq modelo ZM 4040 (Santo André, SP, BR).

2.2. Instrumentagao

Um sistema de evaporagao e aquecimento Pierce Reacti-Vap Modelo 18780
conectado a um cilindro de nitrogénio foi utilizado na etapa de evaporagao
concentrativa.

Um espectrébmetro de massas LCQ Fleet (Thermo Scientific, San Jose, CA,
EUA) com fonte de ionizagéo por paper spray e analisador do tipo armadilha de ions
foi utilizado neste trabalho. O software Thermo Scientific Xcalibur foi utilizado no

controle e aquisi¢do de dados.

2.3. Preparo das amostras

Solugdes estoque dos corantes azo nas concentragdes de 1 ug mL™ foram
preparadas através da solubilizagdo do sal em agua Mili-Q. Em seguida, solu¢des 100

ug L™ foram preparadas a partir da diluicdo da solugdo estoque em agua Mili-Q.
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Solugbes estoque de MG, BG e violeta de metila nas concentragbes de 10 ug
mL™ foram preparadas através da solubilizacdo do sal em agua Mili-Q. Em seguida,
solugdes 100 e 1000 ug L ™" foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque

em agua canalizada.

2.4. Pré-concentragcao evaporativa

O dispositivo de papel foi posicionado no bloco metélico e fixado pelas hastes
com auxilio de fitas adesivas. 2 pL da solugdo contendo os corantes foram
adicionados as trés zonas de adigdo de amostra do dispositivo. Em seguida, iniciou-se
a passagem de ar direcionado pelos capilares as extremidades dos tridngulos.
Solvente de composicao otimizada (40 uL de mistura ACN/H,O 9:1) foi adicionado a
regido de adicdo de solvente com frequéncia de 30 segundos por tempo total de 3
minutos.

A composicao do solvente da concentracao evaporativa foi avaliada por meio
do deslocamento dos corantes vermelho 2G (solugdo 1000 pg L ™' utilizada para
otimizar as condicbes de pré-concentragdo dos corantes azo) e verde malaquita
(solugdo 1000 ug L ' utilizada para otimizar as condi¢des de pré-concentragdo dos
corantes triariimetano) sobre o dispositivo. As misturas de MeOH/H,0 e ACN/H,O nas
proporcoes de 9:1, 5:1 e 2:1 foram estudadas. O volume, frequéncia de aplicacéo e o
tempo total de adigdo do solvente foram definidos durante os experimentos por meio

de avaliagao visual da quantidade de solvente retida no papel.

2.5. Analise por PS-MS

Ao término da etapa de pré-concentragao evaporativa, as quatro extremidades
triangulares do yPAD foram recortadas de acordo com as linhas tracejadas indicadas
na Figura 4-17. Em seguida foram posicionadas na plataforma PS de forma que o
vértice mais préoximo ao equipamento estivesse a 0,5 cm de distancia da entrada do
MS. Na sequéncia, 2 yL de solugdo do Pl seguidos de 30 yL de MeOH foram
adicionados ao centro do tridngulo e iniciou-se a analise com voltagem de 4,0 kV
aplicada na base do papel.

Solugéo 100 pg mL™" do corante amaranto foi utilizada como Pl para a andlise
dos demais corantes azo. Os espectros dos corantes azo foram adquiridos em modo
de ionizagdo negativo na faixa de m/z 400 a 600. As condi¢des instrumentais utilizadas
foram: temperatura do capilar de 275 °C, potencial aplicado no capilar de -12 V e

potencial das lentes de -86 V.
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Solugdo de violeta de metila 10 ug mL™ foi utilizada como PI para o estudo
dos ftriariimetanos. As condigdes instrumentais utilizadas para analise dos corantes
MG e BG foram: temperatura do capilar de 275 °C, voltagem do capilar de 40 V e
voltagem das lentes de 115 V. Os espectros foram registrados em modo de ionizagao

positivo na faixa de m/z 300 - 500.

Figura 4-17: Representagcdo do dispositivo de papel utilizado nos experimentos. As linhas
tracejadas, em vermelho, indicam a regido de recorte das extremidades triangulares para

analise por PS-MS.

Como critério de comparacgao, analises por PS-MS convencional (sem etapas
de preparo da amostra) também foram realizadas. Para essa etapa, 2 uL da amostra a
ser analisada foram adicionados sobre o centro de um papel cromatografico recortado
em formato triangular. Na sequéncia, 2 yL da solugdo do PI seguidos de 30 pL de
MeOH foram adicionados sobre a amostra e iniciou-se a analise com aplicacdo de
voltagem na base do papel. As condigbes instrumentais utilizadas foram as mesmas

das analises realizadas apds a etapa de pré-concentragao evaporativa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢cdes para desenvolver a etapa de concentragao evaporativa foram
otimizadas em: adicdo de 40 pL de mistura ACN/H,O 9:1 na regido de adicdo de
solvente a cada 30 segundos. O tempo de pré-concentracdo foi de 3 minutos.

Com a finalidade de minimizar possiveis flutuagdes de sinais intrinsecos a
fonte de ionizagado, a intensidade absoluta dos analitos foi avaliada em fungcdo da
intensidade absoluta do Pl. O aumento promovido pela pré-concentracdo na
intensidade dos sinais de interesse foi avaliado através de comparagao com o método
PS-MS convencional.

As Figuras 4-18 e 4-19 apresentam espectros obtidos por PS-MS de solugbes
100 ug L " dos corantes azo: vermelho 2G e amarelo crepusculo, respectivamente. Os
espectros (A) foram obtidos por PS-MS convencional, sem preparo das amostras, e os
espectros (B) foram obtidos via PS-MS apés etapa de pré-concentracdo evaporativa

em dispositivo.

Figura 4-18: Espectros obtidos por (A) PS(-)-MS convencional (sem preparo de amostra) e (B)
PS(-)-MS apoés concentragéo evaporativa de solugdo 100 ug L " de vermelho 2G. O retangulo
em verde destaca o sinal atribuido ao padréo interno, amaranto (m/z 537), e em vermelho o

Sinai atribuido ao analito vermelho 2G (m/z 464).
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Figura 4-19: Espectros obtidos por (A) PS(-)-MS convencional (sem preparo de amostra) e (B)
PS(-)-MS apods concentragdo evaporativa de solugdo 100 ug L 7 de amarelo crepusculo. O
retdngulo em verde destaca o sinal atribuido ao padrdo interno, amaranto (m/z 537), e em

vermelho o sinal atribuido ao analito amarelo crepusculo (m/z 407).
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O sinal m/z 464 observado nos espectros da Figura 4-18 refere-se a molécula
do vermelho 2G ionizada na forma de [M - 2Na* + H'] e o m/z 537 ¢ atribuido ao P,
amaranto, ionizado na forma de [M - 3Na* + 2H"]. Comparando os espectros (A) e (B)
da Figura 4-18 observa-se em (B) o aumento dos sinais de m/z 592 e 557, de
composi¢cdes nao identificadas. Embora seja visualizada redugdo na intensidade
relativa do sinal do analito (m/z 464) apds a etapa de pré-concentracdo, o mesmo
fendmeno também é observado para o sinal do Pl (m/z 537). Diferentemente do
observado em (A), em (B) o sinal referente ao analito € mais intenso que o PI. A
evaporagao concentrativa em yPAD promoveu aumento de 2,7 vezes na intensidade
do sinal referente ao corante vermelho 2G no espectro de massas.

Observa-se no espectro obtido por PS-MS para o corante amarelo crepusculo
apo6s a concentragao evaporativa (Figura 4-19 B) redugao de sinais de fundo, quando

comparados com o espectro obtido sem etapas de preparo da amostra (Figura 4-19
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A). Além disso, ha aumento de 1,5 vezes na intensidade do sinal de m/z 407 referente
ao amarelo crepusculo, ionizado na forma [M - 2Na* + H'].

No que se refere ao estudo dos corantes triariimetanos MG e BG, as Figura 4-
20 e 4-21 apresentam espectros obtidos por PS-MS da agua canalizada dopada com
100 ug L™" e 1000 pg L™, respectivamente. Os espectros (A) foram obtidos por PS-MS
convencional, sem preparo das amostras, e os espectros (B) foram obtidos por PS-MS
apos etapa de pré-concentragao evaporativa em dispositivo de papel. O ion m/z 372

refere-se ao padrao interno, violeta de metila, o m/z 329 ao MG e o m/z 385 ao BG.

Figura 4-20: Espectros obtidos por (A) PS(-)-MS convencional (sem preparo de amostra) e (B)
PS(-)-MS ap6s concentragéo evaporativa de agua canalizada dopada com 100 ug L T de MG e
BG. O retédngulo em verde destaca o sinal atribuido ao padréo interno, violeta de metila (m/z

372), e em vermelho os sinais atribuidos aos analitos MG (m/z 329) e BG (m/z 385).
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Figura 4-21: Espectros obtidos por (A) PS(+)-MS convencional (sem preparo de amostra) e (B)
PS(+)-MS apds concentragdo evaporativa de agua canalizada dopada com 1000 ug L 7 de MG
e BG. O retdngulo em verde destaca o sinal atribuido ao padréo interno, violeta de metila (m/z

372), e em vermelho os sinais atribuidos aos analitos MG (m/z 329) e BG (m/z 385).
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Observa-se no espectro obtido por PS-MS convencional para a concentracao
de 100 pg L " dos analitos (Figura 4-20 A) que os sinais atribuidos aos analitos, m/z
329 e 385, estdo na mesma intensidade dos sinais de fundo. Em contraste, ha
aumento na intensidade desses ions no espectro PS-MS apés realizar a extragao pré
concentrativa (Figura 4-20 B).

O espectro PS-MS obtido para a pré-concentracdo de 1000 pg L ™ dos
analitos (Figura 4-21 B), quando comparado com o PS-MS convencional (Figura 4-21
A), indica aumentos nas intensidades dos sinais referentes aos analitos e também de
ions da matriz da amostra. Como exemplo, pode-se destacar o ion de m/z 425, de
composic¢ao nao identificada, que teve sua intensidade relativa aumentada de 20% na
Figura 4-22 A para 90% na Figura 4-22 B.
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A pré-concentragao evaporativa em yPAD promoveu aumentos de 7,8 e 3,0
vezes na intensidade do sinal do MG no espectro de massas para as concentragoes
de 100 e 1000 pyg L ', respectivamente. Sob as mesmas condigdes, foram obtidos
aumentos de 12,0 e 4,2 vezes na intensidade do sinal do corante BG para as
concentracdes de 100 e 1000 pg L ', respectivamente. Os maiores valores de
enriquecimentos foram obtidos para as concentragdes de 100 pg L ', provavelmente,
em virtude de que neste caso a concentracdo dos analitos encontra-se préoxima ao

limite de detec¢ao do método PS-MS convencional.
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4. CONCLUSAO

O formato do dispositivo em estrela mostrou-se ideal para realizar a pré-
concentracao dos analitos diretamente no substrato da ionizagdo por PS. Além disso,
o dispositivo em papel proporcionou vantagens tais como facilidade de fabricacéo,
manuseio e descarte, baixo custo e analises rapidas.

O preparo de amostra por concentracdo evaporativa em uPAD promoveu
significativo enriquecimento dos sinais dos corantes azo e dos triariimetanos
estudados. Quando comparado com espectros obtidos por PS-MS convencional (sem
pré-concentragdo do analito), aumentos de 1,5 a 2,7 vezes foram obtidos para os
sinais dos corantes azo. Ainda, enriquecimentos de 7,8 e 12,0 foram obtidos para os
sinais dos corantes MG e BG (100 pg L "' em agua canalizada), respectivamente.
Entretanto, deve-se destacar que os resultados apresentados nesta abordagem sao
preliminares. Estudos mais aprofundados serdo realizados a fim de avaliar os
parametros analiticos: reprodutibilidade, faixa de trabalho e os limites de deteccao e
quantificacdo. Além disso, o desempenho do método proposto sera avaliado para

deteccgao de corantes azo em amostras de alimentos comerciais.
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Capitulo 5 USO DO POLIDIMETILSILOXANO (PDMS) IMOBILIZADO
EM PAPEL CROMATOGRAFICO PARA PREPARO DE AMOSTRA POR
HEADSPACE E ANALISE POR PS-MS APLICADO NA ANALISE DE
BEBIDAS

1. MICROEXTRAGCAO EM FASE SOLIDA

Movidos pela busca por uma técnica de preparo de amostra rapida e com baixo
consumo de solvente, Arthur e Pawliszyn propuseram, em 1990, a Microextracdo em
Fase Sodlida (SPME, do inglés Solid Phase Micro Extration). A técnica, que extrai os
analitos da amostra por meio de um filme polimérico sobre uma haste de silica
fundida, tem como principais vantagens: clean-up da matriz amostral e pré-
concentracdo do analito em apenas uma etapa; extracbes rapidas e reducdo
significativa do uso de solventes organicos. Além disso, a SPME pode ser aplicada
para concentrar analitos volateis e n&o volateis de amostras gasosas, liquidas e
sélidas [179-182].

Na SPME, uma haste de silica fundida recoberta com filme polimérico é
colocada em contato com a amostra por tempo determinado. Quando o tempo de
equilibrio entre o analito e o revestimento da fibra é atingido ndo ha maior acumulo de
analitos no polimero [182]. A extracdo pode ser realizada de forma direta ou por
headspace. Na extracao direta, a fibra é inserida diretamente na amostra e os analitos
migram para o revestimento. No modo de headspace, os analitos sao transferidos da
amostra para a fase gasosa, e em seguida, para o recobrimento da fibra. Nesse
ultimo, a fibra é mais preservada que na extragao direta, uma vez que nao tem contato
direto com a matriz da amostra. A localizacdo da fibra no sistema headspace néao
interfere na eficiéncia da extracdo, pois o analito entra em equilibrio com a fase
gasosa do sistema. No entanto, a eficiéncia da extragao é limitada pela taxa de
transferéncia do analito da amostra para a fase gasosa [179-182].

O processo de extragéo é realizado em duas etapas: adsorg¢ao, quando a fibra
€ exposta na amostra ou no headspace para adsorver o analito; e dessorgédo, quando
o analito € removido do adsorvente para posterior analise. O uso mais comum da
SPME é como preparo de amostras para analise por cromatografia gasosa (GC), na
qual a dessorgao dos analitos ocorre de forma térmica no injetor do equipamento. Para
aplicagbes em cromatografia liquida (LC) ou injegdo direta no espectrdmetro de
massas, os analitos precisam ser dessorvidos por meio de um solvente, ou mistura de

solventes, que tenham alta afinidade com o analito [179,180].
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A eficiéncia do processo de extracdo € dependente da constante de
distribuicdo. Quanto maior o volume do revestimento da fibra, maior a quantidade de
analito extraida da amostra (Equacdo 5.1). Em contrapartida, quanto maior a
espessura do revestimento, maior o tempo necessario para se atingir o equilibrio
(Equacéo 5.2) [179,182].

n = K¢ Vs C, Equacéo 5.1

t, = tgs%% Equacgédo 5.2
Em que:
n: numero de mols extraido
K¢, constante de distribuicdo da amostra no recobrimento da fibra

V¢: volume do recobrimento da fibra

C,: concentracgéo inicial do analito na amostra

te : tempo de equilibrio

tos, : tempo em que 95% do equilibrio é atingido
a-b : espessura do material sorvente

D;: difusao do analito no sorvente

Os principais fatores que influenciam a eficiéncia da extracao por headspace
sdo: (i) temperatura, pois o processo é dependente da pressado de vapor dos analitos.
Temperaturas altas reduzem significativamente o tempo de extragdo, no entanto,
diminuem o coeficiente de particido da fibra e, consequentemente, diminuem a
quantidade de analito extraido quando o equilibrio é alcangado. (ii)) Tempo, é
necessario otimiza-lo para que o equilibrio entre o revestimento e o analito seja
atingido. Além disso, o controle do tempo € necessario para garantir a
reprodutibilidade da extracgdo. (iii) Tipo de recobrimento da fibra, pois os polimeros
podem ser bastante seletivos a alguns analitos ou a uma polaridade especifica
[179,182,184,185].

O polidimetilsiloxano (PDMS), um polimero apolar (Figura 5-1) com alta
eficiéncia para extrair analitos apolares, € um recobrimento comumente utilizado em
SPME. Quando as condigdes de extragdo sao otimizadas, tais como pH, concentragao
salina e temperatura, ele pode ser utilizado também para extrair analitos polares. Sua
grande popularidade como polimero de recobrimento se da por ser inerte e estavel a
altas temperaturas. Além disso, a sintese do PDMS é um processo bem consolidado,

simples e reprodutivel [179,183,184].
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Figura 5-1: Estrutura do polidimetilsiloxano (PDMS).
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Na aplicacdo apresentada neste capitulo, papel cromatogréafico revestido com
PDMS foi utilizado como adsorvente em um sistema headspace e, em seguida,
analisado por PS-MS. O método foi chamado de HS-PDMS-PS-MS: analise por PS-
MS associada a extracao por headspace. Como critério de comparacao, analise por
PS-MS associada a extracao por headspace com adsorcao por papel cromatografico
livre também foi desenvolvida (HS-PS-MS).
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2. BEBIDAS ALCOOLICAS

21. Cachaga

O DECRETO N° 6.871, DE 4 DE JUNHO DE 2009 [186] classifica a cachaca
como:

Denominagao tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no
Brasil, com graduagéo alcodlica de trinta e oito a quarenta e oito por
cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela destilagdo do
mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar com caracteristicas
sensoriais peculiares [186].

Estimativas realizadas no ano de 2019 apontam a cachaga como a segunda
bebida alcodlica mais consumida no Brasil, atras apenas da cerveja, com consumo
aproximado de 11,5 litros por ano por habitante [187]. Estima-se que a cadeia
produtiva da bebida movimentou em 2018 no pais R$ 7,5 bilhdes, com US$ 14
milhdes em exportacdes e geracao de 600 mil empregos formais [188]. Além disso, as
projecdes para 2017-2022 apontam expectativas de crescimento de 5% no mercado
da bebida [189].

O processo de producido da cachaca pode ser dividido em cinco etapas, de
acordo com o diagrama da Figura 5-2 [189]: moagem, fermentagdo, destilacao,
armazenamento e envelhecimento. A moagem € o processo em que o caldo da cana é
extraido, o liquido obtido nessa etapa é chamado mosto. Na sequéncia, ocorre a
fermentacdo do mosto por leveduras [189]. Nessa etapa, diversos metabdlitos
organicos volateis com diferentes polaridades sao formados, os quais influenciam
diretamente o aroma, sabor e a qualidade da cachaga [190]. O produto obtido ao fim
da etapa de fermentagdo, denominado vinho volante, € em seguida destilado. A
cabecga, primeira fragdo da destilagdo, é composta majoritariamente por substancias
com baixo ponto de ebuligdo, algumas delas apresentam elevadas toxicidades e/ou
podem comprometer o sabor da cachaga, como exemplo: acetaldeido, metanol e
acetato de etila [189,191]. O coragado, segunda fragdo da destilagdo, € a cachaca
prépria para o consumo. Agua e alcodis como etanol, propanol, butanol e isobutanol
sdo as principais substancias que compdem a fragao [191]. Por fim, a terceira e ultima
fracdo, denominada cauda, é composta por substancias poucos volateis de sabor forte
e gosto amargo, algumas delas apresentam elevadas toxicidades [191]. A cabeca e a

cauda sao descartadas ou, em alguns casos, recicladas para outros fins [189].
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Figura 5-2: Diagrama das etapas de produg¢éo da cachaca

5.
1. Moagem - obtencéo 2. Fermentagéo I Envelhecimento
do caldo de cana do mosto 3. Destilagao 4. Armazenamento (opcional) e
envase

Apods a destilagao, a cachaca pode ser diretamente envasa e disponibilizada
para o consumo ou passar por processo de envelhecimento. No primeiro caso, o
produto final apresenta coloracao incolor e, por isso, € associada, de acordo com o
MAPA, as expressdes prata, classica ou tradicional [189]. No segundo caso, a bebida
€ armazenada em recipiente de madeira apropriado por um periodo nao inferior a um
ano. O contato com a madeira leva a uma coloracdo amarelada, a qual € denominada
cachacga envelhecida [189].

Na etapa de envelhecimento, o contato da cachagca com a madeira favorece a
extragdo e a formacao de uma grande variedade de compostos, os quais influenciam
diretamente nas caracteristicas sensoriais da bebida [192,193]. Como exemplo,
flavonoides sdo extraidos diretamente da madeira, enquanto que a lignina da madeira
em ambiente acido, como a cachaga, leva a formagao de aldeidos aromaticos e acidos
fendlicos. Ainda, diversos compostos aromaticos, como quinonas, aldeidos e metil
cetonas sao produzidos nessa fase. Com o tempo de envelhecimento, algumas
moléculas evaporam, outras degradam e, dessa forma, a cachaga tende a adquirir
sabor mais suave [194-196].

O perfil quimico e as caracteristicas organolépticas de cor, odor e gosto da
cachaca envelhecida estao diretamente relacionados a espécie da madeira. Além do
carvalho europeu, madeiras como amburana, jatoba, jequitiba e ipé também s&o
comumente utilizadas em tonéis [197, 198].

A literatura aponta a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas como a principal técnica de analise para identificacdo de substancias volateis
em bebidas fermentadas e/ou destiladas, tais como cachaga [199], conhaque [200],
vinho [201,202], cerveja [190] e rum [203].

No que se refere a analise de bebidas fermentadas e/ou destiladas, a
espectrometria de massas com ionizagao por paper spray (PS-MS) foi utilizada
principalmente em analises de cunho forense, para identificar falsificagdes em cervejas
[204], whiskies [205,206] e identificacao de pesticidas e fungicidas em vinhos [207].
Todos os trabalhos envolvem a inje¢do das bebidas no espectrébmetro de massas sem

etapas de preparo amostral. Como as matrizes dessas amostras contém altas
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concentragoes de agucares e sais, 0s espectros de massas obtidos apresentam sinais
atribuidos majoritariamente a carboidratos na forma de adutos [204].

Com a finalidade de detectar os perfis de volateis gerados durante as etapas
de producado da cachaga, neste capitulo da tese a extragao por headspace associada
a PS-MS foi aplicada na analise do: mosto; vinho volante; os trés produtos da
destilacao (cabeca, coragéo e calda); cachaga armazenada em barril de carvalho por

trés meses e por dois anos e meio.
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2.2. Cerveja

A cerveja é a bebida alcodlica produzida a partir da fermentacdo de agucares
provenientes do malte de cevada com a adi¢do de lupulo [208]. Atras apenas da agua
e do cha, é considerada a bebida mais popular do mundo [208]. Os paises que se
destacam como os maiores produtores de cerveja sdo China, Estados Unidos e Brasil
[204].

Os ingredientes utilizados na produgao sao basicamente agua, malte, lipulo e
fermento [208]. A qualidade dos ingredientes e o processo de producao utilizado
afetam as caracteristicas e o tipo da cerveja [204]. Durante a maltagem, os
polissacarideos provenientes dos cereais (malte, milho e até mesmo arroz podem ser
utilizados) sao hidrolisados em acucares [204,208,209]. Quando a etapa de
fermentacdo é realizada em baixas temperaturas (9°C a 13°C) s&o produzidas
cervejas do tipo lager, o tipo mais comercializado no Brasil [204]. Quando a
fermentagdo ocorre em altas temperaturas (18°C a 24°C) sdo produzidas cervejas tipo
ale. Ao fim do processo de produgado, o produto apresenta composicdo altamente
complexa, contendo sais inorganicos, agucares e diversos compostos organicos.
Estima-se a presenca de mais de 800 substancias distintas em sua formulagao [209].

Em relagcdo aos cereais utilizados na bebida, o MAPA regulamenta que as
matérias-primas que substituem parcialmente o malte ou o extrato de malte na
elaboragdo da cerveja (arroz e milho, por exemplo) nao ultrapassem 45% do volume
de malte [210].

Nos ultimos anos tem-se observado no mercado brasileiro aumento na
variedade de “Cerveja Puro Malte” ou “Cerveja 100% Malte”, denominagdes dadas a
bebidas que tem o malte de cevada como fonte exclusiva de acucares [210]. Um
estudo da consultoria Kantar, especializada em painéis de consumo, indicou que no
ano de 2018 as cervejas puro malte registraram crescimento de 81% em litros
vendidos, enquanto cervejas que sdo produzidas com qualquer tipo de adjunto
registraram 2% de aumento para o mesmo periodo [211].

A literatura apresenta o uso de diversas técnicas analiticas para caracterizagao
de tipos e marcas de cervejas, tais como ESI-MS [209], GC-MS [212, 213], GC-FID
[214], LC-MS [215], ICP-MS [216], RMN [217].

Pereira e colaboradores utilizaram a espectrometria de massas com ionizagao
por paper spray para diferenciacdo das marcas de cervejas lager mais
comercializadas no Brasil, visando a identificacdo de adulteragcbes [204]. No referido
trabalho, ndo foram utilizadas técnicas de preparos de amostras. Os espectros das

amostras estudadas foram caracterizados predominantemente por sinais de
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carboidratos na forma de adutos e classificados por tratamento quimiométrico [204]. A
literatura ndo descreve trabalhos que utilizaram a PS-MS para caracterizar os
componentes volateis da bebida.

O crescimento do consumo de cervejas puro malte exigem novos meétodos que
discriminem esses tipos cervejas e que atestem ao consumidor a qualidade do
produto. Neste trabalho, a extracdo por headspace associada a PS-MS foi utilizada
para identificagdo de perfis de volateis de cervejas tradicionais brasileiras do tipo lager,

puro malte e também produzidas com adjuntos cervejeiros.
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3. MATERIAIS E METODO
3.1. Amostras e reagentes

Cachagas: volumes de 50 mL de mosto, vinho volante, cabeca, coragao,
calda, cachaca armazenada em barril de carvalho por trés meses e cachaca
envelhecida também em barril de carvalho por dois anos e meio foram obtidas na
cachagaria Dose Mineira, localizada na zona rural de Sdo Domingos do Prata, Minas
Gerais.

Cervejas do tipo lager das marcas Brahma (Ambev), Kaiser (Heineken), Krug
20 (Krug), Skol (Ambev) e Skol Puro Malte (Ambev) foram adquiridas em comércios
locais da cidade de Belo Horizonte.

Metanol grau HPLC J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA), hexano para analise
Synth (Sdo Paulo, SP, BR) e cloreto de sédio Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
foram utilizados nos experimentos.

Silicone e agente de cura Kit Sylgard® 184 da Dow Inc. (Midland, MI, USA)

foram utilizados para sintetizar o polimero PDMS.

3.2. Materiais

Papel cromatografico Whatman modelo n°® 1 (GE Healthcare UK Limited, Little
Chalfont, Buckinghamshire, ENG) recortado em formato triangular, com base e altura
de 1,0 cm, foi utilizado como substrato para a ionizagao por paper spray.

Carimbos em formatos triangular e circular foram utilizados para transferir o
PDMS para o papel cromatografico.

Esponja de poliuretano.

3.3. Instrumentacgao

Um espectrébmetro de massas modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific, San
Jose, CA, EUA) com fonte de ionizagao por paper spray e analisador do tipo armadilha
de ions foi utilizado neste trabalho. O software Thermo Scientific Xcalibur foi utilizado

no controle e aquisi¢ao de dados.
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3.4. Extragao por headspace

Silicone (pré-polimero) e agente de cura foram misturados em uma proporgao
de 10:1 m/m. Para facilitar a aplicagdo da mistura sobre o papel, adicionou-se hexano
numa proporgéo de 1,5:10 m/m [218]. A solugdo foi entdo colocada em uma esponja
de poliuretano (Figura 5-3). Carimbos convencionais foram utilizados para transferir
uma camada do polimero da esponja para o tridngulo de papel cromatografico, de
acordo com a representagdo na Figura 5-3. Apds receber o polimero, o papel foi
colocado em uma estufa por 35 minutos a 70 °C. A proporcao da mistura de silicone e
agente de cura, o tempo e a temperatura de cura do polimero seguiram as instrugées

de uso contidas no manual do produto.

Figura 5-3: Representacdo esquematica da imobilizagdo do PDMS no papel cromatografico.
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cromatografico

A aplicagao do polimero sobre o papel foi avaliada em duas configuragdes: (i)
triangular (base e altura de 0,7 cm), com o polimero cobrindo a maior parte do papel, e
(ii) circular (diametro 0,4 cm), cobrindo o centro do papel (ilustracdo 2 da Figura 5-3).
Além disso, diferentes posi¢cdes de transferéncia do polimero sobre o tridngulo de
papel foram avaliadas: mais préximo e mais afastado do vértice no qual € formado o
spray da ionizagao por PS.

Um volume de 1 mL da amostra foi adicionado em um frasco de vidro de 10
mL, seguido da adicdo de massa otimizada em 100 mg de NaCl. As massas de 100,
200 e 300 mg foram avaliadas. Um furo na tampa de borracha do frasco, feito

utilizando uma seringa, serviu de suporte para um clipe metalico na parte interna do
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frasco. Esse clipe foi responsavel pela sustentacdo de seis tridangulos de papéis
cromatograficos: trés recobertos com PDMS e trés néo recobertos (livres), cada um
suportado por um pequeno clipe individual (Figura 5-4). Em seguida, o frasco foi
lacrado com um lacre de aluminio rasgavel e colocado em estufa por tempo e
temperatura otimizados (10 minutos a 50°C). O aquecimento do sistema foi avaliado

por 10, 20 e 30 minutos nas temperaturas de 50 e 60°C.

Figura 5-4: Materiais utilizados para montar o sistema de extragdo por headspace.

Papel cromatografico
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Amostra

Os valores avaliados para os parametros tempo, temperatura de aquecimento
do sistema e massa adicionada de NaCl foram estipulados de acordo com trabalhos

descritos na literatura [190,219].
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3.5. Anadlise instrumental por PS-MS
3.5.1.  PS-MS com extragdo por headspace

Os triangulos de papel retirados do sistema headspace foram posicionados
na plataforma paper spray de forma que o vértice mais proximo ao equipamento
estivesse a 0,5 cm de distancia da entrada do MS. Solventes, selecionados por
otimizagdo, em volumes de 10 pyL de hexano seguidos de 30 pL de MeOH/H,O 10:1
foram aplicados sobre o substrato e iniciou-se a analise com aplicagdo de 4,0 kV na
base do papel para o0 modo positivo e 3,5 kV para o modo negativo. Os espectros
foram registrados por 24 segundos.

Os espectros das amostras obtidas durante o processo de producgdo da
cachaca foram adquiridos na faixa de m/z 50 — 400. Os espectros das amostras de
cachacgas envelhecidas foram registrados na faixa de m/z 50 — 250. Os espectros das
cervejas foram registrados na faixa de m/z 100 — 300.

As condigdes instrumentais utilizadas para o modo positivo foram:
temperatura do capilar de 275 °C, voltagem do capilar de 40 V e voltagem das lentes
de 115 V. Para o modo negativo foram utilizadas: temperatura do capilar de 275 °C,

voltagem do capilar de -12 V e voltagem das lentes de -86 V.

3.5.2.  PS-MS convencional (sem extragéo)

Papel cromatografico recortado em formato triangular foi posicionado na
plataforma paper spray de forma que o vértice mais préximo ao equipamento estivesse
a 0,5 cm de distancia da entrada do MS. 5 L da amostra foram adicionados ao centro
do papel e, em seguida, 10 yL de hexano seguidos de 30 yL de MeOH/H,O 10:1 v/v
foram aplicados sobre a amostra. Os parametros instrumentais utilizados na analise
foram os mesmos para as amostras submetidas ao preparo de amostra por

headspace, descritos no item 3.5.1.

104



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
41. Otimizagcao das condigdes experimentais

A cachaca prata foi a amostra utilizada para o estudo de otimizacdo das
condigbes experimentais.

Os espectros obtidos por PS-MS dos compostos da cachaga sorvidos por
PDMS imobilizado nos formatos circular e triangular indicaram maiores intensidades
dos sinais para maior area do polimero. Por isso, o formato triangular foi utilizado nos
experimentos posteriores. Em relagcdo a posicdo do polimero no papel, a condicdo
ideal foi aplicar o polimero préximo a base do tridngulo, mantendo o vértice mais
proximo ao espectrémetro de massas livre. O PDMS é um material pouco condutor e,
por isso, quando foi aplicado no vértice mais proximo ao MS, impediu a formacao do
spray, inviabilizando a analise.

Na sequéncia, avaliou-se a composi¢cao do solvente utilizado para gerar o
spray da ionizacao por PS. O metanol, comumente utilizado na ionizacédo por PS, foi
fortemente repelido pelo PDMS (material hidrofébico), formando uma gota suspensa
do solvente sobre o filme polimérico. Voltagens de 3,5; 4,0; e 4,5 kV aplicadas na base
do papel ndo foram suficientes para promover o deslocamento da gota em direcao a
entrada do espectrémetro de massas. O mesmo foi observado quando se testou uma
mistura MeOH/H,O nas proporcbes 10:1 e 2:1 v/v e também acetonitrila. Para
promover a eluicao do solvente foi preciso, inicialmente, aplicar um solvente apolar (10
ML de hexano) sobre o filme polimérico. A interagdo entre o solvente apolar e o
polimero favoreceu a dessorcao e a eluicdo dos analitos. Na sequéncia, aplicou-se um
solvente polar prético (30 uL de MeOH/H,0 10:1 % v/v) para promover a ionizagao.

A Figura 5-5 apresenta espectros obtidos por HS-PDMS-PS-MS (no modo de
ionizagcdo negativo) da cachacga prata para o estudo da massa de NaCl adicionada a
amostra. As condicdes utilizadas para a extragao por headspace foram: aquecimento a
50°C por 10 minutos com adi¢cao de (A) 100, (B) 200 e (C) 300 mg de NaCl. Nao ha
diferengas significativas nos perfis espectrais obtidos. Os ions de m/z 255 e m/z 283,
com elevadas intensidades em (C), sdo visualizados em elevadas intensidades nos
espectros do papel cromatografico (branco), indicando que esses sinais
provavelmente ndo sao atribuidos a substancias da amostra. O sinal de m/z 59,
observado nos trés espectros, é apresentado na literatura como sendo a molécula de
acido acético (féormula CH;COOH e massa molar de 60 g mol') na forma
desprotonada [220], um importante indicador do teor de acidez das cachagas. O
espectro (A) apresenta sinais de moléculas da amostra mais intensos do que os sinais

do branco. Além disso, durante o preparo das amostras observou-se que as massas
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de 200 mg e 300 mg do sal nao solubilizaram completamente na cachacga, gerando
uma solucdo saturada com presenca de precipitado. Diante disso, a massa de NaCl

adicionada a amostra foi otimizada em 100 mg.

Figura 5-5: Espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS da cachacga prata com A) 100 mg, B)
200 mg e C) 300 mg de NaCl. Condigées de extragdo por headspace: aquecimento a 50°C por
10 minutos.
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Em seguida, a temperatura de aquecimento do sistema de extracdo por
headspace foi avaliada em 50 °C e 60 °C por 10, 20 e 30 minutos. Nos sistemas
aquecidos por 30 minutos houve a formagao de vapor de agua em abundancia. Nesta
situacdo, a elevada umidade gerada dentro do frasco encharcou o papel (adsorvente)
e inviabilizou a sor¢do dos analitos volateis. Portanto, apenas os espectros obtidos
apos extracgoes por 10 e 20 minutos foram avaliados.

Os perfis espectrais obtidos para os tempos de 10 e 20 minutos a 50 °C e
60 °C nao apresentaram diferengas significativas. Por conseguinte, as condigdes
6timas para a etapa de extragao por headspace foram: adigdo de 100 mg de NaCl a

amostra seguido de aquecimento do sistema a 50 °C por 10 minutos.

106



A Figura 5-6 apresenta espectros HS-PDMS-PS-MS da cachaga prata nos
modos de ionizagdo (A) positivo e (B) negativo. O espectro (A) é caracterizado por
sinais de fundo em altas intensidades. Os sinais mais intensos, de m/z 279, 301 e 369,
sdo atribuidos de acordo com o espectro do PDMS imobilizado em papel (utilizando 10
ML de hexano + 30 pyL metanol como solvente da PS) a possiveis substancias dos
solventes e/ou do polimero. Em contraste, o espectro obtido em modo negativo
apresenta perfil espectral limpo e sinais estaveis. Os sinais mais intensos do espectro,
como discutido adiante, sdo atribuidos a amostra. Portanto, o modo de ionizacao
negativo foi utilizado nas analises das cachagas e das amostras obtidas durante o seu

processo de producéo.

Figura 5-6: Espectros da cachaga prata obtidos por HS-PDMS-PS(+)-MS em modo de
ionizagdo A) positivo e B) negativo.
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A)

B)

C)

D)

E)

4.2,

Caracterizagao das fragoes geradas pelo processo de producgao da
cachacga

A Figura 5-7 apresenta espectros obtidos por PS-MS convencional, ou seja,

sem etapas de preparos de amostras, em modo negativo, das amostras (A) mosto, (B)

vinho volante, (C) cabecga, (D) cachaca prata e (E) cauda.

Figura 5-7: Espectros PS(-)-MS obtidos em modo negativo para as diferentes fragbes da etapa
de produgéo da cachaga: A) mosto, B) vinho volante, C) cabega, D) cachaga prata e E) cauda.
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O espectro do mosto (Figura 5-7 A) é caracterizado predominantemente por

sinais de carboidratos. O sinal de m/z 377, o mais intenso do espectro, sugere a

108



formacdo de aduto de cloro da maltose [M + **CI]” enquanto que o de m/z 379, com
aproximadamente 1/3 de sua intensidade, refere-se ao isotopdlogo [M + ¥'CI]". O ion
de m/z 341 também ¢ atribuido a molécula de maltose, porém, na forma desprotonada
[M - H]". Os sinais de m/z 179 e m/z 215 sugerem a molécula de glicose sob a forma
desprotonada e de aduto de cloro, respectivamente. Por outro lado, a auséncia dos
sinais atribuidos a molécula maltose no espectro do vinho volante (B) indica o
completo consumo desses acucares pelas leveduras durante a fermentacao.

De maneira geral, os espectros apresentados na Figura 5-7 do vinho volante
(B), cabeca (C) e cachaca (D) apresentam perfis espectrais similares, com maior
densidade de sinais abaixo de m/z 300. Em contraste, o espectro da fragdo cauda, (E),
apresenta aspecto “limpo”. Acredita-se que a presenca de poucos sinais no espectro
da cauda é consequéncia da alta viscosidade da amostra. Amostras com elevada
tensao superficial tendem a gerar sprays com poucas goticulas e, consequentemente,
apresentam espectros de massas com poucos ou, até mesmo, ausente de sinais.

O ion de m/z 255 presente em todos os espectros da Figura 5-7 é
relacionado, de acordo com o espectro do papel cromatografico (utilizando 10 uL de
hexano + 30 yL metanol como solvente da PS), a alguma substancia presente nos
solventes ou no papel.

Os ions de m/z 59, observado em (B), (C) e (D), m/z89 em (A) (B) e (C), m/z
115 em (C) e (D), m/z 143 em (B), (C), (D) e (E), m/z 171 em (D) e (E) e m/z 199
também em (D) e (E) sdo descritos na literatura como sendo os 4cidos carboxilicos

apresentados na Tabela 5-1.

Tabela 5-1: Atribuicbes dos sinais m/z identificados nos espectros obtidos por PS(-)-MS.

m/z Atribuicéao Referéncia

59  Acido acético [220]

89  Acido latico [221]
Acido oxalico

115  Acido fumarico [222]

Acido hexandico

Acido maleico
143 Acido octanodico [191]
171 Acido decandico [191]
199  Acido dodecandico [191]

A Figura 5-8 apresenta espectros obtidos por HS-PS-MS (ou seja, apos

preparo de amostra por headspace com adsorgao por papel cromatografico livre) em
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A)

B)

C)

D)

E)

modo negativo das amostras de (A) mosto, (B) vinho volante, (C) cabega, (D) cachaga

prata e (E) cauda. Os sinais de agucares observados no espectro PS-MS convencional

do mosto, em altas intensidades, ndo sao visualizados no espectro da amostra apds

extragdo por headspace, Figura 5-8 A.

Figura 5-8: Espectros obtidos por HS-PS(-)-MS em modo negativo das amostras A) mosto, B)
vinho volante, C) cabeca, D) cachaca prata e E) cauda.
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Observa-se alta similaridade entre os perfis espectrais do mosto (A), vinho

volante (B), cachaca prata (D) e cauda (E). Os referidos espectros apresentam alta

densidade de sinais na faixa de massas menor que m/z 200. Em contraste, o espectro

da fragao cabeca (C) apresenta perfil espectral distinto das demais amostras.
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A extragdo por headspace promoveu significativo aumento na quantidade e
intensidade dos sinais do espectro da cauda (E), quando comparado com o espectro
obtido por PS-MS convencional da mesma amostra.

A Figura 5-9 apresenta espectros obtidos por HS-PDMS-PS-MS das amostras
(A) mosto, (B) vinho volante, (C) cabega, (D) cachaca prata e (E) cauda. Ha
similaridade entre os perfis espectrais das amostras. Destacam-se nos espetros os
sinais de m/z 59 (o mais intenso dos espectros), 89, 115, 143, 161 e 199, os quais
também foram observados nos espectros adquiridos apds sorcdo dos analitos por
papel cromatografico livre (apresentados anteriormente). As atribuicdes dos ions

descritos na literatura sdo apresentadas na Tabela 5-1.
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A)

B)

C)

D)

E)

Figura 5-9: Espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS em modo negativo das amostras A)
mosto, B) vinho volante, C) cabeca, D) cachaca prata e E) cauda.
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O preparo de amostras por headspace promoveu, de certa forma, a reducao
de efeitos de supressao iGnica através de clean-up amostral e pré-concentragao de
substancias volateis. Além disso, possibilitou a analise por PS-MS de amostras de alta
viscosidade, como a fragdo cauda. Sinais de altas intensidades observados nos
espectros adquiridos apds preparo de amostra por headspace foram atribuidos a
analitos volateis, principalmente acidos carboxilicos. Contudo, provavelmente devido a
seletividade dos adsorventes (papel cromatografico livre e impregnado em PDMS), os
espectros obtidos por PS-MS apds extragao por headspace nao possibilitaram indicar

os produtos do processo de produgao da cachaca.
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4.3. Caracterizagao do envelhecimento de cachaga em barril de
carvalho

Nesta etapa do trabalho, os métodos PS-MS convencional, HS-PS-MS e HS-
PDMS-PS-MS foram aplicados na caracterizacdo do processo de envelhecimento de
cachacas em barril de carvalho. Para tal, cachagas armazenadas em barril de carvalho
por trés meses e por dois anos e meio foram analisadas. Além disso, a cachaga prata
foi utilizada como referéncia de amostra ndo envelhecida.

Preliminarmente aos estudos por headspace, realizou-se analises por PS-MS
convencional, sem etapas de preparo das amostras. Nestes experimentos, a faixa de
trabalho foi reduzida para m/z 50-250, visto que os espectros de massas obtidos nao
indicaram a presenca de sinais significativos maiores que 250 m/z.

A Figura 5-10 apresenta os espectros das amostras (A) cachaca prata, (B)
cachaca armazenada em barril de carvalho por trés meses e (C) por dois anos e meio.
Destacam-se os sinais de m/z 59, 60, 115, 143, 157 e 249, os quais também foram
visualizados nos espectros dos estudos anteriores referentes a amostras obtidas
durante a producdo da cachaca. Porém, devido a similaridade entre os perfis
espectrais das amostras, ndo é possivel identificar nos espectros da Figura 5-10

marcadores do envelhecimento da cachaga em barril de madeira.
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Figura 5-10: Espectros obtidos por PS(-)-MS convencional em modo negativo das amostras A)
cachaga prata, B) cachaga armazenada em barril de carvalho por trés meses e C) cachaca

envelhecida em barril de carvalho por dois anos e meio.
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Em seguida, as amostras foram analisadas por HS-PS-MS. A Figura 5-11

apresenta os espectros da (A) cachaca prata, (B) cachaca armazenada em barril de

carvalho por trés meses e (C) por dois anos e meio. Observam-se similaridades entre

os perfis espectrais de (A) e (B). Por outro lado, o espectro (C) pode ser diferenciado

pela maior densidade de ion na faixa de m/z 70 — 150 e por apresentar sinais com

maiores intensidades. Como exemplo, podem-se citar os ions de m/z 62 nao

observado em (A) e (B), mas com intensidade relativa de 80% em (C), e de m/z 115
com intensidade de cerca de 30% em (A) e (B) e 80% em (C).
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Figura 5-11: Espectros obtidos por HS-PS(-)-MS em modo negativo das amostras A) cachaca
prata, B) cachaga armazenada em barril de carvalho por trés meses e C) cachacga envelhecida
em barril de carvalho por dois anos e meio.
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Em sequéncia, as amostras foram analisadas por HS-PDMS-PS-MS. A Figura
5-12 apresenta os espectros da (A) cachacga prata, (B) cachaga armazenada em barril
de carvalho por trés meses e (C) por dois anos e meio. Observam-se perfis espectrais
distintos para cada amostra estudada. Os espectros (B) e (C), referentes as amostras
que tiveram contato com a madeira, apresentam sinais significativamente mais

intensos do que o espectro da cachaga prata (A).
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Figura 5-12: Espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS em modo negativo das amostras A)
cachacga prata, B) cachaca armazenada em barril de carvalho por trés meses e C) cachaga
envelhecida em barril de carvalho por dois anos e meio.

1003 59 NL: 2.24E2
A) ®© 60
=
580
&
290
®
S40
2 ] 115 157
9]
2920 77 143 171 249
£ 11 'A% 199 22027 241
0 60 80 100 120 140m/z160 180 200 220 240
100 NL: 9.15E2 227
B) <
EBO
&
5 60
®
o 40
®
g
EZO
0 60 80 100 120 140m/2160 180 200 220 240
NL: 1.15E2
C) 100 248
S - i59%2 89
ESO 207 241
[}
14 2
_-‘-;40 75 143 [161
c 1 29 177 4 15
bo| | ol L
- ‘ . “ - 1‘ ‘\M o \!M _\\‘\\ “ | “‘H\}hu‘\ ‘\!H‘ ‘H“Hi \“\h“\‘ Iy “‘\“\‘\\“\‘\‘H\“\\“H“\‘\

60 80 100 120 140
m

o

/2160 180 200 220 240

O contato da bebida com a madeira por trés meses (Figura 5-12 B) promoveu
o aumento na intensidade dos sinais de m/z 62, 89, 143, 171, 199, 227 e 241 e
reducao do sinal de m/z 59. Apds envelhecimento por dois anos e meio, observa-se
através do espectro da Figura 5-12 (C) acentuado aumento dos sinais de m/z 62, 89,
127, 205, 207, 227, 241 e 248 e também pequena redugao do m/z 59.

Além dos ions de composigdo ja identificada na Tabela 5-1, a literatura
descreve o de m/z 241 como sendo o acido pentadecanoico [206] e o de m/z 227
como sendo o resveratrol [223] ou o acido tetradecandico.

Corroborando com os resultados obtidos neste capitulo, Souza e
colaboradores [224], também apontaram o ion de m/z 241 como um marcador para o
envelhecimento de cachagas em madeira carvalho. No referido trabalho, os autores
utilizaram a técnica ESI-MS para avaliar a autenticidade de cachagas envelhecidas.

Enquanto os espectros obtidos por PS-MS convencional ndao permitiram
diferenciar a cachaca prata da bebida envelhecida, os espectros obtidos por HS-PS-

MS apontaram possiveis marcadores para o envelhecimento da cachaga em barril de
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carvalho por dois anos e meio. Em contraste, a afinidade do PDMS a compostos
distintos daqueles sorvidos pelo papel cromatografico gerou espectros HS-PDMS-PS-
MS com sinais que possibilitaram identificar possiveis marcadores para o

envelhecimento da cachaca por trés meses e por dois anos e meio.
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4.4. Cervejas comerciais

Segundo informagdes descritas nos rotulos, dentre as cervejas selecionadas,
a Kaiser, a Brahma e a Skol apresentam composi¢cao de agua, malte, milho e lupulo.
Enquanto a Krug 20 e a Skol Puro Malte apresentam composi¢do de agua, malte e
lGpulo.

Inicialmente as amostras foram analisadas por PS-MS convencional, ou seja,
sem etapas de preparo das amostras. A Figura 5-13 apresenta os espectros obtidos
em modo positivo das cervejas (A) Brahma, (B) Kaiser, (C) Krug, (D) Skol e (E) Skol

Puro Malte.

Figura 5-13: Espectros obtidos por PS(+)-MS das cervejas A) Brahma, B) Kaiser C) Krug, D)
Skol e E) Skol puro malte
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Uma inspecgao visual dos espectros da Figura 5-13 indica grande similaridade
entre os perfis das amostras. No que se refere a atribuicdo dos sinais dos espectros, a

literatura descreve o ion de m/z 104, com alta intensidade nos espectros, como sendo
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0 aminoacido acido gama-aminobutirico [221]. Os ions de m/z 116 e 118, observados
nos espectros com intensidades de aproximadamente 40%, sdo associados aos
aminodcidos prolina e valina [225], respectivamente, e o sinal de m/z 175 ¢é atribuido a
arginina [226]. E importante destacar que, o ion de m/z 279 presente nos espectros é
associado, de acordo com o espectro do papel cromatografico (utilizando 10 uL de
hexano + 30 yL metanol como solvente da PS), a alguma substancia presente nos
solventes ou no papel.

A Figura 5-14 apresenta os espectros obtidos por PS(-)-MS das cervejas (A)
Brahma, (B) Kaiser, (C) Krug, (D) Skol e (E) Skol Puro Malte. Assim como observado
anteriormente para o modo positivo, os espectros das amostras obtidos no modo
negativo também apresentam perfis similares. A literatura descreve os principais sinais
visualizados nos espectros como sendo: m/z 111 o acido sérbico [227], m/z 133 o

acido malico [228] e m/z 191 o acido citrico [228].

Figura 5-14: Espectros obtidos por PS(-)-MS das cervejas: A) Brahma, B) Kaiser C) Krug, D)
Skol e E) Skol puro malte.
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Em seguida, as amostras foram submetidas a preparo de amostra por
extragdo por headspace diretamente no papel cromatografico. A Figura 5-15 apresenta
espectros obtidos por HS-PS(+)-MS das cervejas (A) Brahma, (B) Kaiser, (C) Krug, (D)
Skol e (E) Skol Puro Malte. E possivel observar diferengas significativas entre os
espectros das amostras, o que nao foi possivel sem a etapa de extracao. Além disso,
os espectros indicam clean up amostral promovido pela extragdo por headspace. Isto
pode ser comprovado através dos sinais de m/z 104, 116, e 175, os quais ndo sao
observados nos espectros abaixo, porém, estdo presentes em altas intensidades nos

espectros obtidos por PS-MS convencional, apresentados anteriormente.

Figura 5-15: Espectros obtidos por HS-PS(+)-MS das cervejas: A) Brahma, B) Kaiser C) Krug,
D) Skol e E) Skol puro malte.
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As amostras podem ser divididas em trés classes de acordo com o perfis
espectrais apresentados na Figura 5-15 (obtidos por HS-PS(+)-MS). A primeira classe
engloba os espectros que contém os ions de m/z 127, 145, 163 e 195, e inclui as
amostras Brahma (A) e Krug (C). Dentro dessa classe, os espectros podem ser
diferenciados pelos ions de m/z 185 e 203, presentes em (C) e imperceptiveis em (A).

A segunda classe engloba os espectros que contém os ions de m/z 129, 157,
185 e 203, e inclui as amostras Kaiser (B) e Skol(D). Essas amostras apresentam
perfis espectrais bastante similares.

A terceira classe € a da amostra Skol Puro Malte, espectro (E), caracterizado
pelo ion de m/z 279 (do papel) e m/z 205.

A Figura 5-16 apresenta espectros obtidos por HS-PS(-)-MS das cervejas (A)
Brahma, (B) Kaiser, (C) Krug, (D) Skol e (E) Skol Puro Malte, os quais sao
caracterizados majoritariamente pela presenca dos sinais de m/z 101, 161 e 179, ndo
identificados. O ion de m/z 297, o mais intenso do espectro (B) e imperceptivel nas
demais amostras, diferencia o espectro da Kaiser dos demais. O espectro da Skol
Puro Malte, (E), distingue-se dos demais pela grande quantidade de sinais intensos na
regido de m/z 100 — 200.
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Figura 5-16: Espectros obtidos por HS-PS(-)-MS das cervejas: A) Brahma, B) Kaiser C) Krug,
D) Skol e E) Skol puro malte.

1004 161 NL: 3.04E2 1007 o NL:2.18E2 297
A) 1 Brahma B) aiser
IS 5
T 401 -
I 179 RN
[0) [0)
© B 8 |
© 161
B 40 o ]
'@ 4079 113 @ 40 15
g 131143 e 179 20
c |
£2 |15 17 £ 20 10 197
LUL g e gl Lo
o0 W Ll \‘\HHH " Hm gl H o 2\ h 0 W il ! h\mmmm ol “ H‘\‘H
100 120 140 160 180 290 220 240 260 280 300 100 120 140 160 180 20 220 240 260 280 300
10073 161 NL: 2.71E2 10073 161 NL: 2.13E2
C) | Krug D) i Skol
S 801 S s
£ g
° ] o ]
£ 60 3101 5 60
S 179 3
@ El
3 © 3
2 40 g 40 o1 179 “
S 3 113 ko) ] s 143
Z 51 131143 ISIPVE 187
=200 |ms 157 17 220 ] H31 171 194 36 a3
: %420 ) T L2
EH \m\h‘ th fI ‘ 181J‘ \“\m‘ r m%\\ ‘w““ 0 m\ng\\Jhm ﬂh HMM JL | ﬁ I | TROTE N
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
miz
1007 15 NL: 8.76E1
E ]
) Skol
g Puro Malte
2
o
[
[0
®
o 79
7]
C
2
£
207 T 99
JMWM‘H ‘\m \Hmﬂ\\hM i n

01
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z

Os espectros da Figura 5-16 indicam, mais uma vez, o clean up amostral
promovido pela extracdo por headspace. Este fendbmeno pode ser comprovado pela
auséncia dos sinais de m/z 111 e 191, os quais estdo presentes em altas intensidades
nos espectros obtidos por PS-MS convencional, apresentados anteriormente.

Por ultimo, avaliou-se 0 PDMS como adsorvente na extracao por headspace
seguido de analise por PS-MS. A Figura 5-17 apresenta os espectros HS-PDMS-
PS(+)-MS das cervejas (A) Brahma, (B) Kaiser, (C) Krug, (D) Skol e (E) Skol Puro
Malte. Embora nao tenham sido identificados, os ions de m/z 127, 145 e 163 podem
ser relacionados a possiveis marcadores das cervejas que contém adicdo de milho.
Isto pode ser comprovado pela presenca dos referidos sinais exclusivamente nos

espectros das amostras Brahma (A), Kaiser (B) e Skol (D).
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Figura 5-17: Espectros HS-PDMS-PS(+)-MS de diferentes marcas de cerveja cormerciais: A)
Brahma, B) Kaiser C) Krug, D) Skol e E) Skol puro malte.
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No espectro da cerveja Krug (Figura 5-17 C) a sor¢cdo por PDMS reduziu
significativamente a quantidade de sinais quando comparado com a sor¢do dos
analitos por papel cromatografico livre. Em contraste, no espectro da Skol Puro Mate
(E) o polimero promoveu significativo aumento na intensidade dos sinais. O ion de m/z
102, observado em (E), ndo € visualizado nos demais espectros, possibilitando
diferenciar a marca Skol Puro Mate.

A Figura 5-18 apresenta os espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS das
cervejas (A) Brahma, (B) Kaiser, (C) Krug, (D) Skol e (E) Skol Puro Malte. Com
excecgao do (B), os demais espectros apresentam perfis similares, nos quais os ions
de m/z 101, 161 e 179 sdo visualizados em elevadas intensidades. De maneira similar
ao observado nos espectros obtidos por HS-PS(-)-MS, o ion de m/z 297 foi

responsavel por diferenciar o espectro da cerveja Kaiser (B) dos demais. Entretanto,
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nota-se que para essa amostra o papel cromatografico apresentou melhor eficiéncia

do que o PDMS em adsorver moléculas na faixa de m/z 100 — 240.

Figura 5-18: Espectros obtidos por HS-PDMS-PS(-)-MS das cervejas: A) Brahma, B) Kaiser C)
Krug, D) Skol e E) Skol puro malte.
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5. CONCLUSAO

Neste capitulo uma metodologia associou a extracdo por headspace com a
PS-MS para detecgdo de componentes volateis do processo de produgéo da cachaca
e de amostras comerciais de cervejas. Para tal, dois sistemas foram desenvolvidos: (i)
HS com papel cromatografico livre como adsorvente e (ii) HS com PDMS imobilizado
em papel cromatografico como adsorvente.

Os espectros obtidos por PS-MS com extragdo por headspace apresentaram
vantagens em relacdo a PS-MS convencional tais como: clean-up amostral, pré-
concentragcédo dos analitos e obtencéo de espectros de melhor interpretacéo. Ainda, a
HS viabilizou analises por PS-MS com énfase aos componentes volateis das
amostras.

A utilizagdo do PDMS como adsorvente possibilitou associar sinais dos
espectros obtidos por PS-MS a marcadores do envelhecimento de cachaca em barril
de carvalho (m/z 62, 89, 227,241) e de cervejas que apresentam milho como adjunto
cervejeiro (m/z 127, 145 e 163). Os respectivos marcadores n&o foram observados

nos espectros obtidos por PS-MS convencional, sem a etapa de extragao.
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Capitulo 6 CONSIDERACOES FINAIS

A PS é uma técnica de ionizacdo proposta na ultima década que tem se
destacado, principalmente, na analise de amostras de matrizes complexas, tais como
alimentos, amostras ambientais e fluidos biolégicos. O papel utilizado como substrato
para promover a ionizagao tem a capacidade de reter interferentes presentes na matriz
e, por isso, técnicas de preparo de amostra sao, por vezes, dispensadas. Entretanto,
em alguns casos, etapas de preparo de amostras e/ou modificagdes na superficie do
papel sdo necessarios para garantir o sucesso da analise.

Neste trabalho, foi demonstrado que associar a técnica PS-MS a técnicas de
preparo de amostras consolidadas permitiu o desenvolvimento de métodos mais
seletivos e sensiveis do que a PS-MS convencional. Propostas utilizando as técnicas
de extragdo por eletroextragdo, concentracdo evaporativa e por fase sodlida em
headspace foram desenvolvidas. Adaptacbes especificas foram realizadas nos
dispositivos de extragdo a fim de combinar as técnicas de preparo de amostras
diretamente com a PS-MS. O suporte da EE foi modificado para que o substrato da
ionizacdo fosse utilizado como fase aceptora. Adaptagcdes no vial do sistema
headspace foram realizadas para possibilitar o uso do substrato da ionizagdo como
adsorvente da extragdo em fase solida. Além disso, a concentragdo evaporativa foi
otimizada para pré-concentrar os analitos nas extremidades triangulares de um
microdispositivo de papel.

A eletroextragao associada a PS-MS promoveu enriquecimentos significativos
dos analitos nas analises de cocaina e lidocaina em amostras de saliva sintética,
corante verde malaquita em agua canalizada e bisfenol A em vinho tinto. Quando
associada a PS-MS, a concentragdo evaporativa em microdispositivo promoveu
aumento na intensidade de sinais de corantes. Além disso, quando os dados analiticos
foram extraidos de imagens digitais obtidas utilizando um scanner, a concentragao
evaporativa em microdispositivo possibilitou reduzir significativamente os limites de
deteccdo de Cu(DDTC), para determinacdo de Cu®* em cachaca. A extracdo por
headspace associada a PS-MS possibilitou obter espectros caracterizados
majoritariamente por compostos volateis de amostras de cachagas e cervejas. Uma
das principais vantagens do método é o significativo clean-up amostral. Ainda no que
se refere a extragdo por headspace, impregnar o papel cromatografico com PDMS
promoveu, em alguns casos, a sor¢do de compostos distintos daqueles sorvidos pelo

papel cromatografico livre.
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As propostas de associacdo das técnicas de preparo de amostras a PS-MS
desenvolvidas neste trabalho sédo estudos inéditos de relevancia cientifica, os quais
contribuem para a ampliagao das possibilidades de aplicagdes da PS-MS. Além disso,
a proposta que associa técnica de preparo de amostra a colorimetria amplia ainda

mais as possibilidades de aplicacdes de métodos de baixo custo.
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