Anténio José Alves da Cunha Pereira

Investigacido da presenca de compostos
organicos volateis e semivolateis
(pesticidas) em espécies biologicas com
implicacoes na saude publica

Dissertacdo para Mestrado em Quimica

k

FACULDADE DE CIENCIAS

UNIVERSIDADE DO PORTO

Departamento de Quimica
2005




Antonio José Alves da Cunha Pereira

Investigacio da presenca de compostos
organicos volateis e semivolateis
(pesticidas) em espécies biolégicas com
implicacdes na saude publica

Dissertagdo para Mestrado em Quimica

F

FACULDADE DE CIENCIAS

UNIVERSIDADE DO PORTO

Departamento de Quimica
2005 A ’ngl‘c%v\-(-@ A \3'\-:/&"

M feposhinbe Matos

N el -yl




Aos meus pais e a Claudia por

todo o apoio e incentivos



“Nunca considere os seus estudos uma obrigagdo, mas
sim uma oportunidade invejavel para aprender a
conhecer a influéncia libertadora da beleza do reino do

espirito, para seu proprio prazer pessoal e para proveito

da comunidade a qual o seu futuro trabalho pertence”

(A. Einstein)




Agradecimentos

A Professora Doutora Maria Teresa Vasconcelos por todo o apoio e conselhos dados

durante todo este tempo.

Aos Licenciados Joaquim Guedes, Rafael Evangelista, Hugo Silva e Filipe Alves e as
Doutoras Marisa Almeida e Ana Paula Mucha pela ajuda e amizade em todos os

momentos, principalmente nos mais dificeis.
A Doutora Clara Basto pela troca de ideias e por todo o conhecimento transmitido.

Ao Laboratorio da Qualidade do Ar Interior pela realizagdo da algumas

determinagdes de COV'’s.

Ao Conselho de Prevencdo do Tabagismo, presidido pelo Prof. Doutor M. Pais
Clemente, o apoio recebido no ambito de um protocolo estabelecido com a
Associacdo para o Desenvolvimento da Faculdade de Ciéncias da Universidade do

Porto.

A Lic. Helena Ribeiro pela disponibilidade e pelo apoio necessario na recolha de

polen e ao grupo de Palinologia do Departamento de Botanica da FCUP, coordenado

pela Professora Doutora Ilda Noronha, pelas facilidades concedidas.




Resumo

Resumo

Este trabalho teve como um primeiro objectivo expandir as capacidades ja existentes, sobre
caracterizago da qualidade do ar em termos de compostos orgénicos volateis (COV’s), a estudos de
fenémenos de adsor¢do desses compostos a particulas. Como sistema modelo escolheu-se estudar a
adsor¢do de tolueno a particulas de polen. O tolueno foi escolhido por ser um poluente atmosférico
muito comum em atmosferas abertas e interiores e apresentar toxicidade relativamente baixa. Os
pélens foram seleccionados por serem particulas que abundam na atmosfera, terem composigéo
bem definida e sdo considerados responsaveis por alergias ao nivel do sistema respiratorio. A
investigag@o da ocorréncia de adsor¢@o de poluentes quimicos a polens € um tema de interesse em
saude publica ainda muito inexplorado. Experimentalmente, prepararam-se, em sistema dinidmico,
atmosferas com concentra¢io conhecida de vapor de tolueno a que foi exposto polen a temperatura
(23 °C) e presséo (1 atm) constantes. Apos desadsorgéo do tolueno com metanol e amostragem por
microextracgdo para fase solida (SPME), as determina¢des analiticas foram realizadas por
cromatografia gasosa com detecgfio por espectrometria de massa apds desadsorgéio térmica do
tolueno adsorvido a fibra de SPME. Chegou-se a conclusfio que aos niveis a que o tolueno ocorre na
atmosfera (dezenas de pg/m®), a adsorgio deste COV (e eventualmente outros de polaridade
semelhante) a pélen ndo ocorria em extensdo apreciavel (niveis inferiores a 0,82 mgiyeno/Epotens
sendo este o limite de detecgfio do método). Este resultado ¢ positivo do ponto de vista de saide
publica, uma vez que o pdlen é comercializado como complemento nutricional. Porém, nio se
justificava prosseguir o estudo de adsor¢do de COV’s a pdlen € o tempo necessario para a
implementacdo de um sistema modelo para estudos de adsor¢éo a polen de compostos orgénicos

semi-volateis (por exemplo pesticidas) seria incompativel com a extensdo deste trabalho.

Passou-se, entfio, a investigar, utilizando basicamente a mesma metodologia analitica, se o tabaco
de cigarros comercializado em Portugal e respectivo fumo continham pesticidas organoclorados
perigosos para a saude. Tal como no caso anterior, nfio existia qualquer trabalho sobre este tema em
Portugal, sendo a informagédo publicada a nivel internacional ainda muito escassa, embora se saiba
que sfo usados pesticidas na produgfio do tabaco e na sua preservagfio durante o armazenamento. A
presenca de pesticidas foi investigada no proprio tabaco e na fracgdo particulada e gasosa do fumo
que ¢ inspirado pelo fumador e a andlise foi efectuada por SPME associada a cromatografia gasosa
com detecgédo por espectrometria de massa (SPME/GC/MS). Estudaram-se cigarros de cinco marcas

comercializadas em Portugal. Foi detectada dieldrina no tabaco e na fracgfo particulada do fumo de




Resumo

cigarro de apenas duas das marcas. Na fase gasosa do fumo ndo foi detectada dieldrina. Ndo foram

detectados outros pesticidas.
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Abstract

The first objective of this work was expanding the existing capacities, on characterization of air
quality in terms of volatile organic compounds, to adsorption phenomena of these compounds to
particles. As a model system the toluene adsorption to pollen particles was chosen. The toluene was
chosen as it is a very common as atmospheric pollutant in outdoor and indoor atmospheres and
because of its low toxicity. Pollens had been chosen because they are very abundant particles in the

atmosphere, have well definite composition and are responsible by allergies in the respiratory
system. The study of adsorption of chemical pollutants to pollens is a subject of interest in public
health, still very unexplored. Experimentally, it was prepared, in a dynamic system, atmospheres
with known concentration of toluene vapour to which pollen was exposed at constant temperature
(23 °C) and pressure (1 atm). After desorption of toluene in a methanolic medium and sampling
with solid phase micro-extraction (SPME), the analysis was carried out by gas chromatography with
mass spectrometry detection, after thermal desorption of the toluene adsorbed to SPME fibre. It was
observed when pollen was exposed to toluene levels identical to those found in real atmospheres
(some tens of ug/m’), the adsorption of this VOC (and eventually others with similar polarity) to
pollen doesn’t occur in detectable extension (< 0,82 mgiuene/Epolien, the detection limit of the
method). This is a positive result for public health concerns, as pollen is commercialized as a
nutritional complement. However, it did not justify to continue the adsorption study of VOC’s to
pollen and the time required to the implementation of a model system for adsorption studies of half-
volatile organic compound (for example pesticides) to pollen was too long and incompatible with

the extension of this work.

By using basically the same analytical method, it was decided to investigate whether cigarette
tobacco commercialized in Portugal and respective smoke contained organochlorinated pesticides
dangerous to health. Also in this case, any work on this subject has been carried out in Portugal
before and the published information at international level is still very scarce. Pesticides are
normally used in the production of the tobacco and in its preservation during storage. The pesticides
understudy had been extracted from samples to deionised water with microwaves radiation at high
pressure, and sampled from the extract by SPME. Cigarettes of five national brands were studied.
The pesticide dieldrin was found in cigarette tobacco and respective smoke particles of only two

brands. In the gaseous phase of the tobacco smoke dieldrin was not detected. Any other pesticide

was found.
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Generalidades

1 - Generalidades

1.1 - Enquadramento, objectivo e organiza¢cao da

tese

O primeiro objectivo deste trabalho consistia na implementagéo de metodologias para
estudar fenomenos de adsor¢do de compostos orgénicos volateis (COV’s) a particulas
atmosféricas. O estudo de adsor¢do de poluentes atmosféricos a material particulado
tem interesse, ndo sé para aprofundar os conhecimentos existentes nesta area, mas
também para fornecer bases cientificas para a elaboragdo de modelos que traduzam o
comportamento dos poluentes gasosos (transporte, adsor¢éo e desadsorgdo a material
particulado). Como sistema modelo escolheu-se estudar a adsor¢fo de tolueno a
particulas de pélen. O tolueno foi escolhido por ser um poluente atmosférico muito
comum em atmosferas abertas e interiores e apresentar toxicidade relativamente
baixa. Os podlens foram seleccionados por serem particulas que abundam na
atmosfera, terem composi¢do bem definida e sfo considerados responsaveis por
alergias ao nivel do sistema respiratorio. A investigacdo da ocorréncia de adsorgédo de
poluentes quimicos a polens € um tema de interesse em saude publica ainda muito
inexplorado. No grupo de investigagdo onde se inseriu este trabalho existiam ja

capacidades cientificas e técnicas para caracterizagdo da qualidade do ar em termos
de COV’s.

O estudo revelou que aos niveis a que o tolueno ocorre na atmosfera urbana a
adsorc¢do de tolueno a grdos de pdlen sera incipiente (inferior ao limite de detecgdo do
metodo implementado, 0,82 mMEjueno/Cpoten). Assim sendo, ndo se justificava
prosseguir o estudo de adsor¢do de COV’s a poélen. Por outro lado, a implementagéo
de um sistema para estudo da adsor¢cdo de compostos semi-volateis a pdlen era

demorada e incompativel com a duragdo estabelecida para este trabalho.
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Optou-se por, tirando partido de um conjunto favoravel de circunsténcias (existéncia
de um projecto em curso, de meios técnicos e experiéncia prévia do investigador na
determinag@o de analitos por cromatografia gasosa com detecgdo por espectrometria
de massa), passar a realizar estudos exploratérios sobre a presenga de pesticidas
organoclorados no fumo de tabaco de cigarros comercializados em Portugal. Trata-se
também de um tema de interesse em satide publica e sobre o qual ndo existe qualquer
dado em Portugal. Mesmo a nivel internacional s6 muito recentemente comegaram a

surgir as primeiras informagoes publicadas.

As metodologias de anadlise usadas para tolueno e para pesticidas foram muito
semelhantes, diferindo, basicamente, no processo de preparagdo das amostras. Assim
sendo, a dissertagdo estd organizada da seguinte forma: num capitulo introdutorio,
Cap. 1, descreve-se o estado da arte no que respeita aos temas abordados na
dissertacdo; segue-se um capitulo experimental, Cap. 2, e dois capitulos com
resultados e discussdo, sendo um, Cap. 3, dedicado aos estudos de adsor¢do de
tolueno a grdos de podlen e o outro, Cap. 4, dedicado & investigacdo da eventual
presenga de pesticidas no tabaco e no respectivo fumo. No tltimo capitulo, Cap. 5,

apresentam-se as principais conclusdes do trabalho.
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1.2 - Compostos organicos volateis e sua eventual
adsorg¢ao a particulas de pélen

1.21 - Exposicdo humana a poluentes organicos

atmosféricos

A Organizagio Mundial de Saide, em 1989', introduziu uma classificacdo dos
compostos orgénicos com base no valor do respectivo ponto de ebuligio. A
designacdo de Compostos Orgénicos Volateis (COV’s) aplica-se aos compostos com
ponto de ebuligdo entre 50 e 240 °C, no caso de compostos apolares, e entre 100 e

260 °C, no caso de compostos polares.

O tolueno ¢ um COV muito disseminado no ambiente e em particular na atmosfera.
Por isso, e pelo facto da sua toxicidade nfio ser muito elevada (valor limite de
exposi¢do — média ponderada para ambientes ocupacionais é de 50 ppm)?, bastante
inferior, por exemplo, a do benzeno (valor limite de exposi¢do — média ponderada
para ambientes ocupacionais é de 0,5 ppm)° foi seleccionado para este trabalho. A
temperatura ambiente e pressdo normal é um liquido incolor. E um dos solventes
adicionados a gasolina (juntamente com benzeno e xilenos) para aumentar o nimero
de octanas’. O tolueno ocorre naturalmente no petroleo e nos Béalsamos-da-américa
(Myroxylon toluiferum). Industrialmente é produzido e obtido como produto
secundario durante a refinag¢@o da gasolina e outros combustiveis obtidos a partir do
petréleo, na produgéo de coque, a partir do carvdo, e de estireno. O tolueno € ainda
muito utilizado na criagdo de tintas, diluentes, verniz para as unhas, lacas, adesivos e
borracha e também em alguns processos de impressdo e de curti¢io de peles’. Na
forma de residuo € considerado perigoso. Na forma de produtos finais residuais esta
presente em tintas, diluentes e vernizes das unhas que sdo frequentemente

depositados em aterros. E possivel sentir o cheiro de tolueno no ar a partir de 8 ppm,
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e sentir o seu sabor na agua a partir de uma concentragdo compreendida entre 0,04 e 1

ppms.

O tolueno ¢ suficientemente volatil (pressdo de vapor = 28,4 mmHg a 25 °C) para
que, quando libertado para o ambiente (tintas, diluentes, colas e gasolina) uma
frac¢do apreciavel deste composto se volatilize e se misture com o ar, constituindo

assim um poluente atmosférico.

A introducdo deste poluente em aguas superficiais e subterrdneas resulta de
derramamento de solventes e produtos petroliferos, bem como de derrames de
tubagens ou tanques subterraneos (em postos de venda de gasolina e outros edificios).
Estas fugas também contaminam os solos com tolueno e outros componentes do
petréleo. O tolueno langado no solo ou na agua facilmente evapora e o que se la se
mantém € degradado por microorganismos, designadamente, bactérias do género
Pseudomonas e Achromobacter®. Como consequéncia da volatilizagio e degradagéo
que ocorre no ar, solo e agua, a tendéncia para um aumento de concentragdo de

tolueno por acumulagdo ao longo do tempo € reduzida.

A concentracdo de tolueno encontrada no ar em zonas remotas € bastante baixa, mas
em zonas suburbanas e urbanas é comum encontrar-se niveis de 4,9-24,9 pg/m’.” As
emissdes dos automdveis (na forma de gasolina ndo queimada) constituem a principal
fonte de tolueno no ar, com niveis dependendo da intensidade de trafego. Estas
emissOes aumentaram desde a proibigdo da utilizagcdo de chumbo nos combustiveis,
visto que o Pb(CHj3)s, que era utilizado para aumentar o indice de octanas, foi
substituido por uma mistura denominada BTX (constituida por benzeno, tolueno e
xilenos). Actualmente, a gasolina vendida no Estados Unidos da América contém

quantidades significativas de BTX (cerca de 40 % mais do que continha no passado)®.

O tolueno é também comum como contaminante de ambientes interiores, onde atinge
valores bastante mais elevados do que em ambientes exteriores, por exemplo, da

ordem dos 30,2 ug/m’ 7 ou dos 42 pg/m’ °. Este facto deve-se a libertagio de tolueno

4
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a partir dos componentes de interiores de edificios (tintas e outros revestimentos,

mobilidrio, etc.) e do fumo de tabaco.

Ocasionalmente ¢ detectado tolueno na dgua de consumo publico. No entanto, estes
acontecimentos séo pouco frequentes, € a sua concentragdo encontra-se normalmente
abaixo dos 3 pg/dm3. Em contraste, nas 4guas e solos circundantes dos aterros o
tolueno é um contaminante muito comum, com concentracdes médias de 7-20 pg/dm’

na dgua e de mais de 70 pg/dm’ no solo'’.

A forma mais comum de exposi¢do humana a tolueno € através da respiragéo de ar
contaminado. Uma vez que as pessoas passam uma grande fraccdo do dia em
ambientes interiores, os niveis presentes nestes ambientes séo a principal fonte. Com
base nos tipicos 8 x 10° ppm de concentragdo em ambientes interiores'', a inspiragdo
de 20 m*/dia de ar e absor¢do de 50% do tolueno inalado, origina uma dose absorvida
de 300 pg/dia. Mas um fumador pode inalar quantidades de tolueno superiores a 1
mg/dia.

Quase todo o tolueno que entra no ambiente € libertado directamente no ar. A maior
fonte de emissdes ¢ a gasolina, que tipicamente contém 5-7% de tolueno'’. Em 1978,
as emissdes, nos Estados Unidos da América (E.U.A.), associadas a utilizagdo de
gasolina foram estimadas em 7,5x10° toneladas, sendo 7,0x10° toneladas libertadas
por escapes de automével''. O tolueno utilizado em tintas, solventes, colas e produtos
similares € também libertado para o ar. O total libertado, nos E.U.A., destas fontes

nfo associadas com a gasolina foi estimado em 4,1x10° toneladas em 1978"".

Durante os processos de tratamento de desperdicios também pode ser libertado
tolueno. Baseado na informacdo recolhida em incineradoras hospitalares de 40

hospitais dos Estados Unidos da América e Canada, as taxas de emissdo de tolueno

apresentavam nos finais dos anos 80, inicio dos anos 90, um valor médio de 7,24

mg/m3.12
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O tolueno na atmosfera ¢ degradado por reacgédo com radicais hidroxilo dando origem
a cresol e benzaldeido, com um tempo de semi-vida de aproximadamente 13 horas.
Os compostos assim formados ddo, por sua vez, origem a hidrocarbonetos por
clivagem do anel aromético. O tolueno também pode ser oxidado por dioxido de
enxofre, oxigénio e ozono, mas a velocidade destas reac¢des € duas ou mais vezes,

13,1415 . i i
» 7, Nitrotolueno e nitrobenzil

inferior a da reac¢do com os radicais hidroxilo
podem formar-se a partir da reacg¢@o fotoquimica do tolueno atmosférico com déxidos
de azoto'®. Porém, a degradagdo por fotdlise nio é um passo importante na
degradacdo do tolueno comparativamente com as reac¢Oes atras descritas.
Experiéncias, com simulagdo das condi¢des atmosféricas em cdmaras, com nevoeiro
fotoquimico contendo radicais hidroxilo, oxidam o tolueno produzindo numerosos

produtos com grupos carbonilo', sendo o formaldeido o produto encontrado em

. . 17
maior quantidade .

1.2.2 - Fendémenos de adsorcao

Adsorc¢ao é o processo de concentragdo de gases, vapores ou liquidos na superficie de
poros de materiais solidos, como resultado de for¢as de adsor¢do. Podem ser
considerados dois tipos de forcas de adsor¢do — fisicas e quimicas. Quando a
substancia adsorvida ¢ ligada a superficie do agente adsorvente por forgas
intermoleculares, a adsor¢éo € de natureza fisica. Adsor¢do quimica ocorre quando
essas forcas tém um caracter de interacgbes quimicas. O processo de adsorcdo
depende da temperatura, pressdo e composi¢do quimica da substidncia quimica
adsorvida e do material adsorvente. A adsorcdo esta sempre ligada a libertagdo de
calor de adsorgdo, portanto, a extensdo da adsor¢do aumenta com a diminuig¢do da

temperatura.

Durante a adsorg¢éo fisica de uma substdncia presente num fluxo de gas a superficie

de substancias adsorventes, ocorrem diversos fenomenos sendo os mais importantes

os seguintes: a difusdo de moléculas da substincia adsorvida a superficie externa do
6
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adsorvente — difusfo externa; a difusdo de moléculas da substdncia adsorvida nos
poros do adsorvente — difusdo interna; e a adsor¢io propriamente dita'®. Mais

detalhes podem ser encontrados em literatura especifica.

1.2.3 - Pélen e polui¢cao quimica atmosférica

A presenga simultdnea de grdos de polen e poluentes quimicos na atmosfera terrestre
pode levar a concentragdo/adsorgdo destes Ultimos a superficie dos primeiros, o que
poderia explicar o aumento das alergias ao pdlen registado nos ultimos anos. Porém,

ainda muito pouco se sabe sobre essas interacgoes.

Os poélens sdo constituintes importantes do bioaerosol. O seu transporte e deposi¢éo
sdo influenciados, essencialmente, pelas respectivas caracteristicas fisicas (tamanho,
densidade e forma) e por pardmetros ambientais (humidade, temperatura e
intensidade das correntes de ar). A exposi¢do humana a estas particulas de origem
natural t€ém importantes efeitos ao nivel da saide humana, uma vez que os casos de
alergias polinicas t€ém vindo a aumentar acentuadamente em numero e gravidade ao
longo dos ultimos anos, com particular incidéncia nas zonas urbanas. Efectivamente,
nos ultimos 30 anos o nimero de doentes afectados por polinoses aumentou mais de

. i .2
cinco vezes, valor que continua a subir®’.

Sabe-se que a concentragdo de grdos de polen na atmosfera € relativamente elevada,

chegando muitas vezes a ultrapassar a concentrago de particulas inorgénicas®'.

As propriedades adsortivas do pélen poderdo variar com a origem do mesmo. Por
isso, a obtencdo, para estudo, de polen de origem conhecida devera passar pela
extracgdo do mesmo directamente dos estames do androceu das respectivas flores.
Um modo alternativo de obter polen consiste em utilizar o que foi recolhido e
armazenado por abelhas, se houver garantias de que a recolha realizada pelas abelhas
foi selectiva, no que respeita & fonte de pdlen. Neste caso, o pélen encontra-se

aglutinado por meio de cera (numa mistura de mel e 4cido 10-hidroxi-2-decendico)?,
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formando pequenas aglomeragdes de pdlen. Essa cera terd de ser removida na
totalidade antes de se poder utilizar esse polen, o que se constatou experimentalmente

ser uma tarefa muito complexa e, cuja eficacia ¢ dificil de comprovar.
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1.3- O interesse de investigar a presenca de
pesticidas no tabaco

1.3.1 - Maleficios de pesticidas no tabaco

O tabaco prejudica a saide dos fumadores activos e passivos, conforme estd
amplamente demonstrado. Mesmo no que respeita a fumadores passivos esta provado
o aumento de risco de cancro do pulmio, doenga isquémica cardiaca e perturbagdes

do tracto respiratorio.

Nos ultimos 15 anos tém vindo a surgir directivas ao nivel da Comunidade Europeia
(que implicam transposi¢do para a legislagdo dos paises membros) sobre a
composi¢do e rotulagem dos produtos do tabaco. Essas iniciativas legislativas®
visam, por um lado, controlar a composi¢do dos produtos do tabaco, com vista a
minorar os respectivos efeitos toxicos e, por outro lado, alertar os consumidores para

os riscos para a satude associados ao consumo do tabaco.

Apesar de se saber que “o fumo do tabaco faz mal e pode acelerar a morte” de quem
o inala activa ou passivamente, o nimero de fumadores é ainda muito elevado e a
percentagem de fumadores jovens e do sexo feminino tem vindo mesmo a aumentar.
As reacgdes a proibigdo de fumar em recintos fechados é sempre muito contestada e,

por isso, muito dificil de implementar.

Em termos estritos, a relagdo causa-efeito do fumo do tabaco na satide ndo é ainda
bem conhecida. Porém, obviamente, os maleficios do tabaco resultam da composigdo
do fumo inalado, o qual, por sua vez resulta da pir6lise dos constituintes naturais do
tabaco e de outros constituintes no caso dos cigarros (papel de cigarro, cola de
costura, papel para filtro, cola para filtro e materiais para filtragdo) e de aditivos do
tabaco usados para variados fins, como por exemplo, melhorar o sabor € 0 aroma do

fumo, alterar a temperatura de queima, etc. Como nas culturas de tabaco e durante o
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tratamento e conservag@o das folhas sdo normalmente usados pesticidas, o tabaco
podera conter residuos destes. Da pirolise do cigarro resulta um nimero muitissimo

. . ;. B0 = un 4 . o R
elevado e diversificado de compostos quimicos e radicais livres*, muitos dos quais ja

foram identificados.

Nio obstante o nivel de conhecimento ja existente sobre a composicao qualitativa do

fumo, a legislagdo comunitéria e nacional, actualmente, s6 fixa os teores maximos de
. _— . e 23 "

alcatrdo, nicotina e mondxido de carbono™. E, mesmo em relacdo a estes

constituintes, o Estado Portugués s6 dispde de informagdo fornecida pelas empresas

que comercializam tabaco, ndo existindo nenhum Laboratério independente a realizar

essa caracterizagao.

Ao nivel da Comunidade Europeia existem ja alguns laboratdrios especializados na
caracterizagdo qualitativa e quantitativa do fumo do tabaco. A lista dos componentes
do fumo do tabaco que actualmente estdo a ser determinados, por exemplo, num
laboratorio alemdo é muito extensa (Anexo 1) e da uma ideia da complexidade e

perigosidade da mistura inalada por fumadores activos e passivos.

1.3.2 - Presencga de pesticidas no tabaco

Existem suspeitas e alguns resultados experimentais® sobre a presenga de pesticidas
sintéticos no fumo do tabaco (a nicotina é um insecticida natural do tabaco). Mas a
informagédo € ainda muito escassa e, tanto quanto se sabe, este tipo de compostos nio
estd a ser determinado em regime de rotina em nenhum laboratério europeu.
Investigadores alemies estdo ja a optimizar metodologias para a futura determinacgdo
de 20 pesticidas organoclorados, nos produtos do tabaco, entre os quais constam os
compostos encontrados no tabaco da Arménia, incluindo o 1,1-bis(4-clorofenil)-
2,2,2-tricloroetano (DDT) e seus derivados®™. As elevadas exigéncias cientificas e
tecnologicas de tais determinagdes levou a que s6 muito recentemente se comegasse a

27,28

sua investigagdo. Ndo obstante, sabe-se que na cultura do tabaco sdo usados
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pesticidas diversos: insecticidas, produtos quimicos para controlar as culturas
(adicionadas depois do corte das flores), fungicidas e outros compostos para facilitar
a maturagéo do tabaco no campo. Posteriormente, em armazém, sdo por vezes usados
pesticidas para eliminar roedores, baratas, etc. Entre os pesticidas de uso autorizado
na cultura do tabaco® encontram-se alguns compostos perigosos para a saude’’.
Porém, num documento do Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e
das Pescas/ Direc¢do Geral dos Produtos das Culturas (DGPC) sobre “Limites
Maéximos de Residuos (LMR) de Produtos Fitofarmacéuticos em Portugal” disponivel
na Internet”® pode ler-se a este propésito “As substdncias activas autorizadas
especificamente para (..) o tabaco também ndo tém LMR estabelecidos na lei, tal
como acontece em outros Estados Membros. Porém, a DGPC assegurou, mediante a
avaliagdo de risco, que os produtos transformados com origem (..) no tabaco, tratados
de acordo com as condi¢des de utilizagdo autorizadas, conduzem igualmente a uma

exposi¢do aceitdvel do consumidor aos residuos de pesticidas.”

Os pesticidas sdo substancias usadas com o fim de prevenir, destruir, repelir ou
atenuar pragas, tais como insectos, ratos ou outros animais, plantas indesejadas,
fungos, ou microorganismos como bactérias ou virus’'. Portanto abrange os
insecticidas, herbicidas, fungicidas, etc. Os pesticidas podem ser classificados,
conforme a sua constituigio quimica, em organoclorados, organofosforados,
triazinas, tiocarbamatos, uracilos substituidos, derivados de ureia e dinitroanilinas,

entre outros--.

Por sua vez, muitos pesticidas fazem parte de um grupo de compostos, mais amplo,
denominados poluentes organicos persistentes (POP’s), porque resistem a degradagio
quimica, fotolitica e bioldgica, permanecendo muito tempo no meio ambiente. A
maioria tem origem antropogénica. Alguns deles, tais como as dioxinas e furanos
formam-se, involuntariamente, em processos de combustdo. SZ0 compostos que
possuem baixa solubilidade em agua, mas alta solubilidade nos lipidos, o que tem

como principal consequéncia a sua acumulago nos tecidos adiposos. Esta
11
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caracteristica, aliada a sua persisténcia, potencia a sua perigosidade ao nivel da cadeia
alimentar e, consequentemente, os riscos de exposicdo dos consumidores de topo,
como € o caso do Homem. A sua semi-volatidade permite o seu aparecimento na
atmosfera e a adsorgdo em particulas atmosféricas, o que facilita o transporte aéreo a

longas distancias.

| O fabrico de alguns deles foi sujeito a fortes restri¢des, mas a sua utilizagdo € ainda
‘ r
; comum em muitos paises. E, nomeadamente o caso do DDT que vinte e cinco paises
\

estdo ainda autorizados a usar para combater a malaria, de acordo com as directrizes

da Organizagdo Mundial de Saude, até desenvolvimento de solugdes mais seguras.

Em Maio de 2001 foi assinada a Convengdo de Estocolmo, cujo principal objectivo é

|

|

|

|

i eliminar os doze POP’s considerados mais perigosos, onde se incluem cinco

pesticidas organoclorados, designadamente, aldrino, DDT, dieldrina, endrino e

i heptacloro. A convengdo determina a proibi¢do de utilizagdo de parte dessas doze

‘ substancias, embora com pequenas excepgOes para alguns paises, em determinadas
circunstdncias e apenas, para resolver problemas de satide publica 3. Como esses
compostos sd0 muito persistentes no meio ambiente (solos e sedimentos), os
respectivos residuos poderdo continuar a ser encontrados em produtos agricolas ou

em animais.
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1.4 - Amostragem e analise de compostos orgénicos

volateis e semivolateis

As técnicas instrumentais usadas para determinar quantidades vestigiais de
compostos orgénicos tém sido continuamente melhoradas, o que se traduz num
aumento da capacidade de detecgéio de uma cada vez maior variedade de compostos
em amostras ambientais. Em paralelo, também as técnicas de preparagdo das

amostras para analise estdo a evoluir no sentido de uma maior simplicidade e maior

fiabilidade.

1.4.1 - Preparagdao de padroes em fase gasosa para
estudos de adsorcao

Concentragdes estaveis e conhecidas de uma substancia na fase gasosa sdo, em geral,
muito mais dificeis de obter do que quando se trata de fases condensadas, em
particular de fase liquida por vérias razdes. Na fase gasosa a pressdes baixas, por
exemplo a pressdo atmosférica, as concentragdes dos analitos sdo, necessariamente,
muito baixas, pelo que as perdas por adsorgéo e efusdo se tornam muito significativas
e dificeis de eliminar. Se as misturas gasosas de concentragdo conhecida tiverem sido
preparadas a partir de compostos que podem existir no estado liquido nas condigdes
de pressdo e temperatura normais, os erros de diluicdo podem também ser elevados.
Além disso, o volume de gases (e logo as concentragdes) varia acentuadamente com a

pressdo e com a temperatura, ao contrario do que sucede com as fases condensadas.

Por outro lado, a amostragem de analitos a partir dessas atmosferas ¢ também dificil.
Além de fugas associadas ao procedimento de amostragem, a recolha de um volume
suficiente de amostra sem variag8o de pressdo obriga a introdugdo simultinea no

recipiente que contém o analito de um nimero de moles de um gas “branco”, igual ao

que esta a ser retirado.
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A obten¢do de uma concentragdo conhecida de um dado gas ou vapor pode ser obtida
de varios modos, designadamente os seguintes: (i) colocagdo, num recipiente que
possa ser fechado hermeticamente, de um volume conhecido da substincia em
estudo, no estado liquido, sabendo que, nas condi¢des de pressdo e temperatura
usadas, todo o liquido passara ao estado gasoso, isto €, o nimero de moles
introduzido ¢ inferior & correspondente presso de vapor dessa substincia a
temperatura considerada. A concentragdo do analito na atmosfera € calculada através
da equagdo dos gases ideais, corrigida para os gases reais, se tal se justificar; (ii)
colocagdo num recipiente que possa ser fechado hermeticamente, de um volume de
analito na fase liquida (ou solida), suficientemente grande para permitir que apos o
estabelecimento do equilibrio termodindmico, as duas fases liquido/vapor ou
sélido/vapor, coexistam. A concentrago de vapor do analito, apds se atingir o
equilibrio, sera a correspondente a pressdo de vapor (ou pressdo parcial, se se tratar
de mistura) dessa substdncia nas condigdes de pressdo e temperatura usadas. Estes
dois processos sdo normalmente designados por estdticos; (iii) existem também
métodos designados por dindmicos, que se baseiam na utilizacdo de tubos de

permeacgdo.

A utilizagdo de tubos de permeagdo para produzir solugdes gasosas padrdo foi
documentada, pela primeira vez, em 1969, por O'Keefe e Ortman®*. O principio
basico deste método consiste na efusfio de um gas ou vapor através de uma
membrana polimérica, a intensidade (ou taxa) de emissdo muito baixas. Um tubo de
permeagdo ndo € mais do que uma sec¢do de um tubo selado de politetrafluoretileno
(PTFE) inerte, contendo um gas liquefeito ou um liquido volatil. Quando exposto a
um fluxo de ar (ou gas inerte) controlado, o tubo de permeagéo € capaz de manter
uma emissdo baixa e constante de gas ou vapor da substincia que esta dentro dele. A
medi¢do rigorosa da perda de massa do tubo de permeagdo, durante um dado periodo
de tempo, rigorosamente medido, constitui um método gravimétrico de calibragdo do

sistema, permitindo assim obter atmosferas com concentragdo conhecida de um dado

14




Generalidades

gés ou vapor. A concentragdo do gas ou vapor na atmosfera controlada, expressa em
ppm (v/v), é calculada através da razdo fluxo de permeagio/fluxo de gas diluidor, tal
como se mostra na Figura 1.1. A intensidade de efus3o no € uma fung8o linear da
temperatura. Portanto, a temperatura deve ser mantida constante durante as
experiéncias. Para além da temperatura, a intensidade de emissdo depende da
diferenga entre a presséo externa e interna, espessura da parede do tubo e da area de

superficie (e consequentemente comprimento) do tubo.

. e ¥
Tubo de permeacdo
Composto
- _L :
F N C= F X 10
—
- ---Pf
f=Emissdo do composto & temp. T F=Fluxo do gds diluidor C=Concentragdo
5 LA S, e

Figura 1.1 - Tubo de permeacao

Um parametro muito importante na calibragdo de um sistema gasoso usando tubos de
permeacédo € o tempo necessdrio para se alcangar o equilibrio de efusdo e para que a
perda de massa liquida no tubo seja mensuravel. Poderfo ser necessarios de dois a
cinco dias a temperatura constante (+ 0,1 °C para 1% de precisdo), sob um fluxo
constante de gas de arraste. O tempo dependera da intensidade de efusdo permitida
pelo tubo de permeacdo e da sensibilidade do sistema de pesagem. Para testar se a
efusdio é constante a literatura®™ sugere que o tubo seja removido rapidamente do
sistema, pesado e recolocado no sistema, até se verificar uma perda de massa, por

unidade de tempo, constante. Este procedimento é muito pouco pratico, uma vez que
15
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a remoc¢do do tubo para pesagem exige depois um longo periodo de espera para

estabilizacdo do sistema.

Os tubos de permeacdo podem ser adquiridos prontos a usar ou vazios e cheios no

laboratério de acordo com o método proposto por O’Keefe e Ortman™.

1.4.2 - Amostragem de gases e vapores

Para a recolha de amostras a partir de uma dada atmosfera recorre-se frequentemente

a um destes procedimentos:

(i)  seringas de gases, onde se recolhe um volume de gas de modo semelhante

ao que se usa para recolher um liquido em seringa;

(ii) tubos com enchimento adsorvente através do qual se faz passar (usando

uma bomba de suc¢@o) um volume medido rigorosamente de gas ou vapor;

(iii) microextraccdo para fase solida (Solid Phase Microextraction - SPME).
Este processo pode ser usado para amostragem de compostos organicos
presentes em quantidades vestigiais, quer na forma de vapores quer na
forma liquida. Como este processo foi utilizado ao longo deste trabalho sera

descrito, em detalhe, na sec¢do seguinte.

1.4.3 - Microextracgédo para fase sélida

A SPME ¢ uma metodologia de extracgdo, recentemente desenvolvida, que apresenta
muitas vantagens relativamente aos métodos analiticos tradicionais, por combinar
amostragem, pré-concentracfo e a transferéncia directa (num s passo) de analitos

para um cromatografo’ .

A parte fulcral da SPME reside numa fibra de silica (ou outro material adequado)
com cerca de um centimetro de comprimento, que esta revestida com um polimero

que tem afinidade para as espécies quimicas que se pretende amostrar.
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Os revestimentos das fibras diferem uns dos outros néo sé pelo tipo de revestimento
mas também na espessura, uma vez que ambos influenciam a adsorg¢do/absor¢do dos

analitos™®.

Geralmente, os compostos volateis requerem revestimentos espessos, enquanto que
revestimentos com menor espessura sdo mais eficientes para analitos semi-volateis. A
escolha da fibra ¢ feita em fun¢do da polaridade dos analitos que se pretende estudar.
Para SPME associada a cromatografia gasosa, usam-se principalmente cinco
revestimentos: polidimetilsiloxano (PDMS), polidimetilsiloxano-divinilbenzeno
(PDMS-DVB) e carboxen-polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) com maior afinidade
para compostos apolares e poliacrilato (PA) e carbowax-divinilbenzeno (CW-DVB),
ambas de caracteristicas polares. O desenvolvimento de novos revestimentos reside,
essencialmente, na necessidade de encontrar materiais mais especificos e mais

estdveis para a extracgdo de diferentes analitos®’.

Na Figura 1.2 encontra-se esquematizado um sistema para SPME.
Embolo

Ranhura em forma de Z _
— Agulha

i: H
5 * Encaixe da fibra

Septo de vedagao Ficra de silica revestida

Figura 1.2 - Diagrama de um sistema de SPME3®

17




Generalidades

A fibra estd ligada a um émbolo de ago inoxidavel montado num suporte que se
assemelha a uma microseringa modificada. O émbolo desloca a fibra para fora e para

dentro da seringa.

O processo de SPME esta esquematizado na Figura 1.3. Para usar a unidade de
SPME em laboratdrio, o operador tem de perfurar o septo que veda o recipiente que
contém a amostra (frasco de vidro ou saco de gases) e descer o émbolo, expondo,
dessa forma, a fibra 3 amostra (que pode ser liquida ou gasosa). Os analitos orgénicos

serdo adsorvidos/absorvidos no revestimento da fibra.

Extraccdo

Recolhe da fibra/
Perturagao do septo remegao da aguiha
no frasco de amostra
Exposicdo da fibra de
SPME/extraccao dos analitos

Desadsorgao Recolha da tioraf

remocao do agulha

Colocogao da oguha

no injector do GC Exposicao da fiory
Desadsorgdo dos analifos

Figura 1.3 - Processo de microextracgdo para fase sélida®
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Apos a amostragem (idealmente devera esperar-se o tempo necessario para se
estabelecer o equilibrio do analito entre a fibra e a amostra) a fibra é recolhida,
novamente, para dentro da agulha, e a unidade é retirada do contentor da amostra.
Logo de seguida, a agulha ¢ introduzida no injector do cromatografo onde a fibra é de
novo exposta, os analitos sdo termicamente desadsorvidos, sendo libertados na coluna

de um GC, ou na interface SPME/HPLC.

Quando a fibra € exposta no “headspace” de um recipiente que contém a amostra, a
quantidade de analito adsorvido a fibra em situag@o de equilibrio é, a temperatura
constante, directamente proporcional a concentragdo do analito na amostra liquida e
obedece a equagdo (1)**.

K.V,CY,

n= (1)
Kﬁ,Vf +K, .V, +V,

Onde n € a quantidade de analito, V. V), e V, sdo os volumes do revestimento da
fibra, do headspace e da amostra liquida, respectivamente. Cy € a concentragio inicial
do analito na amostra e Ky e K;, sdo as constantes de distribuicdo entre o

revestimento e o analito e entre o headspace e o analito, respectivamente.

Na auséncia de “headspace” (fibra mergulhada na amostra liquida), os termos Kp,Vy,

no denominador podem ser eliminados, obtendo-se assim a seguinte equagio:

_KCl

= ()
K,V +V,

Ambas as equagdes mostram que a relagdo entre a concentragdo inicial do analito na

amostra e a quantidade de analito adsorvido pela fibra é linear.

Como os revestimentos usados em SPME sdo escolhidos de forma a terem afinidade
elevada para os compostos organicos a ser extraidos, os valores de Ky, para estes

analitos sdo elevados. No entanto, os valores de Ky, raramente sdo suficientemente
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grandes para extrair exaustivamente o composto da matriz da amostra, razéo pela
qual a SPME é um método de amostragem em equilibrio. Através de uma calibragédo
adequada, a SPME pode ser usada para determinar a concentragdo de analitos numa

amostra.

A equagdo (2) também mostra que se o volume da amostra, V,, for suficientemente
grande, a quantidade de analito extraido pela fibra nfo dependera do volume da

amostra. Este facto torna a SPME ideal para amostragem e analise no campo.

A quantidade de analito retida na fibra aumenta com o tempo de exposi¢do até se
atingir a situacdo de equilibrio, como ilustra a Figura 1.4. Porém, desde que se
verifique experimentalmente que o sinal analitico ¢ mensurdvel e tem precisdo
aceitavel pode-se usar tempos de exposi¢do inferiores ao valor de equilibrio.
Obviamente, tal procedimento implica que o processo de calibragédo seja realizado em
condi¢des experimentais rigorosamente idénticas as da extraccdo de analitos das

amostras.
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Figura 1.4 - Ilustragdo para trés compostos, da variagdo do sinal obtido por meio de
SPME em fungdo do tempo de exposicdo™.
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1.4.4 - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa (GC/MS)

Na grande maioria dos problemas analiticos, as amostras sdo apresentadas sob a
forma de misturas mais ou menos complexas. O grande impacto dos métodos
cromatograficos reside na sua capacidade para separar os componentes presentes
numa mistura. Porém, o processo cromatografico ndo possui, em si mesmo,
capacidade analitica, exigindo a associagdo a um detector adequado. Um método
cromatografico ndo sendo um método absoluto de analise, s permite analisar
componentes cuja existéncia na amostra possa ser confirmada através do tragado de
cromatogramas para solugdes padrdo. No entanto, a identificagdo inequivoca de uma
espécie quimica so sera possivel se se dispuser de um detector especifico, isto é, de
um sistema de deteccdo tal que gere para cada substincia detectada informagéo
caracteristica e susceptivel de a distinguir de todas as outras. E o caso da detecgdo por

espectrometria de massa.

Quando substancias puras, em fase gasosa, sdo introduzidas num sistema de alto
vacuo, onde as suas moléculas se movem livremente, estas podem ser excitadas pelo
fornecimento de energia até um ponto em que, por razdes de estabilidade, algumas
ligagbes se quebram e, simultaneamente ocorre ionizagdo da molécula (ido
molecular) e de fragmentos da mesma. Os diferentes ides gerados, idealmente apenas
de carga +1, podem ser separados, por ac¢do de um campo magnético, de acordo com
a relagdo massa/carga (m/z) dando origem a um padrdo de distribui¢do bem definido
do nimero de ides presentes (intensidade do sinal) por cada valor daquela relagéo.
Este padrdo de distribuicdo é chamado o espectro de massa e contem informacgéo
Unica, caracteristica de cada substancia (desde que o problema das interferéncias seja

devidamente controlado). Os instrumentos capazes de produzir espectros de massa

sdo designados, de um modo geral, por espectrometros de massa.
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Se os componentes de uma mistura, separados por cromatografia, forem introduzidos
num espectrometro de massa a medida que eluem da coluna e os seus espectros de
massa registados pode-se afirmar que o espectrometro de massa se transforma num
detector especifico para cromatografia, uma vez que cada substancia origina agora
um “sinal” caracteristico e unico. Este € o principio da técnica designada por
cromatografia gasosa com detec¢do por espectrometria de massa (GC/MS), que foi
usada neste trabalho. O elevado poder separativo da cromatografia gasosa pode,
assim, por associacdo em linha (hifenag@o) com o elevado potencial identificativo da

espectrometria de massa, tornar-se numa ferramenta analitica poderosissima.

Em GC/MS os eluatos do cromatografo passam directamente no espectrometro de
massa, e este regista a corrente total relativa a todos os ides com diferentes massas,
num intervalo amplo, seleccionado. O cromatograma da Figura 1.5 ¢ um grafico da
corrente de ides total em fung@o do tempo de eluigdo, obtido a partir de um padrio

muito simples s6 com tolueno.

MCounts 06-12.2002_001.5MS RIC all

. -

; = L

minutes

Figura 1.5 - Cromatograma de uma amostra de tolueno
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A unidade das ordenadas “Mcounts = Megacounts” (total de ides adquiridos x 10
corresponde a intensidade do sinal fornecido pelo equipamento e estd directamente
relacionado com o nimero de ides detectados pelo espectrometro de massa. E uma
unidade arbitraria. No caso de amostras simples este tipo de cromatograma é
suficiente, ndo sendo necessario recorrer ao espectro de massa (mostrado na Figura
1.6 para tolueno) onde estdo identificados os diferentes fragmentos (massa do ido em
unidades de massa atomica (u.m.a.), dividida pelo valor da carga eléctrica desse id0)
por comparagdo com os dados de uma biblioteca de espectros conhecidos e existentes

no software do sistema.

Muitos ides t€ém uma carga unitaria, pelo que m/z é normalmente equivalente a massa

do ido, em u.m.a.
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Figura 1.6 - Espectro de massa do tolueno

Os espectrometros de massa mais modernos e sofisticados permitem a utilizagdo de
um método denominado armazenamento do ifio seleccionado (do inglés “Selected Ion
Storage”, SIS). Este método € vantajoso na andlise de amostras complexas, quando

ndo se deseja adquirir todos os ides num dado intervalo de m/z, para minimizar

interferéncias. Por exemplo, numa amostra de tabaco que apresenta uma matriz
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bastante complexa, na qual se queria analisar heptacloro, as massas que interessa
adquirir sdo a 100, 272, 274 u.m.a., por corresponderem aos ides de carga +1 que
apresentam um sinal mais intenso no respectivo espectro de massa (existem bases de
dados de espectros de massa para numerosas substincias). Escolhe-se, portanto, para
armazenamento na armadilha de ides, um intervalo de 99 a 101 e outro de 271 a 275
u.m.a. Este processo elimina outros ides (interferentes que apresentam massas muito
proximas destes valores) da armadilha de ides e assegura uma melhor sensibilidade e

qualidade do espectro para o intervalo pretendido.

E, ainda, possivel eliminar um ifo que esteja num intervalo pretendido, mas que seja
de um interferente. No exemplo dado para o heptacloro, se aparecer no espectro um
ido com razdo massa/carga de 273 com grande intensidade, este s6 pode ser devido a
um outro composto da matriz, logo, € de todo o interesse rejeitd-lo, de modo a ndo
comprometer a qualidade dos resultados. No tragado do cromatograma com sistema
SIS € possivel eliminar interferentes no processo de céalculo das areas do pico. Para
tal, fornece-se ao computador as razdes massa/carga que devem ser usadas nos
calculos. O programa usara, dos dados armazenados, apenas aqueles que interessa
considerar (no caso do heptacloro apenas as intensidade dos sinais para 100, 272 e
274 um.a.) e desprezara os restantes. O cromatograma sera refeito, bem como o

calculo das areas dos picos.

1.4.5- Cromatografia Gasosa acoplada a Captura
Electronica (GC/ECD)

O detector de captura electronica (ECD) é normalmente usado para analise de
compostos que tém elevadas afinidades electronicas, como pesticidas clorados,
drogas, e os seus metabolitos. Este detector é algo selectivo na sua resposta, sendo
altamente sensivel a moléculas contendo grupos electronegativos: halogéneos,
peréxidos e grupos nitro. E insensivel a grupos funcionais como aminas, alcoois e

hidrocarbonetos.




Generalidades

O detector opera passando o efluente da coluna de cromatografia gasosa sobre um
emissor radioactivo de particulas beta (), normalmente %Ni ou *H adsorvido numa
pelicula de platina ou titdnio. Um electrdo do emissor ioniza o gas de arraste (He, Ar
e/ou N;) e produz um feixe de electrdes. Cerca de 100 electrdes secundarios sdo
produzidos por cada particula B inicial. Parte destes electres serdo capturados, por

colisdo, pelas moléculas da amostra provocando a sua ionizag#o.

A populagio electronica na célula do ECD ¢ recolhida periodicamente aplicando um
curto impulso de voltagem aos eléctrodos da célula e a corrente resultante é
comparada com a corrente de referéncia. Quando moléculas de analito com afinidade
electronica elevada entram no detector, elas sdo capazes de captar alguns electrdes. O
detector responde variando a frequéncia dos impulsos de voltagem entre o 4nodo € o
catodo de modo a manter uma corrente eléctrica constante. O modo como varia a

frequéncia dos impulsos esta relacionada com a concentragéo do analito na amostra.
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2 - Descricao Experimental

2.1 - Aspectos gerais

2.1.1 - Reagentes e materiais

Os reagentes utilizados ao longo de todo o trabalho foram tolueno (Merck para
analise), metanol (Panreac para andlise), uma mistura padrdo, com concentragio
certificada de 18 pesticidas da Sigma, com a designagdo TCL — Pesticidas mix 2000
pg/cm’® (de cada pesticida) em tolueno:hexano (50:50) e dieldrina ref. 291218,

Aldrich. Usou-se agua desionizada com condutividade inferior a 0,1 puS/cm.

Todo o material de vidro para medi¢des volumétricas (baldes volumétricos e pipetas),
era de classe A. Na medigéo de volumes exactos foram utilizadas pipetas de marca
Gilson, periodicamente calibradas por gravimetria, de capacidades 10, 5 e 1 cm’ e
100 e 20 mm’. Estas pipetas utilizam pontas descartéveis que foram trocadas apos
cada medigdo. Para medir volumes de amostras no estado gasoso foi utilizada uma

seringa de gases VICI, série A-2 de 25 mm’.

As amostras foram preparadas e/ou guardadas em frascos de 22 cm’® de vidro

providos de um septo de politetrafluoretileno (PTFE)/silicone, ambos da Supelco.

As fibras usadas em SPME foram de PDMS 100 um, da Supelco, para pesticidas e a
PDMS/DVB 65 pum, da Supelco, para tolueno.

2.1.2 - Acondicionamento e descontaminagcdao do material

Os compostos organicos foram sempre manipulados dentro de uma hotte.

Antes de serem utilizados, os septos foram acondicionados a 250 °C durante uma

hora, tal como € indicado no seu folheto informativo. Os septos eram usados uma s6
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vez, visto que ficavam perfurados, perdendo assim a sua capacidade de vedar os

frascos.

As fibras de SPME eram acondicionadas (descontaminadas) no inicio de cada
utilizagdo sujeitando-as a temperatura de 250 °C durante 30 minutos. Esta operagéo

era realizada no injector do GC.

Todo o material, antes da primeira utilizagdo e depois de utilizado e devidamente
lavado, era descontaminado em acido nitrico, a 20% v/v, durante, pelo menos 24
horas. Apos esse periodo o material era lavado com agua desionizada e colocado
numa estufa (especialmente destinada a este fim) a 60 °C para secar. Apenas as
tampas dos frascos de 22 cm® ndo podiam ser imersas em HNO; porque causava a sua
deterioragdo. Por isso e também porque nunca entravam em contacto com a amostra,
uma vez que um septo se entrepunha entre a tampa e o conteiido do frasco, as tampas

eram apenas lavadas com agua desionizada e colocadas a secar.

A maquina de fumar era completamente desmontada e descontaminada, com

ndo interferissem no de outra marca. Seguia-se a recolha do fumo.

|
\
|
ﬁ
metanol, antes de cada analise para que residuos do fumo de uma marca de cigarros 1
Para limpeza da coluna do GC, o forno da coluna era, diariamente, colocado a ‘
temperatura maxima do programa a utilizar (adiante indicada), durante 30 minutos (o0
mesmo periodo de tempo de limpeza da fibra). Apos este tempo, era tragado um
cromatograma na presen¢a da fibra para confirmagdo da auséncia de contaminantes

no sistema.
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2.2 - Estudo de adsorcdo de tolueno a graos de

polen
2.2.1 - Obtencao de atmosferas com concentracdao de
tolueno conhecida

Para obter uma atmosfera de concentragio de tolueno conhecida concebeu-se e

optimizou-se o sistema dindmico que esta esquematizado na Figura 2.1.

S,
Local de recolha O ——
VWK 4oy
i

da mistura g aw o
para andlise de ‘U
folueno
G =>=lubo de teflon Tubo de permeacao
Mistura gasosa
COM vapores === /\1‘;
de toluenc , \
Agua termostatizada
Rotadmetro
Baldo de 100mL
de capacidade

Gas de arraste

Figura 2.1 - Sistema dindmico concebido para originar concentragdes de vapor de tolueno
conhecidas

O tubo de permeacido (Kin-Tek, com 6 cm de comprimento) foi enchido com tolueno
liquido. Comegou por se optimizar o sistema em termos de fluxo de gas de arraste
(medido com um rotdmetro Gilmont, modelo GF-2260 — escala 20 a 2100 cm’/min
devidamente calibrado, por meio de um calibrador primario de marca Gilian modelo
Standard Flow Cell P/N 800266-1), temperatura e tempo necessario para obter uma
concentragdo de vapor de tolueno constante e conhecida. A temperatura do sistema
foi mantida constante por circulagdo da dgua termostatizada (cabega de aquecimento

Selecta TetronBio). Durante a optimizac¢8o do sistema a concentragéo de vapor de
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tolueno a saida do baldo era medida periodicamente. Para tal a amostra de ar era
recolhida em tubos de ago contendo Tenax-TA (Supelco), desadsorvida termicamente

(Dani 3350) em linha com um GC/MS (Agilent Technologies 6890N/ Agilent

Technologies 5973), com uma coluna cromatografica HP-PONA, 0,2 mm x 50 m x
0,5 um. Estas determinagdes foram realizadas, por um técnico especializado, no |
“Laboratorio da Qualidade do Ar Interior” (LQALI), criado em parceria entre a FCUP
(Prof. Doutora M. T. Vasconcelos) e o IDMEC-FEUP (Prof. Doutor E. O.
Fernandes), seguindo a norma ISO 16017 — 1:2000, sendo os resultados regularmente

testados através de programas de intercalibragdo laboratorial.

As amostras para medir a concentragdo de tolueno presente na atmosfera urbana,
foram recolhidas em tubos de a¢o contendo Tenax-TA (Supelco), ao nivel do 1° andar
na Rua do Campo Alegre, no dia 14 de Janeiro de 2004, entre 18h30m e as 19h30m
(hora de maior trafego). A andlise foi, posteriormente realizada pelo técnico no

LQALI, nas condi¢des indicadas no paragrafo anterior.

2.2.2 - Obtencao e tratamento do pdlen

O polen utilizado foi extraido directamente dos estames do androceu de flores

naturais (lilio e Cryptomeria japonica).

Para obter pdlen a partir de flores de lilio, colocou-se uma quantidade conveniente de
estames de lilio num almofariz e adicionou-se cerca de 50 cm’ de agua desionizada.
Seguidamente, esmagaram-se bem os estames para libertar o pélen. Removeram-se
os estames, por filtragdo através de uma rede de nylon de 20 um de porosidade, e
transferiu-se a suspensdo de pdlen em 4gua para tubos de centrifuga de 50 cm’.
Procedeu-se a uma centrifugacéo (J.P. Selecta, modelo Mix Tasel 7000575) durante
20 minutos a 3000 rpm, decantou-se, rejeitou-se a fase liquida e deixou-se o polen a

secar durante 48 h, a temperatura ambiente.
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Relativamente ao pélen de Cryptomeria japonica, este foi recolhido directamente da
planta no Jardim Boténico, por agitagdo dos androceus dentro de uma caixa de petri,

onde ficava depositado apenas o polen.
O polen era conservado em exsicador com gel de silica até a sua utilizagdo.

Para todas estas operagdes contou-se com o apoio da Lic. Helena Ribeiro,
investigadora do grupo de Palinologia do Departamento de Botanica da FCUP

(coordenadora Prof. Doutora Ilda Noronha).

2.2.3 - Determinagdes analiticas de tolueno

As determinagdes analiticas de tolueno recolhido por SPME foram realizadas num
equipamento GC Varian, modelo 3900, acoplado a um detector de massa, Varian,
modelo 2100T. O cromatografo dispunha de um sistema de injec¢do para SPME e
estava equipado com uma coluna de separagdo Varian, referéncia CP-SIL 8 CB low
bleed/MS, com 60m (comprimento) e 0,250mm (didmetro interno) de dimensdes, e

0,25 pm de espessura de filme.

Os programas de temperatura a que se sujeitou a coluna cromatografica no forno do
cromatdgrafo foram estabelecidos com base em informagdes da literatura® e também
em testes experimentais prévios. As condi¢des instrumentais optimizadas utilizadas

foram as seguintes:

Rampa de aquecimento do forno da coluna: 40°C e, 160°C

Temperatura do injector: 240 °C
Temperatura da linha de transferéncia: 170 °C

Temperatura da armadilha de ides: 150 °C

Intervalo de aquisicdo de massas: 40 — 95 m/z
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O injector permitia reparti¢do/ndo reparticdo (“split/splitless”) do fluxo gasoso, e foi
mantido com a vélvula de reparti¢do fechada durante 6 minutos, para desadsor¢édo do
analito da fibra de SPME. Seguidamente a véalvula de reparticdo abria com um “split”
de 15, mantendo-se assim até ao término do tracado do cromatograma. O caudal do

gas de arraste (hélio, 99.9999%) foi de 1,0 cm® min™".

O equipamento GC/MS era, antes de cada dia de trabalho, verificado e ajustado. Para
se verificar e ajustar o detector era realizado um “auto-tune”. Durante este
procedimento o aparelho verifica a razdo ar/agua (se este valor for superior a 10
significa que existe um problema no sistema de vacuo), calibra a armadilha de ides,
ajusta o multiplicador de electrdes e calibra o sistema de determinacdo das massas

através de um gas de calibragdo.

2.2.4 - Solugoes padrao de tolueno em sistema estatico

Para testar e optimizar a resposta da fibra de SPME (PDMS/DVB 65 um) comegou
por se preparar uma solugdo contendo 4,7x10" mol dm™ de tolueno em metanol (1

3 num baldo

cm’ de tolueno medido com uma micro pipeta Gilson de 1 cm
volumétrico de 20 cm’). Desta, preparou-se uma solugo 2,36x10™ mol dm™ e desta
retiraram-se seis tomas de 5 mm’ (micro pipeta Gilson de 20 mm”®) para seis frascos
de vidro de 22 cm’. Deixou-se vaporizar toda a solugdio durante 24 h obtendo-se
assim [tolueno|ymestera = 49,4 mg/m3. Usando uma seringa de gases de 25 mm’,
retirou-se de um desses frascos para outro de 22 cm’ (vazio e seco) um volume de gas
de 25 mm’. O tempo de recolha de vapor na seringa foi de 3-4 minutos (ndo
controlado com rigor). De outro dos frascos retirou-se apenas 20 mm’ e assim
sucessivamente até retirar apenas 5 mm’. Obteve-se assim concentra¢des de tolueno

variaveis entre 11,2 pg/m’ e 56,2 ug/m’.
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2.2.5 - Exposicao de pélen a tolueno

Para estudar a adsor¢do de tolueno a podlen pesava-se, para o baldo do sistema da
Figura 2.1, uma massa conhecida de pdlen seco. O baldo com o polen era colocado,
durante um certo periodo de tempo rigorosamente medido, no sistema que gerava
uma concentragdo constante e conhecida de vapores de tolueno. O tempo de

exposigdo variou entre 2 e 72 horas dependendo da experiéncia (ver 3.2 adiante).

2.2.6 - Extracgao do tolueno adsorvido no pdlen

Apos exposi¢do do polen a uma atmosfera enriquecida com vapores de tolueno,
retirava-se o baldo do sistema da Figura 2.1 e, de imediato, pesava-se rigorosamente
(em balancga Mettler Toledo AG245, sensivel a 0,01 mg) uma toma de pélen para um
frasco de vidro de 22 cm’. Adicionava-se 10 cm’ de metanol e fechava-se
hermeticamente o frasco. Submetia-se a mistura, a temperatura constante de 40 °C
(banho termostatizado por cabega de circulagdo Selecta Tetron Bio), com agitagdo
(agitador magnético, Framo-Geratetechnik, M21/1), durante 30 minutos.
Seguidamente, introduzia-se a unidade de SPME no “headspace” do frasco com a
amostra durante 20 minutos, mantendo a agitagdo e a mesma temperatura, apos o que
se procedia a andlise do tolueno adsorvido a fibra por GC/MS. As condigdes

experimentais aqui referidas foram objecto de optimizagéo prévia, que sera descrita e

discutida em 3.1.
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2.3 - Estudo da presenca de pesticidas em tabaco

nacional

2.3.1 - Amostras de cigarros para analise

Os estudos incidiram sobre cigarros adquiridos no mercado em diferentes datas e
locais de venda da regido do Porto entre Maio e Agosto de 2004. Adquiriu-se dois

magos de cada marca, e cinco marcas diferentes, designadas por A, B, C, D e E.

2.3.2 - Geragao e recolha do fumo do tabaco

Para gerar fumo de cigarros utilizou-se um equipamento especialmente concebido
para o efeito, de origem alemd, Borgwaldt modeloRM1/Plus (Figura 2.2) cujas

especificagdes satisfazem as normas ISO 3308 e ISO 4387.

Figura 2.2 - Vista geral da mdaquina usada para gerar o fumo do tabaco

Este equipamento imita o funcionamento do pulmdo humano através do
deslocamento de um é€mbolo no interior de uma cavidade cilindrica, permitindo
fumar cigarros individuais mecanicamente. Cada cigarro foi fumado em condigdes
previamente estabelecidas e padronizadas, designadamente: 35 c¢cm’ de volume de
puxada de ar, 2 s de duragdo de puxada de ar e 58 s de pausa entre puxadas de ar

sucessivas. Na pausa entre puxadas de ar o cigarro continua a arder mas nenhum
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fumo era aspirado. O valor do volume de cada puxada de ar era verificado por meio
de um medidor de fluxo de bolha de sabdo. A quantidade de cigarro a ser fumada foi
controlada por meio de um detector de infravermelho que se move até a posigdo
desejada (comprimento de cigarro a queimar). Na pratica, a forma como o cigarro ¢é
queimado depende também das condi¢des atmosféricas, particularmente da
velocidade do ar junto ao cigarro. A norma ISO 3308 prescreve uma velocidade de
fluxo de ar junto ao cigarro de 200 + 30 mm/s. Este de fluxo de ar é medido com um
anemometro colocado no canal de fluxo de ar, de forma a medir esse fluxo no lugar
onde fica a ponta do cigarro a arder. A maquina possui no fundo do “corredor de
fluxo de fumo” um sistema que aspira o fumo que se produzir na combustao/pirdlise
do cigarro e que ¢ emitido directamente para a atmosfera. Esse fumo € depois
encaminhado por um tubo para o exterior da maquina. Por isso o equipamento estd

colocado numa hotte, para ndo contaminar o ambiente do laboratério.

O cigarro é acendido manualmente usando um acendedor eléctrico externo. Na
realidade, alguns outros métodos de igni¢do podem contribuir com mensuraveis

quantidades de analitos na fase de vapor, contaminado a amostra.

O sistema estd equipado com dois suportes para filtros (Borgwaldt Technik GmbH,
ref® 80202851) de fibra de vidro de 44 mm de didmetro. A parte rugosa do filtro é
colocada voltada para a entrada do fumo. O primeiro filtro esta ligado ao suporte
onde o cigarro € colocado para ser queimado, de modo a filtrar imediatamente o fumo
produzido. Foi neste filtro, apds a maquina ter fumado, sucessivamente, 5 cigarros da
mesma marca, que foi investigada a presenca de pesticidas. Foi também nesta posigéo
que se expOs polen ao fumo de tabaco, colocando-o antes do filtro. Um segundo
filtro, chamado de seguranca, estd ligado ao primeiro por um tubo e estd colocado
antes da seringa (ou “pulméo” da maquina) e tem como principal fungdo garantir que

a fase particulada fica completamente retida e ndo passa para o interior do

equipamento.
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As amostras correspondentes ao fumo aspirado durante as puxadas de ar foram
recolhidas & saida do equipamento para sacos Tedlar”, construidos em filme de PVF
(fluoreto de polivinilo) transparente, que sdo adequados para armazenar compostos na
forma gasosa. O material dos sacos € inerte a maioria dos gases. Os sacos possuem
uma valvula que permite admitir ou remover gés do saco, para além de possuirem um
septo para o mesmo fim. Foi no interior de um saco de Tedlar® que se expds polen ao
fumo de tabaco. Para tal, o saco teve de ser cortado de um dos lados e depois voltado

a fechar.

2.3.3 - Extracgao de pesticidas do tabaco e de particulas do
fumo

Os pesticidas foram extraidos da amostra solida (tabaco ou filtros expostos na
maquina de fumar onde ficava retida a fase particulada do fumo de cigarros) e
analisadas seguindo, de perto, um método da literatura para determinagdo de
pesticidas organoclorados em plantas medicinais*'. Este método, que foi aplicado
apenas com pequenas alteragcdes de pormenor, consistiu em submeter o substrato
(tabaco de um cigarro ou um filtro onde haviam sido retidas as particulas de fumo
inalavel), imerso em 3 cm’ de 4gua desionizada, & accdo de micro-ondas (sistema
Milestone 1200 Mega), a alta pressdo durante 10 minutos. Comegou por se usar uma
poténcia de 520 W, mas passou-se a usar apenas 250 W, para reduzir as perdas por
excesso de pressdo (abertura da valvula e libertagdo de gas para o exterior). Apés a
extrac¢do, os extractos aquosos foram filtrados, sob pressdo, usando filtros de 13 de
vidro (para evitar a reten¢do de pesticidas durante esta operagdo). Para a andlise de
pesticidas no tabaco juntavam-se os extractos de varios cigarros (15 na maioria dos
casos) diluidos a 100 cm’. No caso dos filtros foram efectuadas duas extraccdes
consecutivas a cada filtro, sendo depois as solugdes misturadas para analise e os
extractos de cada um dos filtros analisados individualmente, apés dilui¢do a 20 cm®

com 4gua desionizada. Para analise dos extractos do tabaco ou do fumo, 20 cm’ de
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extracto era introduzido num frasco de 22 cm’ que era fechado hermeticamente.
Punha-se a solugdo em agitacdo (agitador magnético) a temperatura ambiente,
introduzia-se e imergia-se na solugdo a fibra de SPME durante 90 minutos.
Seguidamente, procedia-se a andlise dos compostos adsorvidos na fibra por
cromatografia gasosa. Para identificagdo dos sinais observados no cromatograma,
amostras dopadas com uma aliquota de solugdo padrdo de mistura de pesticidas (cada
pesticida numa concentragio de 13 pg/dm’) foi seguidamente analisada. O volume de

padréo adicionado variou, normalmente, entre 5 e 20 mm’.

Nao foi possivel testar a percentagem de recuperagdo do processo de extracgdo por
ndo existir material de referéncia no mercado para pesticidas organoclorados em
plantas. Também ndo foram feitos testes de recuperagéo, em grande parte por falta de
tempo. Como se tratou de um estudo exploratorio, a detecgdo consistiu o objectivo
prioritario. Faz-se notar que esta metodologia exige um tempo muito elevado para
processamento da amostra. Além do tempo de anélise a que ja se fez referéncia (90
minutos de extrac¢do para SPME, mais 40 minutos para a desadsrog¢do térmica e
tracado do cromatograma, por ponto experimental), para obter o fumo necessario ao
estudo de uma amostra é necessario um dia de trabalho. Outro dia é requerido para

preparar os extractos aquosos.

Para averiguar a presenca de pesticidas na frac¢do gasosa do fumo, exp0Os-se durante
90 minutos, a 23 °C (temperatura do laboratorio), a fibra de SPME no interior do saco
de gases onde havia sido recolhido o fumo de 5 cigarros de uma mesma marca,

procedendo-se de imediato a analise dos compostos adsorvidos.

Todos os procedimentos foram acompanhados de anélise de brancos do processo total

para testar eventuais contaminagdes durante a manipulagédo da amostra.
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2.3.4 - Determinacoes analiticas

Na andlise de pesticidas usou-se 0 mesmo GC/MS Varian utilizado nas analises de

tolueno, nas condi¢Ges instrumentais seguintes:

Rampa de aquecimento do forno da coluna:

40 oC 30°C/min 3 160 oC 5°C/min s 275 OC 30°C/min 3 300 oC

(5 min) (3 min)
Temperatura do injector: 250 °C

Temperatura da linha de transferéncia: 220 °C
Temperatura da armadilha de ides: 180 °C

A aquisi¢do de massas no MS foi realizada com recurso ao sistema SIS.

Este programa havia sido ja utilizado anteriormente (para determinagdo de pesticidas

? usando no detector de MS, o modo de varrimento total

em sedimentos estuarinos’
entre 50 e 400 m/z) e tinha-se constatado que permitia obter resposta linear para

concentragdes dos pesticidas entre 0,87 pg/dm’ e 2,1 pg/dm’.

Dada a complexidade da matriz das amostras, a analise dos cromatogramas tragados
com varrimento total de massas € muito complicado. Por isso, recorreu-se a um
programa de armazenamento de ides seleccionados (SIS). Com base nos dados ja
disponiveis sobre os tempos de retengdo dos pesticidas, estabeleceu-se inicialmente o
programa para aquisicdo de ides caracteristicos apresentado na Tabela 2.1. Embora os
10es caracteristicos de cada pesticida fossem em niimero superior aos seleccionados
para a aquisi¢do, so foram seleccionados ides com uma abundancia relativa superior a
600. Dada a proximidade dos tempos de retenc¢éo de alguns dos pesticidas em estudo,
certos intervalos de aquisi¢do englobaram mais do que um analito, seleccionando-se

os ides de acordo com os diversos pesticidas presentes em cada intervalo.




Descri¢do Experimental

Uma analise da solugdo padrdo de 18 pesticidas, cada um deles numa concentragéo
de 13 pg/dm’, mostrou que o programa criado permitia detectar e identificar todos os

pesticidas.

Tabela 2.1 - Segmentos de cromatograma (intervalo de tempos de aquisicao de ides) e
respectivas massas adquiridas, utilizando SIS, para pesquisa de pesticidas
organoclorados por GC-MS

Pesticida(s) alvo Tempo de. retengéo = : : ‘ Segmento. =
(min) Inicio (min)  Fim (min) Massas adquiridas (m/z)
Lindano 22,173 20,0 24,5 109,111, 181, 183,217,219
Heptacloro 25,256 24,5 26,0 100,272,274
Aldrino 26,669 26,0 275 66
Heptacloro-epéxido 28,131 27,5 28,8 81, 353, 355
69, 75, 195, 197, 207, 237, 239,
Endossulfano I 29,576 28,8 29,8 241,243,277
DDE/DDD/Dieldrina 30,127/30,437/30,616 29,8 31,0 79, 235, 237, 246, 248, 318
. 81, 82, 159, 195, 197, 207, 235,
Endrino/DDT/Endossulfano IT  31,458/31,752/31,832 31,0 32,0 237,239, 241, 243, 263, 339
Endrino aldeido 32,354 32,0 32,7 67
DDT/Endossulfano sulfato 33,036/33,069 32,7 34,0 229, 235,237,272, 274, 387
Metoxicloro 34,616 34,0 35,83 227

Os primeiros resultados obtidos para extractos de tabaco mostravam a ocorréncia de
um pico apenas para o tempo de retengdo da dieldrina. Em consequéncia disso,
passou-se a usar um programa cromatografico muito mais especifico em que apenas
eram adquiridos, no intervalo de tempos de retengdo entre 30 e 31 minutos, os ides
correspondentes as massas 77 a 82, 107, 108 e 261 a 265 u.m.a. Estes intervalos
incluem os ides de maior abundéancia no espectro de massa da dieldrina (ver Tabela

2.2) que faz parte da base de dados do GC-MS utilizado.

O espectro de massa da dieldrina apenas contém um ido de carga de +1 muito
abundante que € o de 79 u.m.a. Trata-se de um fragmento muito pequena que aparece
nos espectros de massa de diversos compostos o que constitui uma dificuldade
adicional a identificagdo da dieldrina. Por isso, decidiu-se adquirir também outros
ides que, embora de abundancia relativamente baixa (ver Tabela 2.2) permitem, no

seu conjunto, uma melhor identificagéo do pesticida.
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Tabela 2.2 - IGes e respectivas intensidades presentes no espectro de massa da dieldrina

MName: Dieldrin
Formula: C12HgClg0O
MWW 378 CAS# 60-57-1 NIST# 114985 ID# 36793 DB: mainlib

Other DBs: MNone
Caontributor: NIST Mass Spectrometry Data Center, 1990,

140 miz Values and Intensities:

27
54
73
85
101
119
135
167
191
209

67 |
531
55|
51|
23]
29 |
22|
32|
46 |
49 |

237110

247
267
280

Na parte final do trabalho, apenas para confirmar resultados obtidos por GC-MS
usou-se também um cromatografo gasoso com detector de captura electronica

(GC/ECD) da marca Varian modelo CP-3800, provido de uma coluna de separagio

3|
50 |
24

29

55

74

86
106
120
137
169
193
21
238
251
270
283

58 |
27 |
47 |
51 |
18|
27 |
24 |
28 |
51 |
17 |
32 |
21 |
18 |
73|

38
57
75
87

19 |
19
54 |
34 |

107130

121
138
170
195
216
239
253
272
283

33|
22|
24 |
25 |
21
eo |
20|
a1
24|

39119 |

61

24 |

77 267 |

88

13

108153 |

122
139
17
20
217
240
255
273
309

idéntica a usada no GC-MS.

As condi¢des instrumentais utilizadas nestas determinagdes foram as seguintes:
Rampa de aquecimento do forno da coluna:

40°C——"2»

(5 min)

30°C/min

160°C

ey

5°C/min

15|
32|
21
22|
29|
21|
29 |
21|
14|

Temperatura do injector: 250 °C

Temperatura do detector: 320 °C

40

62 33|
79999 |

89
109
123
141
172
203
218
241
257
274
343

2759

22|

22 |
60 |
18|
30
21
32 |
17
42 |
20 |
25 |
33|

41
63

19
54 |

80126 |

91
110
125
143
173
204
219
242

28|
27 |
18]
45|
53|
24 |
M|
171

261125 |

275
345

81 |
B0 |

30°C/min

—

50

B5 37|

41 |

81363 |

96
111
130
145
174
205
229
243

27 |
25 |
20|
29 |
19|
24 |
15|
an |

263202 |

276
347

20|
37|

300°C

(3 min)

51
66

87 |
44 |

82327

97
13
131
147
175
206
230
244
264

39 |
46 |
24 |
36 |
331
23
25 |
26 |
24 |

277151 |

378

27

52
67
g3
98
115
132
149
181
207
235
245

37 |
21|
37|
37|
26 |
19|
36 |
20 |
37|
70|
76 |

265140 |

278

251

380 46 |

53110

69

84

99
117
133
165
183
208
236
246
266

15
28 |
38 |
26 |
35
18|
30|
20|
32|
24 |
21|

279148 |

382

42 |
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3 - Resultados dos estudos de adsorcao de
tolueno a pdlen

3.1 - Optimizacdao de metodologias

3.1.1 - Consideracdes preliminares

Conforme se referiu inicialmente, o objectivo especifico deste estudo era avaliar a
capacidade do polen para fixar vapores de tolueno. Ndo dispondo, a partida, de
qualquer informagdo sobre o tdpico, era necessario encontrar resposta para uma
multiplicidade de perguntas, nomeadamente as seguintes: (1) serd que o podlen é capaz
de adsorver tolueno?; (2) em caso afirmativo, quanto tempo sera necessario para se
estabelecer um equilibrio tolueno atmosférico/particulado?; (3) que concentragio de
vapor de tolueno serd necessario para obter resultados mensuraveis do que foi
adsorvido ao pélen?; (4) que massa de pdlen se deve expor a uma dada atmosfera de
tolueno para ser possivel quantificar o tolueno adsorvido com os meios disponiveis?;
(5) como se deve proceder com vista a determinar a quantidade de tolueno adsorvido
por unidade de massa de polen? A resposta a cada uma destas perguntas depende, em
muitos casos, da resposta a outras perguntas, pelo que se teve de ir avangando por
tentativas, variando um nimero muito reduzido de pardmetros de cada vez. De notar
que a auséncia completa de informacdo que servisse de ponto de partida inviabilizou
a utilizacdo de concepg¢des experimentais (“experimental design”) mais expeditas,
tais como o uso de “factorial design” incluindo os testes de robustez dos métodos
analiticos”. Na verdade, ndo estava apenas em causa conhecer em que extensdo a
variagdo no valor de um dado pardmetro experimental perturbaria o sistema. Era

necessario comegar por definir o proprio sistema.
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3.1.2 - Analise de tolueno por SPME/GC/MS

3.1.2.1 - Amostras na fase gasosa

Partiu-se de um programa da literatura para analise de tolueno (e outros COV's) por
GC/MS, referido em 2.2.3, e apenas se optimizou o tempo necessario para a
desadsorc¢do completa de tolueno da fibra de SPME. Para tal, expds-se a fibra a uma
atmosfera saturada em tolueno (112 mg/m’) durante cerca de 10 minutos (o tempo de
amostragem ndo era muito importante nesta fase) a temperatura ambiente e,
seguidamente, procedeu-se a desadsor¢do do COV no GC/MS durante 5 minutos.
Obteve-se um sinal mensuravel, mas a remogéo de tolueno da fibra ndo foi completa
(ao tragar um novo cromatograma a partir da fibra ainda se obteve um sinal para

tolueno).

Repetiu-se a experiéncia alterando o tempo de desadsor¢do para 6 minutos e o
resultado foi satisfatorio, em termos quer de caracteristicas do sinal quer de remog¢ao
total do tolueno adsorvido (ausente no cromatograma da Figura 3.1). Assim sendo,

para todo o trabalho subsequente fixou-se o tempo de desadsor¢do em 6 minutos.

SatView - |MulliChro3] (o (S I
Fie Creomatogram Spectrs Search Background  Quantitstion View Window  Help - x

ol m EE e ] ] m) ]

Al el o] el
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o
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For Help, press FL

Figura 3.1 - Cromatograma obtido para tolueno, com 6 minutos de desadsorgédo térmica,
numa experiéncia de optimizagdo do sistema analitico. A seta indica o tempo de
retengao onde deveria aparecer o pico de tolueno
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Para avaliar a capacidade da fibra para andlise de vapores de tolueno, expds-se a fibra
a concentragdes de tolueno entre 11,2 e 56,2 pg/m’ a temperatura ambiente do
laboratério (aproximadamente 20 °C). O tempo de amostragem (SPME) foi de 25
minutos e tragou-se uma recta de calibragdo. Os resultados (Figura 3.2) mostram que

se obteve uma resposta aproximadamente linear.

1000000 -
@ 900000 | y=(7937 + 4547)x + 417329 + 169394 .
c —
3 800000 - W= Das
£
~ 700000 |
o
< 600000 -
500000 - .
T . ‘ ‘

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
Concentracao de tolueno (p..g/m3)

Figura 3.2 - Resposta do SPME/GC/MS a tolueno para padrbes preparados usando
seringa de gases

Esta experiéncia permitiu concluir que: (1) a fibra, exposta 25 minutos a vapores de
tolueno (dezenas de pg/m’), adsorveu quantidades mensuraveis deste COV; (2) a

quantidade adsorvida aumentou proporcionalmente a concentragio de tolueno.

Para testar a repetibilidade dos resultados repetiu-se dez vezes a amostragem e
anélise para uma concentragio de vapores de tolueno, de 3,95 mg/m’ (Figura 3.3). O

DPR foi de 13,5%, valor aceitavel neste tipo de estudos.
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Figura 3.3 - Sinais obtidos para dez réplicas independentes de amostras com 3,95 mg/m?>
de tolueno

Expo0s-se também a fibra de SPME a uma concentracdo de 56,2 pg/m’ de tolueno em
triplicado. Obteve-se um desvio padrdo relativo (DPR) de 15% (n=3), ndo muito

diferente do observado anteriormente.

Para estudar a influéncia do tempo de exposi¢do na quantidade de COV adsorvido a
fibra, esta foi exposta a uma atmosfera de 57,5 ug/m’, durante periodos de tempo
compreendidos entre 1 e 25 minutos. Para 10 minutos de exposig@o realizaram-se

dois ensaios e para 25 minutos trés ensaios (ver resultados na Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Sinais obtidos apds exposicdo de fibra de SPME a uma atmosfera com 57,5
ng/m? de tolueno

Amostra Tempo (min) Sinal (kcounts)

1 1 2564213

2 10 11747737
3 10 11870784
4 15 15500790
5 25 18779872
6 25 13509734
7 25 18325524
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Na Figura 3.4 apresentam-se os valores médios dos resultados da Tabela 3.1. A figura

mostra que o sinal aumentou regularmente com o tempo de exposi¢do, sendo 25

‘ minutos um periodo de tempo ja proximo do da situagédo de equilibrio.
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Figura 3.4 - Sinais obtidos quando a fibra foi exposta a uma concentragdo de 57,5 ug/m?®
de tolueno durante tempos variados

3.1.2.2 - Quantificacdo de tolueno adsorvido a particulas

Testou-se a possibilidade de quantificar o tolueno adsorvido as particulas, removendo
0o COV com metanol e recolhendo-o por SPME no “headspace” do sistema liquido-
vapor apds equilibrio. A imersdo da fibra numa suspensio de pdlen levaria,
provavelmente, a aderéncia de polen a fibra, o que iria reduzir, consideravelmente, o
tempo de vida da fibra, ou mesmo danificé-la. Este facto implicaria um aumento do
custo do processo e perdas de tempo consideraveis. Por isso, optou-se por realizar as
amostragens em “headspace”. Para tal, comegou-se por estabelecer um sistema
estatico, com uma fase liquida constituida por misturas de tolueno e metanol. O

metanol serviria de solvente para remover o tolueno adsorvido a superficie de poélen,

de modo a permitir a sua posterior determinagao.
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Uma vez que vapor de metanol poderia interferir na adsor¢do do tolueno a fibra,

Resultados dos estudos de adsorg¢éio de tolueno a polen

comegou-se por averiguar a precisdo que se poderia obter com amostragem por
SPME, a partir de atmosferas de “headspace” de solu¢des de tolueno em metanol.
Para tal, preparou-se quatro solugdes idénticas, com concentragdes de tolueno de
1,51x10* mol/dm’ e, apos deixar o sistema (10 cm® de solugdo num frasco de 22 cm3)
a equilibrar a 40 °C durante 30 minutos, recolheu-se amostras por exposi¢do da fibra
durante 10 minutos. Trés dos resultados obtidos foram concordantes entre si (area
média de 12,0x10° kcounts e DPR= 6,6%) e um deles foi muito mais baixo (por razdo

desconhecida) e foi rejeitado.

Seguidamente, averiguou-se se seria possivel analisar varias vezes, com
repetibilidade aceitavel, a mesma amostra, isto €, recolher varias amostras de vapor a
partir do “headspace” de um mesmo frasco com mistura de tolueno e metanol.
Concretamente, retiraram-se cinco amostras sucessivas de vapor de um frasco com
concentragdo de tolueno na solugdo liquida de 1,51x10™* mol/dm’, realizando
sucessivos periodos de 10 minutos de exposi¢do da fibra em “headspace” a 40 °C.
Entre duas amostragens sucessivas procedia-se a analise e a limpeza da fibra. Os trés
primeiros sinais foram concordantes (média=12,7x10° kcounts, DPR= 15,9 %) e os
dois altimos foram muito mais baixos. Estes resultados indicaram que a quantidade
de tolueno removida pela fibra ndo alterava significativamente a composi¢cdo do
sistema liquido/gas, permitindo realizar réplicas analiticas para uma mesma solug@o.
Tal procedimento tera interesse para o futuro estudo do tolueno adsorvido a

superficie de uma dada amostra de pdlen.

Passou-se, seguidamente, a averiguar como variava o sinal analitico obtido por este
método com a concentragdo de tolueno na mistura liquida. Para tal, prepararam-se
solugdes de tolueno em metanol com concentragdes de tolueno variaveis entre 0,4
mg/dm’ e 18,4 mg/dm’. Os resultados obtidos (Figura 3.5) indicaram que se poderia
determinar a quantidade de tolueno adsorvido a podlen por este método. O limite de

detec¢do foi de 3,3 mg/dm3. Considerando uma massa de polen de 40 mg, exposto a
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tolueno e tratado com metanol, o limite de detecgdo corresponderia a 0,82
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Figura 3.5 - Recta de calibragdo obtida a partir de padrdes liquidos de tolueno preparados
em metanol com concentracdes compreendidas entre 0,4 e 18,4 mg/dm?®

3.1.3 - Optimizagdo do sistema dinamico de geragcdao de
uma atmosfera padrao de tolueno

Como ponto de partida para o estabelecimento de um sistema dindmico que gerasse
uma concentragdo de vapor de tolueno tipica da existente em atmosfera aberta,
mediu-se a concentragdo de tolueno presente na atmosfera da Rua do Campo Alegre,
uma das ruas com maior movimento da cidade do Porto, em dia 1til 4 hora de ponta.
A concentragio média observada foi de 83,5 pg/m’. Este valor foi da ordem de

grandeza dos valores encontrados na literatura para atmosfera urbana’.
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Com base nos valores reais de tolueno na atmosfera, passou-se a optimizar as
condi¢des do sistema dindmico para produzir uma atmosfera com concentragio de
tolueno constante e da ordem de grandeza dos valores reais. Para tal realizou-se uma
série de experiéncias, em que se variou o tempo de estabilizagdo a partir da colocagdo
do tubo de permeagdo no sitema da Figura 2.1, e o caudal de gas de arraste (e a
temperatura). As condigdes experimentais € os resultados obtidos estdo resumidos na

Tabela 3.2.

Numa primeira fase (experiéncia I) a temperatura do sistema foi controlada (23°C)
apenas pelo sistema de ar condicionado existente no laboratorio. O caudal de gas de
arraste (azoto) foi regulado para 500 cm’/min e mediu-se periodicamente a
concentragdo de tolueno a saida do sistema (recolha periddica de uma amostra de 1
dm’ de ar em tubo com Tenax-TA), ap6s tempos de estabilizagdo do sistema entre 2,7
e 6,2 horas. Observou-se que a concentragdo de tolueno se manteve a cerca de 21
mg/m’ (20,9 + 1,0 mg/m’), portanto relativamente estavel. As oscilagdes de

concentrag@o foram atribuidas a uma deficiente estabilizag¢do do valor da temperatura.

Passou-se, seguidamente, a controlar a temperatura rigorosamente por meio de
circulagdo de agua termostatizada conforme esta descrito na parte experimental. Na
experiéncia II a temperatura foi inicialmente ajustada a 25 °C, mas constatou-se que
originava um aumento da velocidade de efusdo e logo da concentragdo dos vapores
de tolueno. Reduziu-se, entdo, a temperatura para 23 °C, mantendo o caudal a 500
cm’/min. A concentragdo de tolueno baixou para valores da ordem das centenas de
ng/m’, ainda muito superior ao real. Mantendo o valor da temperatura, aumentou-se o
caudal para 2000 cm’/min e prosseguiu-se a experiéncia durante 6,2 horas. Desligou-
se o sistema e recomegou-se noutro dia durante o mesmo tempo. A concentragdo de
tolueno baixou para menos de metade da observada anteriormente, mas ainda ndo

estava estabilizada ao fim de 6,2 horas (ver Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 - Estudo para optimizagdo do sistema dindmico para geragdo de uma
atmosfera com concentragdo de tolueno constante e conhecida

Gas de arraste
Experiéncia Temp. Natureza  Caudal Tempo de Concentragio Média  Desvio padrio
(°C) (cm’/min)  estabilizagéio (h) (mg/m’) (mg/m®) (mg/m®)
I 23%* Azoto 500 2.7 19,9
23* Azoto 500 3,7 21,9
23* Azoto 500 42 21,7
23* Azoto 500 6,2 20,2 20,9 1,0
I 25+0,1  Azoto 500 4,0 30,1
25+0,1  Azoto 500 42 24,8
23+40,1 Azoto 500 6,0 0,827
23+0,1  Azoto 500 6,2 0,839
23+0,1  Azoto 500 23,5 0,626
23+0,1 Azoto 500 23,7 0,495
23+0,1  Azoto 2000 6,0 0,164
23+0,1  Azoto 2000 6,2 0,140
23+0,1 Azoto 2000 6,0 0,346
23+0,1 Azoto 2000 6,2 0,328
11 23+0,1 Ar 2000 168 0,123
2340,1 Ar 2000 170 0,117
23+0,1 Ar 2000 171 0,116
2340,1 Ar 2000 192 0,106
23+0,1 Ar 2000 196 0,122 0,117 0,007

* Esta temperatura foi controlada apenas pelo sistema de ar condicionado do laboratério. Nas experiéncias Il e 111, a
temperatura foi rigorosamente controlada (ver secgfio 2.2.1).

Constatou-se a necessidade de manter o sistema a estabilizar durante periodos de
tempo muito mais longos, de varios dias, como alias a literatura* recomenda. O uso
de azoto, adquirido em garrafa, como gas de arraste acarretava problemas
economicos e logisticos dificeis de ultrapassar. Foi, entdo, necessario arranjar uma
alternativa que permitisse ultrapassar estes problemas. O sistema de ar comprimido
presente no laboratorio poderia ser uma alternativa, pelo que se procedeu ao estudo
da respectiva composi¢do em termos de COV’s, com recurso a adsor¢do em tubos
com Tenax-TA e determinagéio por GC-MS. Os resultados obtidos (Tabela 3.3)
indicaram que a concentragdo de tolueno era a mais elevada de todos os compostos

quantificaveis mas inferior & que se pretendia obter no sistema. As dos restantes
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compostos eram bastante baixas. Além disso, como so constituintes do ar a que o

pblen normalmente estd exposto, a sua presenga tornaria o estudo mais realista.

Tabela 3.3 - Resultados obtidos nas determinagdes de COV'’s no ar comprimido

Composto Concentragio (mg/m°)
2-butanona 0,018
heptano 0,006
tolueno 0,034
etilbenzeno 0,002
m/p-xileno 0,005
1,3,5-trimetilbenzeno 0,002
Limoneno 0,002
acido benzoico 0,006
Decanal 0,004
tetradecano 0,003
2,6-bis(1,1-dimetiletil)-2,5-ciclohexanodieno 0,001
eicosano 0,002
HTB 0,004
dcido dodecandico 0,005
fetalato de dietilo 0,002
hexadecano 0,003

Passou-se, entdo, a usar ar comprimido como gas de arraste.

Realizou-se uma experiéncia em que so se comeg¢ou a medir os niveis de tolueno na
atmosfera do sistema dindmico apds 7 dias (168 h) de estabilizagdo e se realizou a
monitorizagdo até 196 horas. Os resultados da experiéncia III (Tabela 3.2) mostram
que deste modo foi possivel obter uma atmosfera estavel com niveis de tolueno de
0,117 + 0,007 mg/m3 . Como esta concentragdo era relativamente proxima da
existente em atmosferas reais, fixaram-se estas condi¢des experimentais para os

estudos subsequentes.

3.2 - Adsorc¢ao de tolueno a graos de pélen

Passou-se ao estudo da adsorgéo de tolueno a grios de pélen utilizando o sistema
dindmico de gera¢do de uma atmosfera com concentragédo constante de tolueno. Foi
utilizado poélen de lilio e de Cryptomeria japonica Os resultados obtidos estdo

reunidos na Tabela 3.4 e serdo discutidos a seguir.
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3.2.1 - Influéncia do tempo de exposicao

O objectivo das experiéncias 1 a 3 foi averiguar o efeito do tempo de exposigdo no
sinal analitico (medido apds desadsor¢do conforme descrito em 3.1.2.2). Néo se
detectou tolueno adsorvido ao pdlen mesmo ap6s 72 horas consecutivas de exposigéo

a uma concentragao de tolueno de 0,117 mg/m3 ;

Tabela 3.4 - Resultados obtidos para varias experiéncias realizadas com pdélen, a

23+0,1°C
Pélen
Experiéncia Origem Massa (mg) Texposigaa Calaldal" [Toluenol, (mg/m?) Sinal”
(h) (cm’/min) o
1 Lilio 59,5 24 2000 0,117 n.g.
2 Lilio 55,1 48 2000 0,117 n.g.
3 Lilio 53,1 72 2000 0,117 n.g.
4 Lilio 48,2 48 2000 0,117 n.q.
5 Lilio 43,3 48 1000 * n.qg.
6 Lilio 62,2 48 500 * n.q.
7 Lilio 46,9 48 200 20,9 15890
8 Lilio 63,3 48 2000 0,117 ng.
9 Cryptomeria 31,3 48 2000 0,117 n.q.
10 Cryptomeria 26,0 2 0 40 n.g.
11 Cryptomeria 16,6 - Ndo quantificado  Ndo quantificado™** n.q.
12 Cryptomeria 30,9 5 0 141000 48668480

" expresso em kcounts, que ¢ o modo de exprimir o sinal analitico usado pelo cromatografo. n.q.= ndo
quantificavel

* valores nio quantificados mas que estariam compreendidos entre 0,117 € 20,9 mg/m’

* sistema estatico

** fumo de S cigarros

3.2.2 - Influéncia da concentragiao

Aumentou-se a concentragdo de tolueno na atmosfera, reduzindo o caudal do gés de
arraste (experiéncias 4 a 7). Constatou-se que apenas para uma concentragdo de
tolueno de 20,9 mg/m’ se observou adsorgio mensuréavel. Mas esta concentragio &
cerca de 1000 vezes superior & existente em atmosfera urbana (dezenas de pg/m’),

pelo que se afasta muito da realidade, ndo tendo interesse pratico.
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3.2.3 - Influéncia da humidade

Pos-se, entdo, a hipotese da humidade presente no ar usado como gas de arraste estar
a dificultar a adsor¢do de tolueno ao pdlen, uma vez que se sabe que o polen é
hidrofilico. Para testar esta hipotese, faz-se passar o ar por uma coluna com exsicante,
CaCl,, antes de entrar no sistema e repetiu-se a experiéncia 2. A experiéncia 8
revelou que, mais uma vez, ndo foi detectada adsor¢do de tolueno ao pdlen em

quantidades mensuraveis. Logo, ndo se tratava de interferéncias de vapor de agua.

3.2.4 - Influéncia da natureza do pédlen

Repetiu-se a experiéncia 4, (experiéncia 9) mas desta vez com pélen de Cryptomeria
(massa de polen foi um pouco menor do que a usada na experiéncia 4, apesar do
volume de pdlen ser semelhante). Mas, o resultado foi igual ao obtido com pélen de

lilio, isto é, ndo foi detectada adsorgdo.

3.2.5 - Exposigao de pdlen a fumo de tabaco

Na experiéncia 10, uma massa de 26 mg de pdlen de Cryptomeria, foi colocado
durante 2 horas num saco contendo fumo de tabaco a que havia sido retirada a
fracgdo particulada, e no qual a concentragio de tolueno era de 40 mg/m’ (informagio
fornecida por Susana Martins, que estava a estudar COV’s em fumo de tabaco). Mais
uma vez ndo foi detectada adsorgdo. Apesar de neste caso a concentra¢do de tolueno
ter sido cerca do dobro da usada na experiéncia 7 em que foi detectada adsorgdo, o
tempo de exposi¢do foi muito mais pequeno (2 h versus 48 h), o que explica a
diferenca de resultados. Além disso, o pélen foi de natureza diferente nas
experiéncias 7 ¢ 10, e, neste ultimo caso, a amostra continha muitos outros COV’s
que competirdo com o tolueno pelos locais de adsor¢do da fibra, reduzindo a

eficiéncia de adsorcdo.
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Realizou-se a experiéncia 11 expondo 16,6 mg de pélen de Cryptomeria a fumo de
tabaco (5 cigarros consecutivos) a saida do pulmédo da maquina de fumar, portanto
antes da remog¢do da fracgdo particulada. Ndo se observou também adsor¢do de

tolueno.

O polen de Cryptomeria foi finalmente exposto, durante 5 horas, num sistema
estatico com 141 g/m3 de tolueno e ocorreu adsor¢do numa extensdo muito

apreciavel.

3.3 - Conclusébes

O conjunto de resultados obtidos indicou que os grdos de pdlen ndo adsorvem
significativamente tolueno (e provavelmente outros COV’s ndo polares, como € o
caso do benzeno, ou fracamente polares) aos niveis de concentragdo a que eles
ocorrem nas atmosferas abertas e interiores. O facto de os grios de pdlen ndo terem
adsorvido tolueno directamente a partir do fumo do tabaco podera ter resultado de
adsorverem preferencialmente compostos mais polares, que também estdo presentes
no fumo do tabaco. Este aspecto ndo foi investigado neste trabalho, mas merece

investigacdo futura.

A auséncia de adsorgdo significativa de tolueno (niveis abaixo do limite de detecgéo
que € de 0,82 mg/g de polen) e, provavelmente também compostos com estrutura
semelhante, ¢ um resultado positivo em termos de saude publica. Efectivamente, o
polen € comercializado como um complemento alimentar altamente nutritivo e a

adsorg¢do de poluentes quimicos do ar desvirtuaria as suas capacidades nutricionais.

O poélen que se liberta para a atmosfera mistura-se ou agrega-se a outras particulas
atmosféricas podendo os proprios grdos de polen servir de niicleos de condensagdo

para poluentes quimicos. Nas particulas de composi¢do complexa que entdo se
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formam podera ocorrer adsorgédo indirecta de COV’s, mas o papel do pdlen neste

fenomeno é muito dificil de confirmar experimentalmente.
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4 - Resultados da investigacao de pesticidas

organoclorados em tabaco e respectivo fumo

4.1 - Optimiza¢cdo de metodologias

4.1.1 - Tempo de desadsorc¢ao

O tempo necessario para desadsor¢do completa de pesticidas previamente adsorvidos
na fibra foi testado sujeitando esta a diferentes tempos de exposi¢do no injector,
mantido a 250 °C, e mantendo a valvula de reparti¢do fechada. Concluiu-se que era
necessario um tempo minimo de 7 minutos para que a desadsor¢do dos pesticidas
fosse completa, isto €, para que o cromatograma obtido a partir da exposi¢do da fibra
no injector do cromatdgrafo ndo apresentasse picos correspondentes as espécies em
estudo. Fixou-se, entdo, em 7 minutos o tempo de desadsor¢do da fibra, durante o

qual a valvula de parti¢do do injector permanecia fechada e a fibra exposta.

4.1.2 - Pesquisa de pesticidas organoclorados no tabaco

Comegou-se por pesquisar, sumariamente, a presenca de residuos de pesticidas
organoclorados no tabaco de cinco marcas comercializadas em Portugal (A, B,C,D e
E). Para tal usou-se a metodologia descrita e tragou-se cromatogramas, por GC/MS,
para extractos de tabaco de diferentes marcas e para extractos idénticos dopados com
5 ¢ 10 mm’ de padrio de uma mistura de 18 pesticidas organoclorados, cada um
numa concentragdo de 13 pg/dm’. Por sobreposi¢do dos cromatogramas de amostra
simples e dopada, e andlise dos espectros de massa de cada pico, foi possivel
identificar os tempos de retengdo dos diferentes pesticidas. Para duas amostras, A e
B, ocorreu um sinal mensurdvel apenas para dieldrina, conforme ilustram as Figura

4.1 e Figura 4.2 (escolheu-se s6 alguns fragmentos do cromatograma, para
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simplificar). Nas amostras das restantes marcas ndo foi identificado nenhum dos

pesticidas em estudo.

i Endossulfano I

i Dieldrina
s "
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Figura 4.1 - Evidéncia da presenga de dieldrina e ndo de endossulfano num extracto de
cigarros
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Figura 4.2 - Evidéncia da auséncia de 3 pesticidas num extracto de cigarros

A hipétese do sinal observado para dieldrina resultar de uma contaminagéo durante o

manuseamento da amostra foi excluida, uma vez que os brancos (agua processada em
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paralelo com extracto de tabaco) nfo apresentavam um pico cromatografico para o

tempo de retengdo da dieldrina, como ilustra a Figura 4.3.

Em face destes resultados, os estudos passaram a incidir apenas na dieldrina.

Figura 4.3 - Cromatograma de um branco na zona do tempo de retencdo da dieldrina
(seta)

4.1.3 - Optimizagdao do método para deteccao da dieldrina

4.1.3.1 - Influéncia do tempo de exposicio da fibra de SPME na
intensidade do sinal

O artigo em que o presente método se baseou’' recomenda que a fibra de SPME
esteja exposta a solugdo a estudar durante 90 minutos no extracto com pesticidas.
Apesar disso, estudou-se a influéncia do tempo de exposigéo (entre 10 e 90 min) na
intensidade do sinal, para um extracto de tabaco enriquecido com 0,78 pg/dm’ de
dieldrina. Os resultados (Figura 4.4) mostram que o sinal, efectivamente aumenta

com tempo de exposi¢do da fibra de SPME e ainda ndo havia sido atingido o
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equilibrio entre a fase liquida (solugdo) e a fase sélida (fibra) apos 90 minutos. Como
este periodo de tempo € ja bastante longo, ndo se testaram valores superiores e

adoptaram-se 90 minutos nos ensaios posteriores.

250
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-t
(9)]
o

Area (kcounts)
=
o

[
o

0 - S . — :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo de exposi¢ao (min)

L

Figura 4.4 - Variacdo do sinal, correspondente a dieldrina, em fungdo do tempo de
exposicdo da fibra de SPME no extracto de tabaco

4.1.3.2 - Exposigdo da fibra de SPME em “headspace” vs imersdo no

extracto

No trabalho em que este estudo se baseou’' a fibra era exposta directamente na
solucdo do extracto. Averiguou-se se este procedimento seria vantajoso relativamente
a exposicdo em ‘“headspace”. Os dois procedimentos foram testados, para
comparagdo. Para tal, duas amostras idénticas (extracto de 3 cigarros) foram
estudadas em paralelo, uma com exposi¢do em “headspace” (10 cm’ de solugdo num
frasco de 22 cm’) e a outra por imersdo (20 cm’ de solucdo num frasco de 22 cm’ ).
Em ambos os casos a exposi¢do durou 90 minutos e a temperatura foi de 80 °C. Uma
temperatura elevada favorece a concentragdo de espécies a determinar na fase de
vapor. Os resultados obtidos (Figura 4.5) mostraram que no caso da exposigéo da
fibra em “headspace” a linha de base (sinal de fundo) e os sinais correspondentes a
espécies diferentes dos pesticidas em estudo eram mais elevados do que no caso de

imersdo da fibra. Por exemplo, para o tempo de retengdo 25,6 minutos a razdo
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sinal/ruido foi de 105, com imersdo da fibra, e de 36 com exposi¢do da fibra no
“headspace”. Um ruido de fundo elevado aumenta o limite de detecgdo e resultara de
o tabaco conter muitos compostos volateis que passam facilmente para o “headspace”
e que sdo adsorvidos na fibra. Decidiu-se, entdo, optar por imergir a fibra na solugédo
(para aumentar a sensibilidade do método) embora este procedimento reduza o tempo
de vida da fibra, uma vez que aderem a fibra impurezas em suspensédo na solugdo que

a vao, progressivamente, danificando.

MCounts 01-04.2004_001.8MS RIC all
05-04-2004_001.5MS RIC all

Figura 4.5 - Cromatogramas obtidos com extraccdo para SPME por imersdo (vermelho) e
com extracgdo em headspace (verde)

Optou-se também por realizar a extracgfo dos compostos do extracto aquoso para a
fibra & temperatura ambiente (ca. 20 °C) e ndo aos 80 °C usados anteriormente, visto
que um abaixamento de temperatura favorece a adsor¢do de pesticida a fibra de
SPME, a partir da solugdo. No trabalho anterior sobre pesticidas em plantas

medicinais" a extrac¢o também foi realizada a temperatura ambiente.
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4.1.4 - Repetibilidade

Para avaliar a repetibilidade do método realizaram-se seis determinagdes sucessivas
para solugdes de extracto de tabaco dopado com 0,78 pg/dm® de dieldrina. Obteve-se

um sinal médio (&rea do pico) de 547 kcounts e um desvio padrio relativo de 5,7%.

4.1.5 - Sensibilidade

Para avaliar as caracteristicas de resposta do método analitico, em particular da
influéncia da matriz do tabaco na intensidade do sinal, prepararam-se e analisaram-se
solugdes padrdo em agua e em extracto de tabaco onde o sinal da dieldrina nédo era
detectdvel. As concentragdes de padrio variaram entre 0,5 e 3 pg/dm’, no caso da
matriz aquosa, € 0,5 e 2 ug/dm3, no caso da matriz do tabaco. Os resultados,
apresentados na Figura 4.6 (matriz aquosa) e na Figura 4.7 (matriz de tabaco),

permitiram concluir o seguinte:

(1) - O método permite obter resposta praticamente linear no intervalos de

concentragdo testados, tanto para solugdo aquosa como para extracto de

tabaco;
Padrdes aquosos
2500 -
| y = 637x - 3,46
2000 - R = 0,9996
|
£ 1500 -
o
] |
E 1000~;
<
500 |
0 T T T T L | IR \iiane — 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

Concentracdo (ug/L)

Figura 4.6 - Recta de calibragdo obtida para padroes de dieldrina em agua
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(2) - A matriz de tabaco afecta marcadamente a resposta, pelo que ndo sera
aceitavel realizar determinagGes analiticas em extractos de tabaco com base

em calibragdo com padrdes aquosos.

Extractos de tabaco
1000 -

900 - y = 293x + 278
800 - R = 0,9995

700 -
600 -
500

400 -
300 -
200
100

Area (kcounts)

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentragao (ug/L)

Figura 4.7 - Recta de calibragdo obtida para padroes de dieldrina em extracto de tabaco

(3) - A partir dos pardmetros das rectas de calibragiio obtiveram-se*’ limites de
detecgdo muitos semelhantes, para padrdes aquosos, 0,10 pg/dm’, e para

extractos de tabaco, 0,07 pg/dm’.

4.2 - Investigacao da preseng¢a de dieldrina no

tabaco

O facto de ocorrer um pico cromatografico precisamente no tempo de retengdo da
dieldrina, sugere fortemente a presenga do pesticida no tabaco. Impunha-se, portanto,

realizar a identificagfo através da analise do espectro de massa desse pico.
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Comegou-se por tragar cromatogramas de dieldrina em dgua desionizada (Figura 4.8)
e analisar o espectro de massa referente aos ides adquiridos com o programa SIS

descrito na secgdo 2.3.4.

100+

Figura 4.8 - Cromatogramas obtidos para dieldrina em solugdo padrdo preparadas em
agua desionizada. O cromatograma do branco foi incluido

A Figura 4.9 mostra o espectro massa para uma solugdo com padrio de dieldrina. O
pico mais intenso corresponde ao ido de 79 u.m.a. Segue-se em intensidade o ido 81 e
77. Séo visiveis mas muito pouco intensos os ides 107 e 108 u.m.a e entre 261 e 265
u.m.a. De notar que a intensidade relativa dos picos nf3o ¢ igual & que consta da
Tabela 2.2 (por exemplo, na tabela o ido 82 tem uma intensidade superior a do ido 77,
0 que contrasta com o obtido experimentalmente), mas tem-se constatado que
diferentes fontes da literatura, apresentam espectros de massa de um mesmo

composto ligeiramente diferentes.
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Figura 4.9 - Espectro de massa de um padrao de dieldrina e cromatogramas do branco e
dos padrdes que constam na Figura 4.8

Tragaram-se depois cromatogramas para extractos de tabaco da marca A (Figura 4.10
a Figura 4.12) e do mesmo extracto ap6s adigdo de 1,3 pg/dm’ de padrdo (Figura 4.13
a Figura 4.15). Os cromatogramas da parte inferior da Figura 4.10 mostram que a
amostra apresentava um pico com cotovelo e que o cotovelo ndo aumentava com a

adi¢do de padréio, ao contrario do que sucedia com o pico.

A partir dos cromatogramas obtidos, analisaram-se os espectros de massa referentes
ao lado esquerdo, parte central e lado direito do pico da amostra (parte superior das
Figura 4.10 a Figura 4.12). Procedeu-se do mesmo modo para o pico que se obteve

apos a adigdo de padréo de dieldrina (Figura 4.13 a Figura 4.15).
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Figura 4.10 - Espectro de massa referente ao lado esquerdo do sinal da amostra, para o
tempo de retengao da dieldrina, e cromatogramas da amostra (vermelho) e
amostra com padrao (laranja)
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Figura 4.11 - Espectro de massa referente ao centro do sinal da amostra, para o tempo

de retencdo da dieldrina, e cromatogramas da amostra (vermelho) e amostra
com padrdo (laranja)
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4.12 - Espectro de massa referente ao lado direito do sinal da amostra, para o
tempo de retengdo da dieldrina, e cromatogramas da amostra (vermelho) e
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4.13 - Espectro de massa referente ao lado esquerdo do sinal, para o tempo de
retencdo da dieldrina na amostra apés adicdo de padrdo e cromatogramas da
amostra (vermelho) e amostra com padrdo (laranja)
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Figura 4.15 - Espectro de massa referente ao lado direito do sinal, para o tempo de

retencdo da dieldrina na amostra apés adigdo de padrdo e cromatogramas da
amostra (vermelho) e amostra com padrao (laranja)
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As figuras mostram o seguinte: (1) o espectro de massa para a amostra foi idéntico no
meio do pico e dos lados esquerdo e direito, ndo evidenciando, por isso, que o pico
corresponda a uma mistura de dois compostos com estruturas diferentes; (2) ap6s
adigdo de 1,3 pg/dm’ de padrio o pico mantém as mesmas caracteristicas no espectro
de massa, sugerindo que a composi¢do da amostra ndo se alterou notoriamente apos a
adicdo do padrdo; (3) os espectros de massa para o extracto de tabaco foram
semelhantes aos da dieldrina em 4gua, particularmente no que se refere aos ides mais
intensos (79, 77 e 81 u.m.a.). O sinal do ido 107 u.m.a. foi mais intenso no extracto

de tabaco dopado e ndo dopado do que na amostra aquosa.

Estes resultados sdo indicadores da presenga de dieldrina no tabaco da marca A.

Resultados idénticos foram obtidos para o tabaco da marca B.

De notar, no entanto, que a andlise do espectro de massa é indispensavel na
identificagdo de compostos por cromatografia com detec¢do por espectrometria de

massa. Este aspecto é seguidamente ilustrado.

Na primeira fase do estudo, quando se estava a pesquisar a presenca de pesticidas
organoclorados em diversas marcas de cigarros usando o programa de aquisi¢do de
dados em SIS mais geral que consta da Tabela 2.1, observou-se, para extracto de
tabaco da marca C, um pico bem definido ao tempo de retengdo da dieldrina (Figura
4.16). Esse pico aumentou de intensidade quando o extracto foi dopado com padrio
de dieldrina (Figura 4.16). Porém, seleccionando apenas os ides caracteristicos da

dieldrina, repetindo o tragado do cromatograma (parte inferior da Figura 4.17)

verificou-se que o pico da amostra diminui muito de intensidade.
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MCauntr] RIC all

Figura 4.16 - Cromatogramas obtidos para a amostra de tabaco da marca C (vermelho),

12 adigdo de padrdo (verde) e 22 adigdo de padrao (laranja)
A andlise do respectivo espectro de massa (parte superior da Figura 4.17) mostra que
os ides que tinham sido responsaveis pelo pico eram de natureza completamente
diferente dos ides caracteristicos da dieldrina. Na amostra dopada, os ides da

dieldrina (77, 79 e 81 u.m.a.) ja predominam no espectro de massa do pico (Figura
4.18).
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Figura 4.17 — Espectro de massa do sinal presente na amostra de tabaco da marca C e
cromatogramas obtidos para a amostra (vermelho), 12 adigdo de padrao (verde)
e 22 adicdo de padrao (laranja), tracando os cromatogramas seleccionado
apenas os ides caracteristicos da dieldrina
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Figura 4.18 - Espectro de massa do sinal da 22 adicdo de padrdo e cromatogramas
obtidos para a amostra (vermelho), 12 adicdo de padrdo (verde) e 22 adicdo de
padrdo (laranja). Para o tragado dos cromatogramas foram seleccionados
apenas os ides caracteristicos da dieldrina

4.3 - Confirmacdo da presenca de dieldrina no
tabaco por ECD

Apesar do espectro de massa obtido para extracto de tabaco ao tempo de reteng¢do da
dieldrina ser muito semelhante ao observado para uma solu¢do padrio do pesticida
em agua, achou-se de interesse investigar a presenca do pesticida através de um
detector que assenta em principios de funcionamento completamente diferentes e que
¢ especifico para compostos com atomos com afinidade electronica elevada, como € o

caso dos pesticidas organoclorados: o ECD.

A analise de extractos de tabaco de cigarros das marcas A e B por GC-ECD também
evidenciou a presenga de um pico a um tempo de retengdo que coincide com o que se

observa para padrdes de dieldrina, conforme ilustra a Figura 4.19.
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Figura 4.19 - Cromatogramas obtidos por GC-ECD para um padrao de dieldrina e para
uma amostra de extracto de tabaco

4.4 - Conclusobes

Este estudo permitiu concluir que o tabaco de cigarros das marcas A e B analisado
continha um composto que por cromatografia gasosa apresentava um sinal no tempo
de retencdo da dieldrina. Esse sinal apresentava um espectro de massa muito
semelhante ao da dieldrina e continha atomos com elevada afinidade electronica, tal

como os pesticidas organoclorados.

Por conseguinte, o conjunto de dados disponiveis indicou a presenga de residuos de
dieldrina no tabaco estudado, em quantidades suficientes para serem detectadas

através dos métodos utilizados.
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4.5 - Investigacao da presengca de dieldrina em
extractos da fracg¢ao particulada do fumo

Cigarros das marcas A e B, onde havia sido detectada a presenga de residuos de
dieldrina foram fumados automaticamente e extractos da fracgdo particulada do fumo
de 5 cigarros foram analisados seguindo procedimentos semelhantes aos usados para
os extractos de tabaco. Constatou-se a presenga de um pico no tempo de retengdo da
dieldrina. Este pico apresentava um espectro de massa semelhante ao do pesticida e

originava também um sinal detectavel por GC-ECD.

Estes resultados indicaram que a pirdlise do tabaco do cigarro ndo foi eficaz na

destruicdo dos residuos do composto em estudo.

4.6 - Estudos futuros

Ultrapassada a fase de detecg¢@o do pesticida, sera necessério proceder a respectiva
quantificagfio. A quantificagdo do pesticida no tabaco ou no fumo implica ndo s6 a
quantificagdo do sinal analitico nos extractos das amostras, mas também a
determinac¢do da percentagem de pesticida que o processo de extrac¢do permite

remover dos componentes sélidos da amostra, isto €, a percentagem de recuperagao.

Para quantificagdo analitica terd de se recorrer a um dos seguintes métodos:

calibragdo externa, adi¢do de padrédo ou padrdo interno.

A calibragdo externa s0 pode ser usada quando a matriz da amostra ndo afecta
significativamente as caracteristicas de resposta, em termos de declive e ordenada na
origem da recta de calibragdo. Ora tal ndo se verificou, conforme ja foi mostrado na
seccdo 4.1.5. Logo a calibracdo externa com padrdes aquosos ndo € aplicavel neste

caso.
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A calibragdo externa com extractos de tabaco ou de particulas de fumo isentos de
pesticida, podera ser uma metodologia aceitavel, mas tal pressupde que as
interferéncias sejam as mesmas e tenham a mesma intensidade para dois tipos

diferentes de tabaco, o que néo esta garantido a partida.

A quantificagdo através do método de adi¢do de padrdo so corrige interferéncias que |
afectam o valor do declive. Portanto, se a amostra contiver interferéncias que afectem
o valor da ordenada na origem, como € o caso do tabaco, estas serdo contabilizadas
juntamente com o sinal da amostra induzindo a resultados afectados de erro por

excesso. Logo, o método também ndo € aplicavel.

A adig@o de padrfo interno podera ser um método adequado. Consiste em adicionar a

amostra uma quantidade conhecida de um outro composto semelhante que tenha um
tempo de retengdo proximo do do analito. Previamente, serd necessario determinar os
factores de resposta do padrido interno (i) e do pesticida (p), para solugdes de
concentragdo conhecida nas espécies de interesse e matrizes semelhantes aquelas em
que se pretende realizar os estudos:

4, K, i

1

= X
4, K, |p]

4 i
T

onde A; e A, sdo, respectivamente, as areas dos picos referentes as concentragdes [i] e
[p]. Nas analises subsequentes, a concentra¢do do analito sera calculada através da

expressao:

) wath

12
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S6 quando se dispuser de um método de quantificagéio que se considere aceitavel se
podera passar ao estudo da percentagem de recuperagdo de pesticida em tabaco e
fumo. No entanto, este passo € indispenséavel para se poder quantificar o residuo de
pesticida no tabaco, uma vez que ndo esta disponivel no mercado tabaco de referéncia

com concentragdes, de pesticidas, certificadas.
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5 - Conclusoes

Este estudo demonstrou que aos niveis em que o tolueno ocorre em atmosfera urbana
com intensidade de trafego elevada (dezenas de pg/m’) a adsor¢do deste COV (e
provavelmente outros de estrutura semelhante) directamente a grios de podlen é
incipiente, mais concretamente inferior a 0,82 mgoiens/MEpsicn, que foi o valor do
limite de detec¢do do método utilizado. Este resultado € positivo do ponto de vista de
saude publica, uma vez que o pdlen é comercializado como complemento alimentar
de elevado valor nutricional. O facto de o pdlen ndo adsorver COV’s apolares ou de
polaridade reduzida ndo garante que ndo sejam capazes de adsorver compostos semi-
volateis como € o caso de pesticidas, dioxinas e furanos. Mas a dificuldade de obter
atmosferas com concentragdes padronizadas destes compostos impediu que fossem

estudados neste trabalho.

Investigou-se a presenga de 18 pesticidas organoclorados no tabaco e no fumo
aspiravel de cigarros de cinco marcas comercializadas em Portugal. Em cigarros de
duas marcas, e respectiva frac¢do particulada do fumo, detectou-se dieldrina.
Actualmente, em Portugal, ndo estdo fixados valores maximos de concentragdo de
residuos de pesticidas em tabaco e respectivo fumo. No entanto, este estudo merece
ser continuado, no sentido de optimizar metodologias que possam permitir no futuro
o controlo dos niveis deste tipo de compostos. Efectivamente, os métodos utilizados
revelaram-se sensiveis e selectivos. A composi¢do do tabaco ou do respectivo fumo é
muito complexa, isto €, tem um numero muito elevado de compostos, podendo alguns
deles interferir na determinagdo de outros, nomeadamente mascarando o sinal e/ou
aumentado o limite de detecgdo da técnica. Assim, certos componentes da amostra
poderdo ndo ser detectados por ndo conseguirem ser “vistos” pelo detector. Os
métodos utilizados neste estudo devem a sensibilidade e selectividade elevadas as
caracteristicas de duas das fases do processo analitico: (1) Os compostos a estudar

sdo extraidos da amostra (nas formas liquida ou gasosa) por um processo designado
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por “microextrac¢do para fase solida (SPME)”. Com este sistema, a amostra ndo ¢é
analisada no seu todo, apenas o sendo espécies criteriosamente seleccionadas. Assim,
as espécies interferentes sdo minimizadas e as espécies de interesse sfo concentradas;
(2) O detector do sistema analitico e o processo de calculo das areas dos picos tem
capacidade de rejeitar a grande maioria das espécies indesejadas que la chegam num
determinado instante, registando apenas as espécies previamente definidas inerentes
aos compostos em estudo. Deste modo, a grande maioria dos inteferentes que néo

foram eliminados no passo 1, e chegam ao detector, poderdo ser eliminados.

Nestas condi¢bes o sinal (ruido) de fundo ¢ reduzido, permitindo atingir limites de

detecc¢do mais baixos e selectividade superiores as de métodos mais tradicionais.

Este trabalho incidiu apenas na identificagdo do composto, merecendo ser continuado

com vista a quantificagdo dos residuos detectados.
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Anexo 1

Lista dos componentes do tabaco identificados e quantificados num laboratério alemio :

Amoniaco

Aminas aromaticas:

1-Aminonaftaleno
2-Aminonaftaleno
3-Aminobifenil
4-Aminobifenil
Hidrocarbonetos poli-aromaticos

Carbonilos:

Formaldeido
Acetaldeido
Acetona
Acroleina
Propenaldeido
Crotonaldeido
Butiraldeido
Metiletilcetona

Hidrogeno cianeto
Monoxido de carbono

Oxido de azoto
Merciirio
Metais:

Niquel
Chumbo
Cadmio
Cromio
Arsénio
Selénio

Nitrosaminas:

NNN
NNK
NAT
NAB

Semi-Volateis:

Fenois:

Nicotina
Agua
Compostos organicos volateis:

Piridina
3-Vinilpiridina
Quinolina

Catecol

Fenol
Hidroquinona
Resorcinol
m-¢ p-Cresol
0-Cresol

1,3-Butadieno
Isopreno
Acrilonitrilo
Benzeno
Tolueno
Estireno

* http://www.aristalabs.com/MainstreamSmoke.htm em 20-10-2004
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