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Resumo

O tabaco € a causa de um nimero muito elevado de mortes prematuras. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saidde no ano 2000, a nivel mundial, morreram 5 milhdes de
pessoas com doencas relacionadas como consumo de tabaco, a nivel mundial. Em Portugal,
devido ao tabaco, morrem cerca de 5 mil pessoas por ano, correspondendo a uma morte a
cada duas horas. Durante a combustio do tabaco s@o produzidas milhares de substancias,
muitas delas toxicas, que sdo transportadas até aos pulmdes do fumador.

Apesar de existirem métodos padrdo para a geragdo e colheita de fumo inaldvel em
mdquinas de fumar (Federal Trade Commission e Organizacdo Internacional de
Normalizagdo) e para a determinaciio de alcatrdo, nicotina e monéxido de carbono, ndo
existem métodos padrdo conhecidos para andlise de outros constituintes do fumo. O
principal objectivo deste trabalho foi a implementagcdo de metodologias para determinagao
de compostos organicos gasosos presentes em fumo inaldvel de cigarro directamente a partir
da fase gasosa. De entre a mistura muito complexa existente no fumo de cigarro o estudo
incidiu em benzeno e em alguns dos seus derivados alquilados, designadamente tolueno e
m/p-xileno (por serem muito nocivos para 0 Homem e por se dispor de meios analiticos para
detecg¢do de compostos organicos voldteis em amostras gasosas) e fol extensivo a acetona e
2-butanona.

Comecou-se pelo estabelecimento de um método de amostragem a partir de uma
maquina de fumar, eficaz e compativel com o método de andlise: o fumo era recolthido num
saco de gases e daf era amostrado por microextrac¢do para fase solida (SPME) (e também
tubos com Tenax-TA, para comparagdo) seguido de desadsor¢do térmica em cromatégrafo

gasoso com detec¢do por espectrometria de massa (GC-MS). Nio se recorreu, portanto, a
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extrac¢do por solvente, evitando-se a producdo de residuos. A fibra de SPME continha um
revestimento de polidimetilsiloxano (PDMS).

Uma comparacdo de declives das rectas obtidas por calibragdo externa e por adigdo
de padrdo (usando SPME) mostrou que se estava na presenca de efeito de matriz, o que
implicou que a quantificacdo dos diferentes compostos fosse realizada pelo método de
adi¢do de padrdo.

O estudo incidiu sobre cigarros comerciais, com filtro, de uma marca americana,
muito difundida na Europa, que sera aqui designada por marca A e em cigarros de
referéncia, produzidos na Universidade de Kentucky (Kentucky Tobacco Research &
Development Center), designados na origem por 2R4F.

Os niveis de concentracido dos compostos estudados obedeceram a seguinte ordem:
m/p-xileno < tolueno < benzeno < 2-butanona < acetona, quer nos cigarros de referéncia
2R4F quer nos de marca A. Nos cigarros de marca A os niveis (e respectivos desvios padrao)
foram, em pg/cigarro, de 155 + 36 para acetona, 47 + 19 para 2-butanona, 44 + 8 para
benzeno, 26 + 8 para tolueno e 9 + 2 para m/p-xileno. No caso de cigarros de referéncia
2R4F, observaram-se niveis (ug/cigarro) de 172 + 45 para acetona, 41 + 4 para 2-butanona,
41 + 8 para benzeno, 40 + 4 para tolueno e 8 + 2 para m/p-xileno.

Nido se dispondo de materiais de referéncia com niveis certificados, procurou-se
averiguar a existéncia de erros sistematicos recorrendo a um método alternativo de
amostragem de analitos que usa um processo de extrac¢do bastante distinto: adsor¢do dos
analitos em Tenax-TA contido num tubo de ago, que € depois sujeito a desadsorg¢do térmica
para andlise por GC-MSD. Uma comparagdo dos métodos revelou que os dois
procedimentos conduziram a resultados que foram estatisticamente iguais assumindo um
nivel de significincia de 5%, para todos os compostos, com excep¢do dos niveis de tolueno
em cigarros de referéncia 2R4F cujos resultados foram estatisticamente iguais apenas para
um nivel de significancia de 1% e dos niveis de benzeno em cigarros de marca A que foram
estatisticamente diferentes, embora da mesma ordem de grandeza. De referir ainda que as
variancias associadas as médias ndo diferem estatisticamente em todos os casos estudados.

Uma comparagdo dos resultados com outros da literatura, mostrou que os niveis de
concentra¢do dos compostos estudados foram da mesma ordem de grandeza em cigarros de

diferentes marcas.
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Abstract

Tobacco is responsible for a very high number of premature deaths. According the
World Health Organization (WHO) tobacco is currently responsible for 5 million deaths per
year. In Portugal it causes about 5 thousand deaths per year (one death in each two hours).
During the smoking of cigarettes thousands of substances are produced that go to the
smoker lung.

There is a lack of standardized analytical methods for smoke components except for
the analysis of tar, nicotine and carbon monoxide and for smoke collection on smoking
machines (FTC, ISO). The aim of this work was to implement a method for analysis of
organic compounds on mainstream cigarette smoke vapour phase. From the complex
cigarette smoke matrix, this work focused fundamentally on benzene, toluene and m/p-
xylene because of their harmful potential for Humans and because analytical conditions
were available to detect this kind of compounds on gas samples. The method was used
afterwards to determine acetone and 2-butanone.

This work started by establishing an effective and compatible sampling method to
couple with the analytical method: the mainstream smoke was collected on a gas sample
bags. Solid phase microextraction (SPME) and gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) were the analytical techniques used, without employing solvent extraction. SPME
fibers with poly(dimethylsiloxane) (PDMS) were chosen.

The slopes obtained on the external calibration and on the method of standard
addition were compared, indicating matrix effects. Therefore, the method of standard

addition was used to quantify the different compounds.
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The study focused commercial cigarettes, with filter, from one american brand, here
defined by brand A. Reference cigarettes 2R4F obtained from the university of Kentucky
(Kentucky Tobacco Research & Development Center) were also used.

The results obtained with 2R4F and brand A cigarettes, ranked the compounds
concentrations in the follow order: m/p-xylene < toluene < benzene < 2-butanone < acetone.
The quantified levels (and standard deviations) in pg/cigarette units were for acetone 155 +
36, for 2-butanone 47 + 19, for benzene 44 + &, for toluene 26 + 8 and for m/p-xylene 9 + 2,
for brand A smoke cigarettes and were for acetone 172 + 45, for 2-butanone 41 * 4, for
benzene 41 + 8, for toluene 40 + 4 and for m/p-xylene 8 + 2 for 2R4F smoke cigarettes.

As there is no reference material with certificated levels, the existence of systematic
error was investigated using an alternative method with a different extraction process:
adsorption on Tenax-TA following by thermal desorption and GC-MSD analyse.

The analysis of the results obtained by the two different methods shows that there is
no significant different at 5% significance level, to all compounds, except for toluene on
reference cigarettes 2R4F where the means were no statistical different to 1% significance
level, and for benzene on cigarettes from brand A that were statistical different for which
level (5% or 1%). The variances of all results showed no significant differences.

The obtained results are in the same order of magnitude of the ones supported in

literature.




Résume

Le tabac est responsable d'un nombre tres élevé de déces prématures. Selon
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le tabac est actuellement responsable pour 5
millions de déces par an. Au Portugal, il cause environ 5 mille déces par an (un mort dans
chaque deux heures). Au cours de la fumée de cigarettes sont produites des millions des
substances qui sont transporter au poumon du fumer.

I manque des méthodes analytiques normalisées pour la fumée, sauf pour l'analyse
de la teneur en far, en nicotine et en monoxyde de carbone et de fumée de tabac sur la
collecte des machines (FTC, 1SO). L'objectif de ce travail a été¢ d'appliquer une méthode
d'analyse des composés organiques dans la fumme inhalé de cigarette a partir de la phase
vapeur. Parmi les mélanges trés complexes qu’existe dans la fumme du cigarette, ce travail
a porté essentiellement sur le benzéne, toluéne et m/p-xylene en raison de leur potentiel
nocif pour 'Homme et parce que les conditions analytiques €taient disponibles pour détecter
ce genre de composés sur des échantillons de gaz. La méthode a été utilisée ensuite pour
déterminer l'acétone et 2-butanone.

Ce travail a commencé par la mise au point dine méthode d'échantillonnage efficace
et compatible avec la méthode d’analyse: les composés de la fumme ont été recueillies sur
un sac a gaz et extraits por microextraction en phase solide (SPME), sans employer
extraction par solvant, et finallment analysé por chromatographie en phase gazeuse-
spectrométrie de masse (CG-MS). Pour le SPME ont été choisis des fibres de
poly(dimethylsiloxane) (PDMS).
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La comparaison des pents de les charts de calibration externe et pour addition
d’étalon on montre un effet matrice. Par conséquent, I’addition d’étalon a été utilisée pour
quantifier les différents composés.

L'étude a été porté des cigarettes commerciales, avec filtre, d'une marque américaine,
ici définie par référence les cigarettes de marque A, et sur cigarettes fourni pour l'université
du Kentucky (Kentucky Tobacco Research & Development Center), défini comme 2R4F.

Les niveaux de concentrations obtenus pour le composés étudies sont classées dans
ordre suivant: m/p-xyléne < toluéne < benzéne < 2-butanone < acétone, pour les deux
marque de cigarettes. Les niveaux déterminés (et ecart type) en unités de pg/cigarette ont €té
de 155 + 36 pour I’acétone, 47 + 19 pour le 2-butanone, 44 + 8 pour le benzene, 26 + & pour
le toluéne et 9 + 2 pour le m/p-xyléne pour la marque A; et 172 + 45 pour ’acétone, 41 £ 4
pour le 2-butanone, 41 + 8 pour le benzéne, 40 + 4 pour le toluene et 8 * 2 pour le m/p-
xyleéne pour 2R4F cigarettes.

Comme il n'ya pas de matériaux de référence certifiés avec les niveaux connue,
l'existence d'une errcur systématique a été étudiée en utilisant une méthode alternative
différent d'un processus d'extraction: l'adsorption sur Tenax TA suivant par désorption
thermique et GC-MS analyser.

L'analyse des résultats obtenus par les deux méthodes différentes montre qu'il n'ya
pas de différence significative pour un niveau de signification de 5%, pour tous les
composés, a l'exception de toluene référence sur les cigarettes 2R4F lorsque les moyens
n'étaient statistique différente que por un niveau de signification de 1%, et pour benzene sur
les cigarettes de marque A qui ont éte statistiquement different. Les écarts de 1'ensemble des
résultats ne montre pas des différences significatives.

Les résultats obtenus sont dans le méme ordre de grandeur de ceux decrit dans la

littérature.
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1.1. Evolucao do conhecimento cientifico sobre o tabaco

O tabaco é uma planta, originaria da América do Sul e pertencente a familia das
solandceas das quais existem mais de 50 espécies diferentes. De entre estas, a Nicotina
tabacum ¢ a que suscita maior interesse.’

As primeiras publicacGes cientificas sobre o tabaco comegaram a aparecer no século
XVI. Nessa época, Jean Nicot (1530 - 1600), entdo embaixador da Franga em Portugal,
estudou e atribuiu propriedades medicinais a planta, que acabou sendo baptizada com o seu
nome (Nicotiana).

Apesar disso, o tabaco tornou-se paulatinamente, ao longo do século XVIII, uma
planta de consumo profano, visando o prazer e a diversdo. Converteu-se entdo num grande
investimento comercial. Nos Estados Unidos, as plantagdes da Carolina do Norte tornaram-
se referéncia mundial para todos aqueles que se interessavam pela producdo e
comercializa¢do do produto. A vocagido comercial da planta apareceu associada ao glamour,
a sensualidade.

No século XVIII surgiram na Europa as primeiras publicagdes que associam 0
tabaco ao cancro do 1abio, boca e mucosa nasal. A Inglaterra ¢ a Alemanha foram os paises
que mais estudaram o assunto. Ainda no século XIX comegou a haver consciéncia de
problemas de satide crénicos associados ao consumo do tabaco. As primeiras vozes que se
manifestavam contra o consumo livre do tabaco foram do movimento proibicionista norte-
americano. Com base em estudos epidemioldgicos realizados em Inglaterra € nos Estados
Unidos da América (EUA) a partir dos anos 50 do século XX, a relagdo entre o cancro do
pulmio e tabagismo foi definitivamente estabelecida. Em 1962, o Governo Briténico
decretou que os produtos derivados do tabaco deveriam ter avisos sobre 0s riscos potenciais.
Os EUA tomaram atitude semelhante em 1964. Seguiram-se duas décadas de constatagoes.
O combate frontal ao hdbito s6 arrancou em meados dos anos 80 do século passado. Nessa
altura ja nfo havia duvidas acerca dos maleficios causados pelo tabaco, tendo-se
intensificado as politicas publicas de prevengdo e combate ao fumo. Nos EUA o consumo
foi banido de locais fechados, transportes publicos e lojas. Muitos pafses proibiram a
publicidade incentivando a venda de cigarros.

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) criou em 1987 o Dia Mundial sem Tabaco
(31 de Maio). Em 2003 aprovou um tratado mundial para a prevengdo e controlo do
tabagismo (Convengdo Quadro) que foi assinado por Portugal em Janeiro de 2004. No

ambito desta Convengio Quadro tém vindo a ser desenvolvidas e implementadas diversas
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directivas europeias pelos varios estados membro da Unido Europeia. A semelhanca do que
alguns paises ja fizeram, a partir de Janeiro de 2008 foi introduzida em Portugal uma nova
legislagdao para a prevengdo e controlo do tabagismo donde se salientam as normas de

proibi¢@o ou limitagdo de fumar nos locais publicos e/ou nos locais de trabalho fechados.

1.2. Maleficios do tabaco

O tabaco € a segunda maior causa de morte no mundo. Segundo OMS o tabaco é
responsavel pela morte de um em cada 10 adultos (cerca de 5 milhdes de mortes cada ano) a
nivel mundial. Prevé-se que cause cerca de 10 milhdes de mortes por ano em 2030.°

Na Europa, o fumo do tabaco € responsdvel por um milhdo e 200 mil mortes anuais,
prevendo-se que, em 2020, este nimero ascenda a dois milhdes. Em Portugal, calcula-se que
20 a 26% da populagdo fuma e, entre 1970 e 1995, o consumo do tabaco aumentou mais de
150%, tendo sido o pais da Unido Europeia, onde mais se tinha elevado a percentagem de
fumadores.’

Nos paises desenvolvidos 25 a 30% da totalidade dos cancros relacionam-se com o
tabaco, contribuindo para o desenvolvimento de doencas respiratérias que podem ser graves
e mortais, tal como 80% das situac¢des clinicas de doenga pulmonar crénica obstrutiva. O
tabaco constitui ainda um factor de risco importante de doengas vasculares arteriais, sendo
que 20% da mortalidade, por doenga corondria, se deve ao tabaco. Os fumadores de mais de
um macgo de cigarros por dia tém quatro vezes mais enfartes do miocdrdio que os nio
fumadores e estes, quando tém enfartes, t€ém-nos dez anos mais tarde que os consumidores
de tabaco.! Devido ao tabaco nascem bebés de baixo peso (filhos de mies fumadoras).” Um
grande numero de estudos epidemioldgicos liga o fumo de cigarro a doengas
cardiovasculares, cancro do pulmio, bronquite crénica, obstru¢do pulmonar crénica e
efisema.’ Para além disso, um aumento do risco de vir a sofrer de cancro no estdbmago, na
laringe, no eséfago, no pancreas e no trato urindrio foi associado a fumadores.®’

A Nicotina, além de provocar dependéncia, tem também virios efeitos hormonais,
dependendo do numero e frequéncia de cigarros fumados e dos fumadores criarem ou ndo
tolerdncia a nicotina. O tabagismo associa-se também a menopausa precoce € a um aumento
da osteoporose nas mulheres. Os fumadores t€ém normalmente um peso corporal em média

de 2,7 a 4,5 kg inferior ao dos ndo fumadores. Isto € consequéncia da associa¢do do

tabagismo a um consumo mais reduzido de alimentos e um gasto energético superior. O
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aumento de peso que se produz ao deixar de fumar constitui um problema para muitos ex-
fumadores.®

No caso dos fumadores passivos, expostos a uma combinagdo do fumo proveniente
da extremidade acesa dos cigarros com o fumo exalado por fumadores, a exposi¢do ao fumo
causa doencas, incluindo o cancro do pulmao e doencas cardiacas, podendo agravar a asma
nos adultos e provocar irritacdes na vista, garganta e nariz. Nas criangas origina problemas
tais como asma, infeccOes respiratorias, tosse, pieira, otites médias (infec¢do do ouvido
médio) e sindroma de morte stibita infantil.

Uma pesquisa na literatura existente revela que dos 227 compostos quimicos
classificados pala International Agency for Research on Cancer (IARC) como pertencentes
ao Grupo 2B, ou seja “possiveis carcinogénicos”, 48 estdo presente no fumo do cigarro
inalado por um fumador durante o processo de queima do mesmo cigarro.9

Durante a combustio do tabaco sdo produzidas milhares de substincias que sdo
transportadas até aos pulmdes do fumador. Muitas dessas substéncias vao actuar
principalmente sobre o aparelho respiratério, sendo algumas delas absorvidas, passando
assim para a corrente sanguinea, a partir da qual actuam sobre o restante organismo. Os
compostos do tabaco sdo classificados pela sua actividade biol6égica como asfixiantes,
irritantes, mutagénicos, carcinogénicos, inibidores de enzimas e farmacologicamente
activos. Quem fuma um maco de tabaco diariamente inala cerca de 840 centimetros cubicos
de alcatrdo por ano, contém benzopireno. Esta ¢ uma substincia que lesiona o material
genético das células e produz cancro nos 6rgdos com quem tem contacto.®

Focando constituintes do fumo do tabaco que foram objecto de estudo do presente
trabalho, e as suas consequéncias na satde, tem-se 0 benzeno que afecta o desenvolvimento
do feto, o sistema cardiovascular, o sistema nervoso e o sistema imunoldgico, provocando
ainda leucemia; o tolueno que afecta o sistema nervoso e o sistema digestivo, os xilenos que
além do sistema nervoso, afectam também o sistema respiratdrio, a acetona que provoca
irritagdo ocular e do tracto respiratério superior, assim como afec¢do do sistema nervoso
central, e a 2-butanona que provoca irritagdo da pele, olhos e sistema respiratério. S@o
apresentados na Tabela 1.1 efeitos conhecidos na satide de alguns dos componentes (6Xicos

do fumo inaldvel dos cigarros.
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Tabela 1.1. Efeitos de alguns dos componentes presentes no fumo inalavel dos

. . i
cigarros, na saude. 0

Composto

Toxicidade

Monoxido de carbono
Amoniaco
Oxidos de azoto (NOx)
Cianeto de hidrogénio

Sulfureto de hidrogénio

Liga-se 4 hemoglobina inibindo a respiracio
Irritacdo das vias respiratérias

Inflamagdo do pulméo

Inibe o funcionamento normal do pulmao

Irritag@o das vias respiratdrias

Acrolina Inibe o funcionamento normal do pulméo
Metanol Téxico quando inalado e ingerido

Piridina Irritagdo das vias respiratorias

Nicotina Provoca dependéncia, afecta os sistemas

cardiovascular e enddcrino

Fenol Promotor de tumor em animais de laboratdrio
Catecol Carcinogénico em animais de laboratério
Anilina Dificulta a respirac¢io

Hidrazina maleica Agente mutagénico

1.3. O cigarro e seus constituintes

O componente principal dos cigarros de todas as marcas €, naturalmente, o tabaco.
Segundo os dados da Philip Morris (empresa americana responsdvel pelo fabrico de cigarros
de vdrias marcas distribuidas por todo o mundo), o cigarro tipico de mistura americana
contém, pelo menos, 90% de tabaco no enchimento. Mas os cigarros contém, para além do
tabaco, uma série de componentes adicionais, tais como o papel de cigarro e filtros, nos
quais também sdo adicionados ingredientes. Os governos de varios paises aprovaram
normas relacionadas com os ingredientes dos cigarros.

Existem muitas diferencas na composicdo de cigarros produzidos por diferentes
fabricantes. Para essas diferengas contribuem os tipos e quantidades de tabaco utilizados, o
ano de colheita desse tabaco, a quantidade e tipo de ingredientes adicionados e materiais
ndo-tabaco utilizados (por exemplo o papel ¢ filtros) e a forma fisica do cigarro. '

O tabaco ¢ uma planta que inclui cerca de 3800 constituintes, desde pequenas

moléculas organicas e inorganicas até biopolimeros. As moléculas mais pequenas
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distribuem-se por numerosas classes diferentes de compostos, tais como hidrocarbonetos,
terpenos, dlcoois, fendis, dcidos, aldeidos, cetonas, quinonas, nitrilos, compostos sulfiricos,
carbohidratos, aminodcidos, alcaléides, esterdis, isoprenois, etc. Os biopolimeros consistem
em celulose, hemicelulose, pectina, proteinas e péptidos, dcidos nucleicos, etc. Durante o
processo de queima de um cigarro, todos os constituintes do tabaco sdo sujeitos a
temperaturas que podem chegar aos 950°C na presenca de diferentes concentragdes de

. 12,13
oxigénio na zona de queima.

1.4. Caracterizacao do fumo do cigarro

O fumo resultante da queima do cigarro ¢ uma complexa mistura quimica. Estima-se
que 4800 constituintes quimicos tenham sido ja identificados no fumo do cigarro, entre eles
encontram-se mais de 100 alcanos, 150 alcenos e 55 hidrocarbonetos aliciclicos.'?

O fumo do tabaco possui uma composi¢do complexa. Durante a aspiracdo de ar €
gerado um vapor muito concentrado, provavelmente sobressaturado que € puxado ao longo
do cigarro, formando o fumo que € aspirado pelo fumador, designado por fumo inaldvel ou
mainstream em inglés. Por outro lado, o fumo que sai da ponta do cigarro directamente para

a atmosfera é denominado em inglés por sidestream (Figura 1.1).°

mainstream _,

sidestream

a

Figura 1.1. Representagio da formagdo do fumo inaldvel (mainstream) e do fumo sidestream num
. 14
cigarro.
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A composi¢do qualitativa do fumo sidestream e do fumo inaldvel é muito
semelhante na medida em que sdo constituidos essencialmente pelos mesmos constituintes,

no entanto em termos de composicdo quantitativa sdo diferentes. De facto, o fumo

[¢N

sidestream ¢é gerado segundo condic¢des diferentes do fumo inaldavel. O fumo sidestream

[¢N

gerado a temperaturas que variam entre 200°C e 600°C enquanto que o fumo inaldvel
gerado a 600-950°C. Além das diferentes temperaturas a que sdo gerados também diferem
no pH, tendo o fumo inaldvel um pH mais baixo (6,0 - 6,7) do que o fumo sidestream (6,7 -
7,5). Os indices de oxigénio também eles sdo diferentes, sendo de 16% para o fumo inalavel
e de 2% para o fumo sidestream.'>"*

Do ponto de vista fisico, o fumo do cigarro € constituido por uma fase particulada
(ou fase descontinua), constituida pof componentes de massa molecular relattvamente
elevada e pressdo de vapor baixa e agregados de moléculas, e por uma fase de vapor (ou
fase continua), constituida por compostos mais volateis de menor massa molecular.” No
entanto muitos dos constituintes mais volateis também aparecem adsorvidos a partl’culas.lo

A fase particulada fica em grande parte retida, a temperatura ambiente, pelos
chamados “filtros de Cambridge”.'*"® Estes filtros sdo formados por fibras de vidro ligadas
entre si por um aglomerado poliacrilico, que retém 99,9% de todas as particulas que tenham
um didmetro superior a 0,1 um. Geralmente substdncias com massa molecular relativa
inferior a 60 tendem a estar, predominantemente, presentes na fase de vapor enquanto que,
substancias com massa molecular relativa superiores a 200 tendem a estar apenas na fase
particulada.'® A quantidade de matéria particulada (presente no fumo inaldvel) que fica nos
filtros de Cambridge, menos dgua e menos nicotina é definida por alcatrdo (tar em inglés).
O alcatrdo € um composto ndo muito bem definido porque tem na sua constitui¢do centenas
de compostos diferentes. A nicotina, os hidrocarbonetos policiclicos aromadticos e
nitrosaminas especificas do tabaco sdo exemplos de constituintes associados principalmente
a fase particulada.

A fase gasosa do fumo € a que passa através dos filtros de Cambridge, podendo ser
recolhida, por exemplo, em sacos de gases. Esta fase € constituida por pequenas quantidades
de hidrogénio, monéxido de carbono, didéxido de carbono, metano e outros hidrocarbonetos
assim como certos vapores incluindo vapor de dgua e cianeto de hidrogénio. Os compostos
de massa molecular pequena, como o amoniaco'® e o formaldeido encontram-se
preferencialmente na fase de vapor embora também tenham sido encontrados na fase
particulada do fumo."” E principalmente na fase gasosa que sdo emitidos 0os compostos

organicos voldteis (COV’s) e compostos organicos muito volateis (COMV’s) estudados
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neste trabalho. De referir que a OMS em 1989 introduziu uma classificagdo dos compostos
organicos com base no valor do respectivo ponto de ebuligﬁo.'8 Segundo essa defini¢do a
designacdo de COV’s aplica-se aos compostos orgénicos com ponto de ebuli¢éo entre 50 e
240 °C, no caso de compostos apolares, e entre 100 e 260 °C, no caso de compostos polares.
Por sua vez, COMV’s sdo todos os compostos orgdnicos com ponto e ebuligdo inferior a 50
°C, no caso de compostos apolares, e inferior a 100°C, no caso de compostos polares.

Nos anexos 1 ¢ 2 apresentam-se os constituintes principais dos conteudos da fase
gasosa e 0s principais constituintes da fase particulada do fumo, respectivamente. Em
ambos 0s casos, apresentam-se também as suas concentragdes que foram observadas no
fumo inaldvel de cigarros sem filtro.

O desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais sensiveis e reprodutiveis
permitiram a Hoffman e Hoffman,'® identificarem 66 compostos com efeitos carcinogénicos
no fumo de cigarro. Desses compostos, 11 sdo conhecidos como carcinogénicos para o
Homem (Grupo 1), 8 sdo provavelmente carcinogénicos para o Homem (grupo 2A)7 ¢ os
restantes 47 sdo carcinogénicos para animais que sdo possivelmente também carcinogénicos

em humanos (grupo 2B).” A Tabela 1.2 apresenta uma selecgio desses compostos.

Tabela 1.2. Alguns dos compostos carcinogénicos presentes no fumo do cigarro.14

Composto Grupo Composto Grupo
Benzo[a]pireno 1 NNAL’ 2B
4-Aminobifenil 1 1,3-Butadieno 2B

2-Naftilamina 1 Acetaldeido 2B
Formaldeido 1 Isopreno 2B
Benzeno 1 Estireno 2B
Oxido de etileno 1 Catecol 2B
Cadmio 1 Niquel 2B
NNK"™ 1 Cobalto 2B
NNN"" 1 Chumbo 2B

TNNAL = 4-(metilnitrosamina)- 1-(3-piridil)-1-butanol
NNK = 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona
“NNN = N-nitrosonornicotina

1.5. Ingredientes adicionados ao tabaco

Os cigarros comercializados sdo fabricados a partir de uma mistura de vérios tipos de
tabaco e sdo sujeitos a diferentes processamentos. Durante a mistura e processamento do
tabaco sdo adicionados humidificantes, tais como o glicerol e o propilenoglicol, que

minimizam a troca de humidade do produto com o ambiente, além de facilitarem o
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processamento do fumo. Sdo também adicionados ingredientes arométicos para melhorar as
caracteristicas do fumo em termos de sabor e aromas especificos.""

Enquanto que o termo “constituinte do tabaco” se refere a uma substincia que esta
naturalmente presente no tabaco, o termo “ingrediente do tabaco” refere-se a uma
substéncia, que foi adicionado ao tabaco durante o processo de fabrico do cigarro."’

Quando o cigarro é fumado, quer os constituintes quer os ingredientes podem ser
parcialmente destilados, transferindo-se intactos para o fumo ou sofrerem reacgdes de
pirdlise. Os produtos da pirdlise, por sua vez, podem ser transferidos intactos para o fumo
ou reagirem com outros constituintes do fumo, originando compostos secundarios.
Consequentemente, quando se pretende saber qual a influéncia dos ingredientes adicionados
a composi¢do quimica do proprio tabaco € necessdrio saber se sdo ou ndo pirolisados
durante a queima do cigarro e que produtos de pirélise se formam.'?

Ensaios quimicos e bioldgicos t€m sido realizados com o objectivo de estudar o
efeito dos ingredientes do tabaco.'* Estes estudos indicaram que os ingredientes
normalmente usados nos cigarros ndo alteram a toxicidade do fumo. Para além disso, esses
mesmos ingredientes ndo produzem efeito nos niveis da maior parte dos constituintes do
fumo que sdo conhecidos por provocarem doengas. A dnica excepgdo foi o formaldeido,
cujos niveis aumentaram na presenga de alguns ingredientes. Isto dever-se-4 ao facto do
formaldeido ter origem em pirdlises de agtcares, celulose e outras substincias
polissacaridas (ingredientes adicionados aos cigarros). No entanto, no AaAmbito da
sensibilidade e da especificidade dos bioensaios utilizados (dois ensaios genotéxicos e um
ensaio citotoxico), a actividade especifica da matéria particulada do fumo do cigarro nio foi

alterada pela adicdo dos ingredientes.

1.6. Processo de queima do cigarro

A queima do cigarro é um processo complexo onde muitos tipos de reac¢des
quimicas ocorrem em paralelo. Existem duas regides principais dentro da zona da queima
do cigarro: uma zona exotérmica chamada de zona de combustdo e uma zona endotérmica
chamada de zona de pirdlise/destilagdo. Na zona de combustdo, o oxigénio ¢ consumido
originando os produtos tipicos da combustdo (diéxido carbono, monéxido de carbono e
dgua) e libertando o calor que sustenta a queima. Enquanto dura a aspiragio de ar através do
cigarro ocorrem temperaturas entre os 600 e 950 °C. Imediatamente a jusante da zona de

combustdo tem lugar a zona de pirdlise/destilagdo onde as temperaturas sdo da ordem dos
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200 a 600 °C e os niveis de oxigénio sdo relativamente baixos. Aproximadamente um ter¢o
dos constituintes do fumo, incluindo nicotina, libertam-se nessa zona.'>!?

O tempo de residéncia dos compostos na regido onde se dd a sua formagdo ¢ de
apenas alguns milissegundos. Enquanto dura a aspiragéo de ar, o vapor gerado ¢ puxado
para fora da regidio de pir6lise/destilagdo e arrefece muito rapidamente na presenga do ar
diluido que entra pela linha de queima do papel. Isto leva a que os vapores dos compostos
menos voldteis atinjam rapidamente o seu ponto de saturagdo, ocorrendo condensagdo
quando o vapor arrefece para temperaturas inferiores a 350°C. Forma-se, assim, um aerossol
denso, que constitui a frac¢ao particulada.13 Depois de formadas, as particulas passam, em
fraccdes de segundos, desta temperatura inicial para uma temperatura préxima do ambiente,
sendo que, esta queda de temperatura abrupta facilita a formagio das particulas. Os nucleos
que promovem a condensa¢io (¢ que se encontram em grande nimero) podem ser
fragmentos microscépicos de matéria orgnica queimada incompletamente, como cinzas,
moléculas de elevada massa molecular, moléculas carregadas electricamente, etc. No
entanto, nem sempre € necessdria a existéncia destes niicleos de condensa¢do para a
formacdo das particulas. Existem particulas que se formam simplesmente a partir dos
vapores em estado de saturagdo que arrefecem bruscamente.

Os hidrocarbonetos de massa molecular baixa sdo gerados na regido de
pirélise/destilagio da zona de queima e encontram-se, tal como jd foi mencionado, em
grande quantidade na fase gasosa do fumo. N-alcanos e alcenos de cadeias longas sao
gerados a temperatura superior a 700°C. A temperatura de 500°C, formam-se mais de 75
hidrocarbonetos arométicos monociclicos como o benzeno e o tolueno, devido a pirdlise de
aminodacidos, acidos gordos, acucares e parafinas. A temperatura de cerca de 700°C
formam-se naftalenos. Existem pelo menos 80 naftalenos no fumo do tabaco. A pir6lise e
reaccdes pirosintéticas de hidrocarbonetos de cadeias longas, terpenos, fitoesterois como o
estigmasterol, parafinas, agucares, aminodcidos, celuloses e reacgdes envolvendo radicais
primérios, originam numerosos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH’s), tendo sido
ja identificados cerca de 300 PAH’s no fumo do tabaco.'”

Uma técnica que tem sido usada para tentar estabelecer uma relagdo entre os
componentes do tabaco e os produtos que constituem o fumo € a andlise da radioactividade
dos produtos presentes no fumo obtido a partir de cigarros que foram dopados com is6topos
radioactivos marcadores. Estes estudos permitem calcular a quantidade de constituintes ¢
ingredientes do tabaco que sdo transferidos para o fumo durante a queima do cigarro bem

. C o~ . . . ~ Ao 11
como a quantidade que sofre decomposi¢io térmica e oxidagdo durante a transferéncia.
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No estudo realizado por Schmeltz et al.,” procederam a adsor¢do de nicotina
marcada radioactivamente a silica gel, realizaram a pirdlise isotérmica da mistura em
atmosfera de azoto em tubos de combustio a vdrias temperaturas entre os 600 e 900 °C e
analisaram, na fase particulada recolhida, os produtos marcados (que deverdo ter tido
origem na nicotina). Durante a pirdlise a nicotina degradou-se em piridinas, o que envolveu
simples quebras de ligacdes e sofreu degradacdes mais extensas e rearranjos dando origem a
quinolinas, arilnitrilos e hidrocarbonetos aromdticos. Neste mesmo estudo foi usada uma
maquina de fumar, para fumar cigarros que continham nicotina marcada. Neste caso, foi
encontrada uma por¢do substancial (aproximadamente 42%) de nicotina destilada, sem
sofrer qualquer alterag@o, quer no fumo aspirado quer no fumo libertado directamente na
atmosfera. Nestas condicdes, cerca de 11% da nicotina foi convertida em piridinas e apenas
uma pequena frac¢do se converteu em quinolinas, arilnitrilos e hidrocarbonetos aromaticos.
Além disso, no cigarro 12,5% da nicotina oxidou-se totalmente formando didxido de
carbono. Portanto, este estudo mostrou que ocorreu uma degradacdo térmica da nicotina
mais extensa na pirdlise da nicotina isolada do que na queima do cigarro.

Nesse trabalho™ demonstrou-se que os produtos da pirdlise da nicotina isolada ou
inserida na queima do cigarro sdo diferentes e que o mesmo acontecerd com outros
constituintes do tabaco. Consequentemente, para que os estudos de pirdlise produzam
resultados semelhantes aos que acontecem na queima do cigarro, o processo deve simular o
que ocorre na zona de queima do cigarro quando este € fumado, em termos de velocidade de
aquecimento, temperaturas atingidas, niveis de oxigénio e velocidade de gds, tamanho
realistico da amostra a ser pirolisada e do tempo de residéncia dos produtos na regido de alta

temperatura.

1.7. Métodos de amostragem e analise de fumo de cigarro

Viérios métodos t€m sido usados para recolher e determinar niveis de diferentes
compostos no fumo inaldvel de cigarros. Métodos usando filtros de Cambridge foram
usados para recolher a fase particulada (técnica desenvolvida por Pillsbury et al. 1969,
citado em ©) assim como precipitagdo electrostdtica.

A concentragdo de dgua e nicotina na fase particulada foi determinada por Darral et
al,* usando GC-MS, apOs extracgdo com 60 mL de 2-propanol a partir do filtro com

frac¢do particulada. O alcatrdo era determinado subtraindo a massa de nicotina e dgua a
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massa total da fase particulada, tendo Chepiga et al.,'' usado a mesma técnica. Steven e
Borgerding27 usaram um método semelhante para determinar a nicotina, sendo a fase
particulada extraida com 10 mL de metanol, com agitagdo durante 30 minutos. Na
determinacdo, por GC, foi usado um detector de emissdo atémica.

Radovanovic ¢ Misic®® usaram também uma méquina de fumar equipada com um
filtro de fibra de vidro para recolher a fase particulada. Os componentes da fase particulada
foram extraidos num extractor soxhlet durante 10 horas com 250 mL de n-hexano. Os
compostos fendlicos foram extraidos e separados por extracgdo édcido-base, mas de um
modo que nio é explicitado pelos autores. A frac¢do do alcatrdo constituida por PAH’s foi
separada por cromatografia em coluna de silica gel, usando como eluente o n-hexano. As
fraccdes extraidas foram depois analisadas por cromatografia gasosa com detecgdo por
ionizacdo de chama (FID) e captura electrénica (ECD).

Desde hd muitos anos que os PAHs do fumo do tabaco constituem objecto de estudo.
Sabe-se que os PAHs se encontram principalmente na fase particulada do fumo. A andlise
de PAHs no fumo de cigarro envolve geralmente extracgdo com solventes a partir da
matéria particulada total (MPT), extrac¢do para fase sélida e pré-concentragdo antes da
andlise. Técnicas cromatogréficas e espectrométricas sdo normalmente usadas na analise.”

Gmeiner et al.,’® desenvolveram um método para determinar quantitativamente
PAHs na fase particulada do fumo inaldvel e aplicaram-no a cigarros de referéncia
Kentucky 1R4F. Os cigarros foram fumados numa maquina segundo as normas ISO e foram
adicionados 2 solugio PAHs deuterados como padrdes internos antes da andlise. O processo
envolveu extraccio de PAH’s com metanol a partir dos filtros, diluigdo em dgua, extrac¢ao
em fase sélida (SPE) numa coluna Cig e eluigdo com ciclohexano, seguindo-se
quantificagdo por GC-MS. O método permitiu a andlise de 17 PAHs numa amostra
constituida por fumo de 20 cigarros. O desvio padrdo relativo encontrado foi inferior a 10%
e os coeficientes de correlacdo superiores ou iguais a 0,99. Excepto para um composto
(dibenzo[a,h]antraceno) as percentagens de recuperacdo foram superiores a 70%. Este
método pode ser também aplicado ao fumo libertado directamente na atmosfera pela ponta
do cigarro a arder (sia’estreanfz).29

Li et al.,” desenvolveram uma técnica para andlise de PAHs em cada aspiragdo de
ar, a qual permitiu obter informagdes sobre distribuicdo dos PAHs no fumo durante o
consumo de um cigarro. O processo consistiv numa armadilha de empacotamento
constituida por um disco laminar de aluminio, onde foi recolhida a MPT presente no fumo

de uma tnica aspiracio. A MPT foi depois pesada ¢ dissolvida numa mistura de tolueno,
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hexano e isopropanol na proporc¢do de 5:5:1, contendo 1 ug/mL de cada um dos seguintes
PAHs deuterados, naftaleno-d8, fenantreno-d10, criseno-dl2 e perileno-d12, que
funcionaram como padrdes internos. A mistura MPT/solvente foi depois colocada num
banho de ultra-sons a temperatura ambiente durante 10 minutos e depois | pL da solugdo foi
injectado no GC-MS e analisada usando o sistema de ides-massa seleccionados (MIS). O
método permitiu determinar naftaleno, fenantreno, fluoranteno, pireno e benzolalpireno em
cigarros de referéncia Kentucky [R4F, fumados segundo as normas ISO. As concentra¢des
tipicas dos cinco PAHs estudados® em diferentes marcas de cigarros foram de 2-4 ug, 0,2-
0,4 pg, 60-150 ng, 45-140 ng e 9-40 ng para o naftaleno, fenantreno, fluoranteno, pireno e
benzo[a]pireno respectivamente, e variaram, com o tipo de tabaco, caracteristicas do papel
do cigarro, tamanho do cigarro, filtro e ventilagdo.

Os mesmos autores> também estudaram a influéncia de diferentes acendedores do
cigarro na concentragdo de PAHs na primeira aspiragdo de ar. Utilizaram quatro
acendedores diferentes: isqueiro eléctrico, lamparina de butano, um isqueiro de butano
convencional e fésforos. Constataram niveis de incerteza associados as determinagdes
maiores quando usaram acendedores manuais. As concentragdes de PAHs foram superiores
quando foi utilizado o fésforo e o isqueiro de butano convencional. As concentracdes
obtidas quando foi utilizado o isqueiro eléctrico e a lamparina de butano foram semelhantes.
Aparentemente, os efeitos dos acendedores tornam-se mais visiveis a medida que as
concentracoes dos PAHs sdo superiores. Isto deve-se ao facto de, quando se utiliza o fésforo
ou o isqueiro de butano convencional, uma grande por¢do dos PAHs detectados no fumo ter
origem na chama, quer por contribui¢do directa da chama, quer por interac¢do da chama
com o tabaco ou compostos produzidos durante a queima do cigarro.

Recentemente, Akpan er al.,° também determinaram PAHs presentes na fase
particulada do fumo inaldvel de cigarro. A fase particulada foi recolhida em filtros de
Cambridge, que € uma técnica eficiente para recolher PAHs menos volateis, mas nido é
eficiente na recolha de frac¢des mais voldteis. Seguia-se depois extraccio e purificagdo dos
compostos e andlise por HPLC com um detector fluorimétrico (tal como em *').

Compostos com um grupo carbonilo (por exemplo, aldeidos e cetonas) sdo
constituintes da fase de vapor do fumo de cigarro. Tém origem principalmente na
volatilizagdo directa e pirdlise do cigarro durante a combustdo. Alguns dos compostos muito
voléteis ou reactivos presentes no fumo de cigarro sdo de dificil andlise directa, tendo sido
caracterizados em poucos trabalhos publicados. Envolvem sempre uma derivatizagio depois

da recolha do fumo. Entre os reagentes derivatizantes utilizados destaca-se o 24-
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dinitrofenithidrazina (DNPH) que origina compostos muito estaveis’>. Os compostos
contendo grupos carbonilo mais abundantes no fumo de cigarro sdo o acetaldeido, a acetona
e o formaldeido.

Houlgate et al,”

estabeleceram métodos para determinar formaldeido e acetaldeido
no fumo inaldvel do cigarro gerado por uma maquina de fumar. Os aldeidos foram
recolhidos fazendo passar o fumo por uma solugio com DNPH em meio 4dcido, que era
posteriormente analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Miyake et
ozl.,34 determinaram niveis de formaldeido, acetona, propanal, 2 —metilpropanal, butanal,
hexanal e octanal apds derivatizagio com tiazolinas, seguindo-se quantificagdo por
cromatografia gasosa com detecc@o por azoto-fésforo.

Compostos organicos aromdticos, tais como o benzeno e o tolueno, jd foram também
objecto de estudo. Brunnemann et al.,”® e Byrd et al.,”® fizeram a extracciio deste compostos
passando o fumo inaldvel por armadilhas que continham metanol a muito baixas
temperaturas (-78°C), seguindo-se quantificagdo por GC-MS.

Para determinar benzeno e outros COV’s no fumo inaldvel do cigarro, Darrall et al.,
26 ap6s gerarem o fumo numa médquina de fumar, provida de dois filtros de fibra de vidro
para recolha da fase particulada, recolheram os COV’s em trés frascos borbulhadores
montados em série que continham metanol e eram mantidos a baixas temperaturas (-73°C).
O primeiro continha 20 mL do solvente e os restantes apenas 5 mL cada um. Os COV’s
recolhidos eram depois analisados por GC-MS.

A Health Canada,” indica como método para recolha de compostos voldteis
presentes no fumo inaldvel de cigarro, a passagem do fumo por filtros de fibra de vidro (92
mm) seguindo-se a passagem por armadilhas contendo metanol a baixas temperaturas (-
70°C). As solugdes obtidas deve ser adicionado padrio interno (benzeno deuterado) e
injectadas num GC-MS para quantificagdo. Este método foi usado por Counts et al,'”®

para determinar os componentes que constam na regulamentagdo da Health Canada.”

1.7.1. Padronizacao do “acto de fumar” para estudar o
fumo

N3o existem dois fumadores que fumem cigarros do mesmo modo. Por isso, 0s
valores relativos aos teores de alcatrio e nicotina associados as diferentes marcas de
cigarros ndo sdo indicadores precisos das quantidades de nicotina e alcatrdo inaladas por

cada fumador de cigarros de determinada marca. Porém, para que se possam obter
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resultados comparaveis sobre cigarros de diferentes marcas hd a necessidade de se usarem
métodos de aspiragdo de ar padronizados, realizados por maquinas adequadas, em condi¢ées
laboratoriais bem definidas. Este tipo de metodologias foi introduzido por autoridades
reguladoras, designadamente a Comissdo Federal de Comércio dos E.U.A. (U.S. Federal
Trade Commission — FTC) em cooperagio com a Organizacdo Internacional de
Normalizagdo (ISO). Tais metodologias permitem evidenciar diferencas relativas de teores
de constituintes do fumo de diferentes marcas de cigarros, presumindo que cada cigarro serd
segurado e fumado do mesmo modo que a maquina o faz.”

Em 1936 a American Tobacco Company comecou a usar miquinas de fumar com
condi¢Oes padronizadas, que tentaram reflectir os habitos dos fumadores dessa altura. Os
niveis médios de nicotina nos cigarros fumados eram de cerca de 2.8 mg/cigarro.” A FTC
adaptou em 1969 o método padrdo de 1936, apenas com pequenas modifica¢des, definindo
alcatrdo como a fase particulada do fumo menos a quantidade de dgua e nicotina. A partir
dai, as condig¢bes padrdo da mdquina de fumar sdo as seguintes: uma aspiragdo de 2
segundos, num total de 35 mL de ar, cada minuto, sendo deixados por fumar 23 mm em
cigarros sem filtro e 3 mm a partir do filtro no caso de cigarros com filtro. No Canada e no
Reino Unido, as condig¢des padrao ISO de fumar cigarros foram aceites desde 1991. Noutros
paises Europeus, as condi¢bes padrdo de fumar cigarros foram desenvolvidas pelo
CORESTA (Centre de Cooperation pour les Recherches Scientifiques Relative au Tabac),
sendo similares as condi¢gdes padrdo da FTC mas definindo alcatrio como o total de fase
particulada menos a quantidade de dgua.

Por seu lado, os legisladores do Canada, na provincia de British Columbia (Health
Canada — HC) consideraram que deveriam ser determinadas as concentragdes maximas dos
principais componentes nos cigarros. Para tal, estabeleceram os seguintes parAmetros de
aspiracdo de ar: volume de 55 mL e um intervalo entre aspira¢des de 30 segundos; caso os
cigarros possuam furos de ventilagdo junto ao filtro, estes devem ser tapados. Nestas
condig0es, espera-se atingir um valor aproximado das concentragdes maximas possiveis de
obter nos cigarros.'**°

Por sua vez, o Massachusetts Department of Public Health (MDPH) defende que
melhor do que obter valores de concentracio maximos € preferivel obter uma estimativa
mais realista das concentragdes médias no cigarro e propds o0s seguintes parametros:
aspiracdo de um volume de ar de 45 mL e um intervalo entre aspiragdes de 30 segundos;
devendo ser tapados metade dos buracos de ventilagdo, simulando o fumador que segura o

14,41

cigarro entre os dedos essa zona. Nem a HC nem MDPH alteraram duracdo da aspiragdo
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de ar estabelecido pelas normas ISO que é de 2,0 segundos. Aumentos no volume da
aspiragdo de ar e diminui¢do do intervalo entre aspiragdes conduzem a aumentos na dose de
exposicdo no fumo na fracgfo inaldvel. A Tabela 1.3 apresenta os pardmetros defendidos

nas principais normas em vigor.

Tabela 1.3. Parimetros utilizados na mdquina de fumar, referentes as puxadas de

14,17
ar.
Bloqueamento
Condicoes Volume (mL) Duracio (s) Intervalo (s) da ventilacao
(%)
ISO 35 2 60 0
MDPH 45 2 30 50
HC 55 2 30 100

Apesar de existirem métodos padrio para a geracdo e colheita de fumo inaldvel em
mdquinas de fumar (FTC, ISO) e determinagdo de alcatréo, nicotina e monodxido de
carbono, nfo existem métodos padrio conhecidos para andlise de outros constituintes do
fumo.®

Sem métodos analiticos padronizados, torna-se dificil a comparagdo entre niveis de
constituintes do fumo de cigarro determinados por diferentes métodos analiticos.

A influéncia do modo de fumar cigarros nas concentragdes dos compostos do fumo

1738 N -
I., " chegaram 2 conclusdo de que,

tem sido tratada em diversas publicagdes. Counts et a
tal como seria de prever, as quantidades da maioria dos constituintes presentes no fumo do
tabaco aumentam tipicamente segundo a ordem ISO < MDPH < HC. Ou seja, as
concentracdes no fumo aumentam a medida que aumenta o volume da aspira¢do de ar e ha
reducio da ventilagio — maior quantidade de tabaco fumado por aspirag¢do de ar. A
concentracdo de dgua no fumo aumenta significativamente pela mesma ordem. O aumento
de dgua no fumo poderd afectar a filtragio de alguns dos constituintes. O aumento relativo
das concentracdes é geralmente maior para os constituintes da fase de vapor do fumo do que
para os constituintes da fase particulada. Existem alguns constituintes que sdo excepgao
como é o caso do fenol e da quinolina, onde 50 a 70 % dos cigarros analisados apresentaram

concentracdes similares quando foram usados os pardmetros HC e MDPH. No caso do 1-

aminoftaleno e do 2-aminoftaleno também aproximadamente 50% das determinagdes

16



Introdugdo

realizadas apresentam valores de concentragdes idénticas usando quer os pardmetros HC
quer os MDPH.

Os volumes de aspiracdo de ar maiores e ventilagdes menores no método HC levam
a um aumento do fluxo de ar dentro do cigarro e a um aumento da temperatura, o que tera
efeitos na combustdo, pirdlise e destilacdo que ocorre dentro do cigarro durante a queima.42
Assim, quando se alteram os parametros usados na maquina de fumar as quantidades
relativas dos constituintes que fazem parte da composicdo do fumo do cigarro poderdo

também alterar-se.

1.7.2. Importancia do uso de cigarros de referéncia

Devido a complexidade do cigarro (atribuida aos pardmetros do design fisico do
mesmo, variagdes nas misturas de tabacos e ingrediente adicionados), a selecgdo de um
cigarro de referéncia apropriado para ser usado por diferentes investigadores, de modo a
fornecer resultados compardveis tornou-se uma necessidade.

Assim sendo, foram desenvolvidos cigarros de referéncia, da marca Kentucky, como
resultado da cooperagdo entre a US National Cancer Institue, a Agriculture Research
Service of the US Department of Agriculture e a University of Kentucky Tobacco and Health
Research Institute (Lexington, Kentucky). Esses cigarros incorporam as principais
caracteristicas dos cigarros que foram colocados no mercado desde 1950. Os cigarros de
referéncia servem como um padrdo internacional, com vista ao seu uso em trabalhos de
investigacgdo.

Chepiga et al.,'' estudaram a composicio do fumo inalével de cigarros de referéncia
Kentucky, tendo analisado 18 constituintes especificos, que foram seleccionados por terem
sido identificados como compostos que podem contribuir para os riscos associados ao fumo
de cigarro: nicotina (extraida com 2-propanol a partir da fase particulada recolhida em filtro,
seguindo-se analise por GC), CO (determinado por espectrofotometria no infravermelho nao
dispersiva — NDIR), amoniaco (determinado por calorimetria), benzo[a]pireno (analisado
por HPLC com detec¢do por fluorescéncia), Oxidos de azoto (determinados por
quimioluminescéncia), formaldeido, acetaldeido, acetona e 2-propenal (determinados por
HPLC com detector por fluorescéncia depois de derivatizagdo com 2-difenilacetil-1,3-
indadiona-1-hidrazona para formar derivados de azina), cianeto de hidrogénio (adsorvido
em hidréxido de sdédio, seguida extracgdo com dgua e andlise por colorimetria),

nitrosaminas especificas do tabaco (extrac¢do a partir da fase particulada do fumo com
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cloreto de metilo seguindo-se passagem do extracto por uma coluna de alumina a pressao
atmosférica e determinacfio por cromatografia gasosa com detec¢do por andlise de energia
térmica (TEA)). Os resultados dos estudos de Chepiga et al.,'' vieram confirmar a
representatividade dos cigarros 1R4F (hoje em dia substituidos pelos 2R4F) relativamente
aos cigarros do mercado americano light, no que diz respeito a actividade mutagénica da
fase particulada do fumo inaldvel, corroborando resultados anteriores de Steel et al..*?

No estudo de Chepiga er al.,'' concluiu-se também que os resultados obtidos da
analise do fumo inaldvel dos cigarros de referéncia 1RSF sdo representativos dos obtidos
para cigarros da categoria ultra-light, desde que as marcas analisados tenham concentragoes
de alcatrdo similares a dos cigarros de referéncia, o que ndo se verifica em todas as marcas
comercializadas. Esse estudo permitiu ainda concluir que a constitui¢do quimica do fumo
inalavel assim como a actividade mutagénica estdo relacionadas com a quantidade de
alcatrdio nos cigarros. Provavelmente, o resultado com maior importancia deste estudo fot a
correlagio observada entre os niveis de alcatrdo no fumo inaldvel e os niveis dos
constituintes desse mesmo fumo — os niveis dos constituintes do fumo aumentam a medida
que aumenta também os niveis de alcatrio. Uma relacdo similar foi observada entre os

niveis de alcatrio a actividade mutagénica da fase particulada do fumo inaldvel.

1.8. Métodos de recolha e analise usados neste trabalho

1.8.1. Microextraccao para fase solida (SPME)

A microextraccio para fase sélida (SPME) € definida como uma técnica em que o
volume da fase extractora é muito pequeno relativamente ao volume da amostra e
caracteriza-se por uma extrac¢do ndo exaustiva, ou seja, apenas € extraida uma fracgdo de
analito, cuja extensdo varia com as condigdes experimentais, como adiante se
descrevera. "

A SPME foi introduzida nos anos 90 por Pawliszyn e tem vindo a sofrer varios
desenvolvimentos.*® Nesta técnica, amostragem, extracgdo e concentragdes sdo incorporadas
num iinico passo e o uso de solventes ¢ minimizado. A amostragem processa-se expondo

uma fibra de suporte inerte recoberta com um polimero com afinidade para os analitos, a

uma amostra gasosa ou liquida. A fibra adsorve/absorve uma fraccdo dos analitos, sendo
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depois retirada da amostra e colocada no injector de um cromatdgrafo, para desadsorgdo
térmica dos analitos e andlise.

O funcionamento da SPME é baseado no equilibrio de particdo (revestimentos
liquidos) dos analitos entre a amostra em fase gasosa ou aquosa ¢ o polimero que cobre a
fibra. Teoricamente a fibra deverd ser exposta ao analito até que se atinja o equilibrio de
particdo. Nessas condi¢des a quantidade de analito adsorvido/absorvido serd maximo nas
condig¢des experimentais usadas. Porém, o tempo necessdrio para alcangar esse equilibrio
pode ser demasiado longo (algumas horas). Nestas situagdes pode ser preferivel encurtar os
tempos de exposi¢do e trabalhar em condi¢des de ndo-equilibrio, mas com tempos de
exposicdo constantes e iguais para padrdes e amostras.

A SPME comegou por ser utilizada na andlise de compostos relativamente volateis,
mas € hoje aplicada a uma grande variedade de compostos organicos voliteis ou semi-

volateis, incluindo PAH’s e pesticidas, entre outros.

1.8.1.1. Descricao da técnica

A SPME ¢ uma microtécnica, em que os processos de extrac¢do e pré-concentragdo
de analitos ocorrem numa escala reduzida. O dispositivo bdsico do SPME consiste num
bastao de fibra optica, frequentemente de silica fundida de 100 um de didmetro, em que 10
mm de uma das extremidade estd recoberta com um filme fino de um polimero com
afinidade para os analitos ou de um sélido adsorvente. As espessuras dos revestimentos de
fibras comerciais variam de 7 um a 100 um e os seus volumes variam de 0,03 pL a 0,7 pL.
A Figura 1.2 ilustra o dispositivo da fibra de SPME. Com o dispositivo da fibra adaptado ao
respectivo suporte (uma espécie de seringa, Figura 1.3) o manuseio das fibras para extrac¢do
torna-se bastante simples. O dispositivo que contém a fibra ndo pode ser manipulado
directamente, estando a fibra presa a um émbolo, como mostra a Figura 1.3. Na extremidade
oposta ao émbolo, o tubo hipodérmico fica exposto e além de proteger a fibra actua como a

agulha com que sdo perfurados os septos dos contentores da amostra.
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Tubo de fixagdo
da fibra (interno
ao hipodérmico)

Fibra
retraida

Figura 1.2. Representagio esquematica de um dispositivo de SPME. (A) Posi¢do com a fibra retraida na
agulha; (B) Posiciio com a fibra exposta. O detathe mostra as dimensdes tipicas da secgdo com revestimento de
100 pm de espessura.”’

Figura 1.3. (A) Vista interna com a fibra exposta e (B) vista com a fibra exposta e 0 émbolo travado
pelo pino no centro da fenda em AR

A Figura 1.4 mostra a sequéncia de procedimentos para realizar quer a extrac¢ao a
partir da amostra quer a desadsor¢do no injector do cromatégrafo. Com a fibra retraida na
agulha, o septo do frasco que contém a amostra é perfurado e a fibra € exposta a amostra.
Terminado o tempo de extracgdo, a fibra é novamente recolhida, a agulha € retirada do septo
e levada para insercfio no cromatdgrafo. Para andlise, com a fibra recolhida, a agulha perfura

o septo do injector do GC e a fibra é exposta para desadsor¢do térmica. Terminada a

desadsorg¢@o a fibra é recolhida e a agulha € retirada.
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Figura 1.4. Modo de usar o dispositivo SPME para o processo de extrac¢io e desadsorgio do material extraido
para analise cromatogréfica.*’

Podem ser considerados trés modos de extracgdo por SPME: extrac¢io directa por

exposi¢do a amostra liquida ou gasosa, extrac¢do no headspace de uma amostra liquida e

extrac¢do com protec¢cdo de membrana. Na extracgdo directa (Figura 1.5a) a fibra é imersa

directamente na amostra e os analitos sdo transportados directamente da matriz para a fase

extractora da fibra. Para fazer extracgdes mais rdpidas em amostras liquidas é necessério

recorrer a agitagdo. Para amostras gasosas a conveccdo natural do ar é suficiente para

facilitar um equilibrio rapido.
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Figura 1.5. Forma de operar com SME: (a) extrac¢do directa, (b) extracgéo a partir do headspace e(c) SPME
usando membrana protectora.*®

Quando a extraccio é feita no headspace (Figura 1.5b) os analitos sdo extraidos da
fase gasosa em equilibrio com a amostra liquida. Quando a extrac¢do € feita deste modo a
fibra é protegida de efeitos adversos causados por compostos ndo volateis e substincias de
massa molecular elevada presentes na matriz da amostra (por exemplo, dcidos hiimicos ¢
proteinas). No modo de extraccdo no headspace, as caracteristicas da matriz da amostra,
incluindo pH, ndo afectam a fibra. Num sistema constituido por uma amostra liquida e o seu
headspace a quantidade de analito extraido pela fibra ndo depende da localizag¢@o da fibra na
fase liquida ou na fase gasosa, deste modo a sensibilidade na extrac¢do no headspace ou na
extracgio directa ¢ a mesma, desde que os volumes das duas fases sejam 0 mesmo nos dois
casos. Mesmo quando numa extrac¢do directa ndo hd headspace, uma diferenca
significativa de sensibilidade entre amostragem directa e amostragem no headspace apenas
ocorre para analitos muito volateis (considerando a inexisténcia de interferentes).48

No terceiro modo de extrac¢do (Figura 1.5¢) a fibra estd separada da amostra com
uma membrana selectiva, que deixa passar o analito pretendido e bloqueia a entrada de
interferentes. O principal objectivo do uso de uma membrana € proteger a fibra de efeitos
adversos causados por moléculas de massa molecular elevada quando sdo analisadas
amostras muito sujas. A extrac¢do através do headspace também protege a fibra, mas a
extraccio usando uma membrana protectora permite a extracgao de compostos menos

volateis. O processo de extrac¢do é substancialmente mais lento quando usada a membrana
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de protec¢do do que quando a extrac¢io € directa, uma vez que no primeiro caso o analito
tem de se difundir através da membrana antes de alcancar a fibra. O uso de membranas mais

finas e 0 aumento da temperatura de extrac¢do permitem diminuir o tempo de extracgéo.48

1.8.1.2. Processo de absorcao/adsorc¢ao

As fibras para SPME actualmente disponiveis no mercado podem ser divididas em
dois tipos distintos no que respeita a caracteristicas fisicas dos seus revestimentos. Os
revestimentos de PDMS (polidimetilsiloxano) e de PA (poliacrilato), por exemplo, s&o
filmes liquidos, enquanto os revestimentos de PDMS-DVB (divinilbenzeno), Carbowax-
DVB, Carbowax-TR (templated resin) e de Carboxen t€ém como fase extractora principal
um sélido poroso.”

O mecanismo do processo de extrac¢do de cada um destes dois tipos de revestimento
¢ diferente. Enquanto que um revestimento liquido extrai analitos via absor¢d@o (processo de
particdo), um revestimento sélido extrai via adsorcio (processo de superficie). Na realidade,
0 mecanismo de absor¢do envolve a dissolugdo do analito no revestimento e a difusdo para
uma zona mais interior durante o processo de extrac¢do, enquanto que a adsorgdo €
caracterizada por o analito permanecer 2 superficie do revestimento.*’

O processo de particdo ¢ baseado na distribui¢do do analito entre duas fases
imisciveis e é determinado pela fugacidade do composto em cada fase. Em equilibrio pode

ser descrito através de uma constante adimensional (coeficiente de particdo — K):

x=to 1.1

onde C; ¢ a concentracdo do composto na fase organica (por exemplo, revestimento da

. o 2 ~ . . 4
fibra) e Cé a concentragio em equilibrio na amostra.*’

Fibras adsorventes extraem os analitos por interacgdes fisicas. A recolha ocorre por
reteng@o dos analitos dentro dos poros internos. As moléculas podem ser adsorvidas por
vérias formas como por exemplo interac¢des Van der Waal, dipolo-dipolo e outras ligagdes

intermoleculares fracas. Neste tipo de fibras hd um nimero limitado de locais de adsor¢@o,

ocorrendo competigdo entre os analitos por esses locais, que a certa altura ficam saturados.
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Enquanto que a absor¢do é um processo ndo competitivo, adsor¢do € por definigdo
um processo competitivo — as moléculas “lutam” por sitios livres existentes na superficie do
s6lido. Uma molécula com maior afinidade para um determinado revestimento pode
substituir uma molécula com menor afinidade. Isto significa que a quantidade de analito
extraido pela fibra pode ser afectada pela composicdo da matriz.*”

No processo de adsor¢do, o comportamento da concentragdo de equilibrio de um
composto na fibra e a sua concentragdo na amostra sdo normalmente descritas pela
isotérmica de adsorcdo. A isotérmica de adsorcéo que descreve adequadamente a extraccao
de analito em equilibrio através das fibras PDMS-DVB e CW-DVB € a isotérmica de
Langmuir. No modelo de Langmuir, a superficie tem um nimero limitado de sitios de
adsorcdo que podem ser ocupados pelo analito. O processo de adsorgdo € tratado como uma

reaccdo entre a molécula (A) e o local vazio (S) para originar um analito adsorvido (Aq):
A+S o A,

As taxas de adsor¢io (r,44) € desadsorgio (r4) sdo as seguintes:

ra = K.q[AlS] 1.2
fa = Kd[Aad] 1.3

onde, [A] é a concentracdo do analito na matriz e [S] ¢ a concentracdo de locais ndo
. s 21 2 7 ~ .
ocupados na superficie da fase s6lida em mol/cm®, [A,4] é a concentragdo do analito na fase
,1° 2 ~ . . ~ ~
s6lida em mol/cm” e K,y ¢ K, sdo constantes de equilibrio de adsorgiio e desadsorgéo,

respectivamente.

Em condigdes de equilibrio r,, € igual a ry, desta forma, o processo de adsorgao ¢

4
baseado em:*’

[Aad] Kad \P 1.4

onde, ¥ é uma constante de equilibrio.

24



Introducao

A Figura 1.6 ilustra os processos de absor¢do e adsor¢do que ocorrem nos
revestimentos das fibras de SPME. No inicio, independentemente da natureza do
revestimento, as moléculas do analito ligam-se a superficie da fibra. O facto de depois
migrarem para o interior do revestimento ou continuar na superficie depende do coeficiente
de difusdo do analito no revestimento. O coeficiente de difusdo de moléculas orginicas no
PDMS ¢ préximo do coeficiente de difusdo dessas mesmas moléculas em solventes
organicos, sendo que este tipo de revestimento extrai analitos via absor¢do. Por outro lado, o
coeficiente de difusdo de moléculas organicas em divinilbenzeno e carboxen € tdo pequeno
que durante a extrac¢do por SPME as moléculas ficam essencialmente na superficie do

revestimento.
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Figura 1.6. Comparagio dos mecanismos de extraccdo: absor¢io e adsor¢io.*’




Introducéao

Sendo a adsor¢cdo um processo competitivo, a composi¢do da matriz, tal como as
condicoes de extracgdo, afectam a quantidade de analito extraida pela fibra. Por isso existe
apenas uma estreita gama onde a resposta de extrac¢do do analito € linear, ao contréario do
que sucede quando o processo € de absor¢do, em que o intervalo de concentragdo em que s¢
obtém resposta linear ¢ muito amplo. Isto faz com que a andlise quantitativa usando
revestimento s6lidos de SPME seja mais dificil. A teoria de equilibrio desenvolvida para
revestimentos de polimeros porosos (PDMS-DVB, Carbowax-DVB) foi construida tendo
em conta os efeitos causados por diferentes varidveis experimentais na quantidade de analito
extraida pela fibra. Geralmente, revestimentos de polimeros porosos funcionam bem em
matrizes relativamente limpas ou matrizes com composi¢do constante desde que a
concentracio do analito de interesse seja baixo (de outra forma, o gama de linearidade da

curva de calibragdo € rapidamente ultrapassada).”’

1.8.1.3. Termodinamica do processo de particao/adsorcao

A SPME ¢é um processo baseado em equilibrios simultdneos em  sistemas
multifdsicos. Um sistema trifdsico ideal simples € o de uma fibra mergulhada numa matriz
aquosa com um headspace; sistemas reais sdo mais complexos pois, nem o headspace nem
a matriz sdo solu¢des ideais, os analitos podem interagir entre si, com as paredes do frasco e
eventualmente com o suporte da fibra. Os fundamentos da distribui¢do de massas na
extrac¢do podem ser descritos a partir do que ocorreria num sistema ideal trifdsico: antes da
extrac¢do, np moles do analito estariam presentes, com uma concentragdo Cp, num volume
V, da amostra; quando a extrac¢do estd completa (isto €, o equilibrio (e) foi atingido), os ng

moles distribuem-se entre as fases, isto é, n°, na amostra aquosa, n°; no headspace ¢ ns na

fibra. A conservacdo de massa no processo € expressa da seguinte forma:**"°
ny=n‘a+n‘,+n's 1.5
O balango de massa no equilibrio pode ser dado por:
CV,=CV, +CV, +CV, 1.6
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onde, Cy é a concentragdo inicial de analito na amostra; V, é o volume de amostra (matriz);
C’;é a concentragio de analito na fase extractora (fibra) em equilibrio; V; € o volume de fase
extractora; C%, é a concentra¢do de analito na matriz em equilibrio; C°;, € a concentragdo de
analito no headspace em equilibrio e o V), € o volume do headspace.

As constantes de distribuigiio fibra/matriz, fibra/headspace e headspace/matriz sdo

definidas como:>**

Ce

_ vy

Kfa - Cg

Ce

_f
Kp= Ce . 1.7

h

Ce

Kha = -

C,

Sendo que:

K,xK, =K, 1.8

Combinando as equagdes 1.6 e 1.7, apds rearranjos algébricos, obtém-se a seguinte

= 4
equagao:so’ ’

Kﬂl Khavf C()Va

n; = 1.9
thKhan +K,V,+V,

A equacdo 1.9 mostra que a quantidade extraida € proporcional a concentragdo
inicial de analito na amostra, ao volume da fibra (fase extractora) e a constante de
distribuic@o entre a fibra e a amostra. Isto é verdade quer a fibra se encontre em contacto
directo com a matriz, quer se encontre no respectivo headspace. E também verdade que se
Vi >> KpKipaVy + KnaVi, a extracgio € praticamente independente do volume da amostra e
do volume do headspace. Se, por outro lado, essa condi¢do ndo se verificar, a quantidade
extraida dependerd daqueles parametros.

De uma forma mais simplificada pode-se considerar um sistema constituido por
apenas duas fases - matriz e fibra, como serd o caso de um meio aquoso. Neste caso, a

quantidade de analito extraido pela fibra no equilibrio, € dada pela equagao 1.10.°04
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K. V.CV,
A M i 1.10

K fa Vf +V,
Neste caso, se V, >> K, Vy, entdo a quantidade de analito extraida ndo € dependente

do volume da amostra e a equacgdo 10 apresenta-se da seguinte forma:

nt =K,V,C, 1.11

Como os revestimentos usados em SPME sdo escolhidos de forma a terem afinidade
elevada para os compostos orginicos a serem extraidos, os valores de Ky, para estes analitos
sdo elevados. No entanto, raramente sdo suficientemente grandes para extrair
exaustivamente o composto da matriz da amostra, razdo pela qual a SPME ¢ um método de
amostragem em equilibrio. Através de uma calibracdo adequada, a SPME pode ser usada
para determinar a concentragdo de analitos numa amostra.”’

Estritamente falando, a teoria apresentada apenas pode ser aplicada ao equilibrio de
partigio que envolve as fases poliméricas liquidas tal como a de PDMS. No caso de
revestimentos sélidos a teoria aplicada é andloga a apresentada quando estamos na presenca
de concentragdes de analito baixas, de forma a que drea total da superficie disponivel para
adsor¢do seja proporcional ao volume de revestimento se se assumir uma porosidade
constante. Para concentracdes elevadas de analito, ocorre saturagdo do revestimento
resultando numa isotérmica nio linear, tal como discutido em 1.8.1.2.

A quantidade de analito presente na fibra em equilibrio ¢ dado por:”°

-C)
-C)

f max

. , K,C\VV, (C
R A
a ad ¥V \™ f max

onde, Cpnax € a concentragdo médxima de sitios activos existentes no revestimento e Cef é€a
concentra¢do de analito na fibra, em equilibrio. A constante de equilibrio de adsor¢do do
analito € representada por K,y e Cy é a concentracdo inicial do analito na amostra. A equagéo
1.12 é idéntica a equacdo 1.10, onde a extrac¢do era feita por absor¢cdo. A principal
diferenca € a presenca na equacdo 1.12, do termo (Cr pax — C%) no numerador € no
denominador. Deve também ser notado que na equagdo 1.12, o K, € muito diferente do K,

existente na equagdo 1.10. O K, ¢ um coeficiente de parti¢do enquanto que o K,y € uma

constante de equilibrio de adsor¢@o. Para concentra¢des de analito na fibra muito baixas,
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isto é quando a concentragdo de analito na fibra é desprezavel comparado com o nimero de
sitios activos totais, pode-se dizer que Cpnar >> Cs € que a dependéncia com a concentragdo
na amostra € linear.

Na prética € muito raro que apenas um analito da amostra tenha afinidade para a
fibra, e sendo o processo de adsorcdo um processo competitivo, a presenca de um outro
composto B ird afectar a quantidade de analito A extraida pela fibra. A concentragdo em
equilibrio do analito A na fibra, na presenca de um composto competitivo B, € dada pela
seguinte equagdo:”

c:, = Crrx KaCos

1+K,C, +K,C;,

onde, K ya € K,yp sd0 as constantes de equilibrio da adsor¢do para os compostos A e B
respectivamente, e C*,4 € C°,p s80 as concentragdes de A e B na amostra, em equilibrio. A

equacgdo 1.13 pode ser rearranjada para dar a quantidade extraida, em equilibrio, pela fibra:*

_ CgVanKA (Cfmax _C;A)
I+ K,Cp)V, + K,V (C —Ci)

e _ e
np =CuVv,

f max

A quantidade de analito A extraida, em equilibrio, na presenca do composto
competitivo B, deverd ser menor do que a quantidade de analito A extraida num situagdo em
que ndo existe o composto competitivo. No entanto, se o composto interferente esta presente
em concentracdes muito baixas, ou tem pouca afinidade para com o revestimento da fibra, a
diferenca de quantidade de analito A extraida, em amostras com e sem O composto
interferente B, é muito pequena.

A presenca do composto B pode também ter impacto na resposta linear da curva de
calibrag@o. Na realidade, quando o composto B ¢ adsorvido na superficie do revestimento da
fibra, reduzem-se o nimero de sitios disponiveis para que ocorra adsor¢ao de A. Isto
significa que Cpnax € baixa para A e a ndo-linearidade para A acontece a partir de
concentragdes mais baixas, quando comparado com situacdes onde ndo existem

interferentes.
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1.8.1.4. Cinética

Considerando que uma amostra liquida ou gasosa € agitada perfeitamente, ou seja, a
amostra move-se muito rapidamente em volta da fibra, entdo todo o analito presente na
amostra tem acesso ao revestimento da fibra. Neste caso, o tempo de equilibrio, t, definido
como o tempo requerido para extrair 95% da quantidade de analito em equilibrio, € dado

pela seguinte equag;ﬁo:48

[, =lysq, = : 1.15

A equacdo 1.15, expressa o tempo para atingir o equilibrio, t., em funcio da
espessura do revestimento (dado pela diferenca do raio externo, rp, € raio interno do
revestimento, r;) e do coeficiente de difusdo do analito nessa camada (Dy).

No entanto, a equagiio 1.15 precisa ser avaliada com cautela. Por exemplo, quando
nela sdo substituidos os pardmetros para a fibra de PDMS, com 56 pm de espessura de
revestimento e um analito como benzeno, de Dy = 2,8><10'6 cm/s, € previsto que fgsq, Seja
cerca de 20 segundossz. Na prética este valor s6 é aproximado quando a extrac¢do do
benzeno ¢é feita de uma matriz gasosa.5 3 Verificou-se que,52 em extraccoes de matrizes
aquosas (1 ppm de benzeno em dgua), o tempo necessdrio ao trinsito de analito pela matriz
até atingir a superficie da fibra (z.) ¢ de 200 segundos ou mais, dependendo da agitacio a
que a matriz esta sujeita.

A Figura 1.7 mostra cinco perfis de extraccdo (as curvas representam a frac¢do
extraida em fun¢do do tempo de extrac¢do), do benzeno com fibra PDMS. A curva A €
tedrica e representa o comportamento segundo a equagdo 1.15, as restantes curvas sdo
experimentais, com vérios niveis de agitagdo da matriz aquosa (curvas B, C, D) ¢ sem
agitacdo (curva E). De facto, ao comparar as curvas experimentais nota-se que o t. diminui
com o aumento da agitacio da matriz, porque este procedimento facilita o contacto do
analito com a fibra. No entanto, mesmo existindo agitagdo o z, € substancialmente maior do
que o previsto pela equagdo 1.15. Isto ocorre porque apesar da agitagdo, a superficie da fibra
fica em contacto com uma camada estatica da matriz, com uma determinada espessura, onde
nfo existe agitacdo. Ao contrdrio do que ocorre na regido agitada, na camada estdtica a

transferéncia de massa ocorre exclusivamente por difusdo e, portanto, ¢ mais lenta.
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Figura 1.7. Perfis de extrac¢do, usando uma fibra PDMS, de 1 ppm de benzeno em dgua (A) segundo o
teoricamente esperado e sob quatro condi¢des de agitacio: (B) 100% de agitagdo magnética; (C) 75% de
agitacdo magnética; (D) 50% de agitacdo magnética e (E) sem agitacgﬁo.52

Na realidade a equagdo 1.15 representa um modelo de agita¢do perfeita onde todo o
analito tem acesso ao revestimento da fibra. No entanto, num modelo mais realista ndo €
isso que acontece. Para descrever melhor o que acontece na realidade, #, deverd ser dado

~ 48,54
pela equacao: 8.3

1.16

em que, o corresponde a espessura de uma camada fronteira hipotética sem agitacio e D,
corresponde ao coeficiente de difusdo do analito na amostra. Desta relacdo, verifica-se que o
tempo de extrac¢do aumenta com um elevado Ky, com uma maior espessura do
revestimento (ry — r;) e com menor coeficiente de difusdo do analito na amostra.

Por outro lado, uma agitacdo mais eficaz ird diminuir o tempo de extracgdo
(diminui¢do do factor 0 na equagdo 1.16) por reducdo da fronteira hipotética sem agitagio
presente junto a fibra em amostras liquidas.

Para amostras gasosas, no entanto, a agitacdo deixa de ser um procedimento
necessdrio, uma vez que a convecgdo natural do ar € suficiente para facilitar um equilibrio

relativamente répido.44
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No que se refere a extracgdo em headspace, a relacdo dada pela equagdo 1.16 €
apenas valida se o sistema estiver sob uma agitacdo perfeita, no entanto, se 1$s0 nao

acontecer € necessdrio ter em conta algumas varidveis adicionais, segundo a equagao:

L, L
+ 4 K. L
K, (D, +2x10°NR,?) 16-(D, +003NR2)) T 117

t, =ty =1,8-

onde, Ly, L, e L,, designam respectivamente as espessuras do revestimento, do headspace e
da fase aquosa, N designa a velocidade de revolugdo da barra magnética, R, o raio de
revolugdo da barra magnética e D, corresponde ao coeficiente de difusdo do analito no
headspace.54

E de realcar que, num método quantitativo, a condi¢io de equilibrio nio é um pré-
requisito, ou seja, € possivel definir um tempo de extrac¢do inferior ao tempo necessario
para se estabelecer o equilibrio (mantendo o tempo de extrac¢io constante para um conjunto

de experiéncias relacionadas) obtendo-se igualmente uma relacdo linear entre a

concentracio do analito e a quantidade extraida.

1.8.1.5. A escolha da fibra

A escolha do tipo de fibra a usar dependera da estrutura quimica dos compostos que
se pretende analisar. Geralmente, os compostos voldteis requerem revestimentos espessos,
enquanto que revestimentos com menos espessura sdo mais eficientes para analitos semi-
voldteis.”> Na Tabela 1.4 sdo apresentadas as caracteristicas da fibras de SPME
comercializadas.

Durante o presente trabalho foram usadas duas fibras de SPME, uma de PDMS e
uma de PDMS-DVB. As fibras com revestimento de PDMS encontram-se disponiveis em
trés espessuras 7 ym, 30 pm e 100 ym e possuem um revestimento liquido capaz de
suportar elevadas temperaturas (cerca dos 300°C). E uma fibra apolar adequado para

2657 podendo, no entanto, também ser utilizada para extrair compostos

analitos apolares
polares se forem optimizadas as condigdes de extracgdo, tais como pH, concentragdo de sais

e temperatura.
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Tabela 1.4. Revestimentos de SPME comercializados: modo de uso, algumas
propriedades e aplicag()es.5 !

Revestimento  Espessura do Uso Temperatura
da fibra filme recomendado maxima do Aplicacgoes
(um) injector (GC)
100 GC, HPLC 280 °C Compostos organicos
apolares tais como
COVs, PAHs,

PDMS 30 GC, HPLC 280 °C benzeno/tolueno/
etilbenzeno/xileno,
pesticidas

7 GC, HPLC 340 °C

Compostos orgéinicos
PA 85 GC, HPLC 320 °C polares tais como

triazinas, pesticidas,

organofosforaodos e

fenois
65 GC, HPLC 270°C Hidrocarbonetos
PDMS-DVB aromaticos, aminas
60 GC 270 °C aromaticas, COVs
Carboxen-PDMS 75 GC 320 °C COVs, hidrocarbonetos

Compostos orgénicos
CW-PDMS 65 GC 260 °C polares tais como
alcoois, cetonas

Tensoactivos
CW-TR 50 HPLC anidnicos, aminas
aromaticas

PDMS = Polidimetilsiloxano; PA = Poliacrilato; DVB = Divinilbenzeno, CW = Carbowax; TR = templated
resin.

As fibras de PDMS-DVB dispdem de um polimero poroso de divinilbenzeno ligado
a um polimero liquido de polidimetilsiloxano. Este tipo de fibra é maioritariamente
mesoporosa, com alguns macroporos € microporos. As fibras de PDMS-DVB retém melhor

os analitos de pequenas dimensdes do que a fibra que contem apenas PDMS. A combinagio
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dos dois revestimentos tem melhor afinidade para analitos polares.”® Revestimentos
poliméricos com particulas porosas incorporadas, como € caso da PDMS-DVB, apresentam
a desvantagem de possuirem uma menor estabilidade mecanica relativamente as fibras com
revestimentos poliméricos homogéneos, apresentando contudo, uma selectividade mais
elevada. Os analitos sdo fisicamente retidos nos poros da fibra, ocorrendo uma forte adesao
dos analitos que se encaixam adequadamente nos seus poros, tornando estas fibras

o o § C o158
aplicdveis em andlises de nivel vestigial.

1.8.1.6. Aplicacao de SPME a analise de tabaco

A SPME foi anteriormente utilizada™ na quantificacio de alcaléides (nicotina,
nornicotina, miosmina, anabasina) em extractos aquosos de tabaco. Para tal, as amostras de
tabaco foram extraidas com 1% de NH4OH em &4gua. A fibra de SPME (revestimento de
PDMS) foi exposta directamente em contacto com o extracto de tabaco durante 12 minutos
e depois no injector de um GC durante 60 segundos. Foi provado que expondo a fibra
directamente no extracto aquoso de tabaco, as condi¢cdes ambiente, se obtinha uma boa
sensibilidade e precisdo. No entanto foram apresentadas duas desvantagens: efeito de matriz
e envelhecimento precoce da fibra. O uso de um padrdo interno (2,4-dipiridil) para
compensar estes efeitos é limitado pelas diferencas de natureza quimica entre o padrao
interno e cada um dos alcaldides.

Num outro trabalho® foram optimizados pardmetros experimentais para a
determinacdo de compostos volateis numa grande variedade de amostras de tabaco usando
SPME/GC-MS. A atenc¢io foi focada no ajuste da temperatura da amostra, humidade e pH
durante o processo de extraccdo no headspace. A temperatura foi ajustada para abranger
compostos com uma grande gama de volatilidades enquanto o pH da mistura foi optimizado
para facilitar a amostragem de certas classes de compostos, baseado na acidez ou natureza
i6nica dos analitos. Foram utilizados dois tipos de fases de SPME, PDMS e carbowax. Os
autores concluiram que a temperatura de 100°C, SPME pode, de uma forma efectiva,
absorver hidrocarbonetos na gama C;s - Cy, ndo sendo tdo efectiva a adsorcdo de
hidrocarbonetos mais volateis (Cg - Ciq). A temperatura ambiente, os resultados da
amostragem foram opostos, com melhor adsor¢do para hidrocarbonetos mais volateis. Para
adsorcao de hidrocarbonetos na gama alargada de Cg a Cy, foi testada uma rampa de

arrefecimento da temperatura. Os resultados mostraram que a amostragem por SPME de
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hidrocarbonetos usando uma rampa de temperaturas entre 100 e 25°C foi quantitativamente
similar com a obtida com injec¢do liquida da amostra no cromatégrafo. Para avaliar a
amostragem com SPME, usando uma rampa de temperaturas, na colheita de compostos
volateis do tabaco, foram estudadas duas situagdes: temperatura constante a 100°C e rampa
de temperatura entre os 100°C e os 25°C. Foram obtidos resultados similares aos anteriores.

A volatilidade de compostos i6nicos, tal como a nicotina, ¢ muito dependente do pH.
A nicotina é muito solivel em solugdes aquosas, logo, ao adicionar dgua a amostras de
tabaco a nicotina existente na fase de vapor é reduzida, sendo assim desfavordvel para
amostragem no headspace por SPME. Yang et al.,*® verificaram que uma maior adsorcio de
nicotina se conseguia adicionando uma solugfo basica as amostras de tabaco. Pelo contrario,
a adicdo de uma solugdo dcida convertia a nicotina em ides protonados, levando a uma
diminui¢do da nicotina absorvida. Nesse estudo® verificou-se que a fibra mais polar de
CW-DVB adsorvia melhor os compostos mais volateis, a maioria deles compostos com odor
que eram eluidos em primeiro lugar em GC. Verificaram também que as fibras CW-DVB
eram apropriadas para a andlise de 4cidos orgéinicos. A fibra apolar PDMS-DVB mostrou
ser mais selectiva e sensivel que a CW-DVB para compostos orginicos neutros, tais como
os hidrocarbonetos. Os mesmos autores™ estudaram também a variabilidade entre fibras.
Para isso analisaram tabaco de uma mesma marca usando 5 fibras diferentes de CW-DVB e
verificam que de fibra para fibra ocorria uma variagao superior a 20%. No entanto, réplicas
usando uma mesma fibra geram resultados reprodutiveis.

Existem outros estudos que relatam o uso de SPME via headspace seguindo-se
analise via GC-MS, para andlise de compostos do tabaco. Um estudo® onde foram
realizadas andlises SPME (headspace)/GC-MS a trés amostras, constituidas cada uma delas
por uma mistura de duas variedades de tabaco, mostrou que a técnica permitia de uma forma
rapida e sensivel, identificar qual a variedade de tabaco que constituia cada amostra,
comparando os analitos que constitufam cada amostra. As amostras de misturas de tabaco (1
g) eram colocados num vial onde era adicionado 3 ml de KCI 3M, sendo a amostra
posteriormente aquecida a 95°C para que ocorresse a extracgdo. Diferentes compostos
presentes no tabaco eram detectados, sendo os mais significativos a nicotina, o neofitadieno,
a geranilacetona e o 6-metil-5-hepten-2-ona.

Clark e Bunch® usaram SPME/GC-MS para andlise qualitativa e quantitativa de
ingredientes adicionados ao tabaco. Foram quantificados mentol, anetol, benzaldeido e
tetrametilpirazina. Para isso, removeram | g de tabaco de cigarros de referéncia e colocaram

num vial, onde adicionaram 2 uL de uma solugdo 2,6-diclorotolueno em etanol (1 pg/pL) e
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1 pl. da mistura de ingredientes que pretendiam quantificar (1 pg/ul. de cada um dos
compostos, em etanol). As amostras ficaram a equilibrar durante 2 horas a temperatura
ambiente antes de serem analisadas. Uma vez que os ingredientes adicionados ao tabaco
estavam, na sua maioria, em concentracdes baixas, a fibra de SPME teria de ser a de maior
sensibilidade para estes compostos. Como os ingredientes adicionados ao tabaco sdo na sua
maioria compostos ligeiramente polares, sdo retidos por fibras mais polares dando origem a
sinais com elevada intensidade, sendo que ao mesmo tempo as interferéncias sentidas por
compostos voldteis apolares sdo menores. As fibras de poliacrilato foram as que mostraram
reter melhor os compostos estudados.? A fibra de PDMS-DVB foi a segunda fibra com
melhor poder de retencdo dos referidos compostos, no entanto, esta fibra mostrou ter
também uma elevada afinidade para hidrocarbonetos. Neste ultimo caso, foi notério um
elevado efeito de matriz que dificultou a detec¢do dos ingredientes adicionados ao tabaco. A
fibra CW - DVB mostrou ser a fibra que permitiu identificar mais facilmente os compostos

pretendidos, havendo poucas interferéncias da matriz do tabaco.”?

1.8.2. Tubos com adsorvente®

Os adsorventes que tém sido usados, acondicionados em tubos de ago, para recolher
COVs de fluxos gasosos (usando bombas de suc¢do) dividem-se em duas categorias:
adsorventes a base de carbono e resinas poliméricas organicas. O Tenax TA (resina
polimérica porosa baseada no 6xido de 2,6-difenileno) é o adsorvente mais utilizado em
estudos de COVs em ambientes interiores, pois tem uma estabilidade térmica relativamente
elevada, capacidade para reter um largo intervalo de classes de compostos € uma baixa
afinidade para a dgua. Além disso, permite niveis muito baixos de COVs nos brancos. O
Tenax TA é o mais aconselthado para recolher compostos organicos apolares com pontos de
ebuli¢do entre 60 - 250°C, sendo adequado para recolher hidrocarbonetos alifiticos de Cg a
Cis, compostos aromadticos, terpenos, aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos clorados, dlcoois €
ésteres. Também pode ser utilizado na recolha de compostos com ponto de ebuli¢do
superiores a 250°C desde que possam ser eficientemente desadsorvidos.

Contudo, o Tenax TA ndo é adequado para COMVs. O seu intervalo de aplicagdo
pode, no entanto, ser estendido aos compostos Cs; - Cs, desde que se proceda ao
arrefecimento do tubo com adsorvente durante o periodo de recolha.

Como nenhum dos adsorventes disponiveis actualmente permite recolher e

desadsorver termicamente todos os COVs e COMVs havera necessidade de combinar
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adequadamente varios adsorventes que permitam essa recolha. Multiadsorventes tipicos sdo
constituidos por 2 ou 3 camadas sequenciais de adsorventes do tipo Tenax, Carbotrap e
Carbosieve acondicionados em tubos de ago. O adsorvente com menor estabilidade térmica
determina a temperatura mdxima de desadsor¢do e o limite superior do intervalo dos pontos
de ebuli¢ido dos compostos que podem ser detectados.

Outros aspectos muito importantes associados aos tubos com adsorventes sio o valor
do branco, contaminagdes devido a reac¢des quimicas que ocorrem no proprio material

adsorvente durante a amostragem ou armazenagem (artefactos), e o volume de amostragem.

. 1.8.2.1. Valores do Branco

Um aspecto importante a ter em consideracdo num adsorvente é o valor do branco
que idealmente deveria ser zero. Quanto mais baixo o valor do branco, mais sensivel serd a
determinacdo. Muitos dos adsorventes podem ser limpos e acondicionados por meio de um
aquecimento de vdrias horas num fluxo de um gds puro e inerte, usando temperaturas
ligeiramente superiores as usadas na desadsorgdo da amostra. Para alguns adsorventes a
limpeza térmica ndo € eficiente, e € necessdria uma extrac¢do por solvente (extrac¢do-
Soxhlet) para reduzir o sinal de fundo até um nivel aceitavel. Mesmo apds a limpeza e
acondicionamento os adsorventes podem continuar a apresentar diferentes quantidades de
contaminantes que sdo emitidos pelos préprios adsorventes devido a degradagio ou

derivados dos reagentes usados na produgdo dos polimeros.

1.8.2.2. Volume de amostragem seguro

O volume de amostragem seguro (VAS, do inglés: safe sampling volume, SSV) é a
quantidade de gds que pode ser recolhida com a probabilidade de nio se exceder a
capacidade de adsor¢do do adsorvente relativamente aos COVs. E uma varidvel que tem que
ser considerada com base nas condigdes de amostragem € nos compostos a serem
detectados. O VAS para um tinico COV ¢é geralmente 50% do volume de ar contendo o
composto que pode passar através do tubo adsorvente sem que a concentragdo de vapor do
composto 2 safda atinja 5% da concentragdo 2 entrada.'® Quando se recolhem misturas de
COVs, o VAS € determinado pelo composto que apresenta o menor volume de saturagdo

(VS).
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O VS depende das caracteristicas quimicas e fisicas quer do composto quer do
adsorvente. A adsor¢do de um COV da fase gasosa na superficie de um material adsorvente
¢ influenciado pela temperatura, velocidade do gés através do tubo de amostragem, pressao
parcial do composto, concentracdo do composto na fase gasosa e a concentragdo de COVs
total da fase gasosa. O aumento da temperatura e da humidade do carvdo e dos polimeros
provoca uma diminui¢do do VS (citado por '%). Um aumento 25°C para 40 °C originou uma
diminuicdo do VS num factor de 2 aproximadamente. A regra geral é que um aumento de
10°C na temperatura diminui 0 VS em 50%."® O fluxo de amostragem serd também uma
varidvel importante pois o nimero de pratos tedricos do tubo adsorvente varia com o fluxo.
Fluxos muito altos podem prejudicar o poder de adsor¢@o, mas também se deve evitar usar
fluxos muito baixos pois, para além de originarem um nimero muito baixo de pratos
tedricos, pode ocorrer amostragem passiva conjuntamente com a amostragem activa. Para o
Tenax TA recomendam-se fluxos de amostragem no intervalo 50 - 200 ml/min.

De acordo com o conhecimento actual, o volume maximo de ar recomendado a
recolher em Tenax TA é de 5 dm3 (valor estabelecido tendo em conta os dados de VAS para

tubos com 200mg de tenax TA).

1.8.2.3. Armazenamento de amostras recolhidas®

O efeito de armazenamento nas amostras recolhidas parece ser praticamente
impossivel de prever. Para evitar modificagdes das amostras, estas devem ser guardadas a
temperaturas reduzidas (no frigorifico) e analisadas assim que for possivel. De Bortoli et al.
(citado por ') verificaram que a concentracdo de n-nonano era superior em tubos de Tenax
guardados a temperatura ambiente durante 50 dias a obtida em tubos analisados
imediatamente apés recolha da amostra. Tendo efectuado a armazenagem a temperatura de -
15°C jd ndo verificaram um aumento significativo da concentra¢do. Nas duas situagdes
ocorreu um decréscimo da concentracdo de 1-butanol. A causa podera ter sido a adsorgdo
irreversivel do adsorvente durante a armazenagem ou desadsorcdo durante esse periodo.
Existem também relatos de perdas de o-pineno em tubos de Tenax armazenados a

temperatura ambiente.
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1.9. Breve descricao da cromatografia gasosa com detector
por espectrometria de massa (GC-MS)

Em cromatografia gasosa (GC) os componentes de uma mistura gasosa S$ao
transportados por uma fase mével gasosa (um gas de arraste, normalmente hélio ou azoto)
através de uma coluna que contém uma fase estaciondria (s6lida ou um filme liquido
adsorvido sobre uma fase solida). A separacdo baseia-se na diferente afinidade dos analitos
para a fase estaciondria.®® A amostra pode ser introduzida na coluna através de um injector,
na forma gasosa ou na fase liquida. Neste ultimo caso serd vaporizada no injector. A
injeccdo pode ser feita sem reparti¢do (splitless) ou com reparticdo (split) permitindo assim
a transferéncia total ou apenas parcial da amostra para a coluna, o que funciona como uma
diluicdo da amostra. Os componentes basicos de um cromatégrafo gasoso encontram-se
esquematizados na Figura 1.8, sendo de destacar os blocos do injector, do forno (onde se

localiza a coluna de separagdo) e do detector.

Medidor
de fluxo ~
TBIOED do
detector \I___q
Regulador D or +W" irjector
de presséo fluco
Q > @
poe
Controlador coluna
de fluxo
Buotija de fase P
movel gasosa

Figura 1.8. Esquema de um cromatégrafo gasoso.®

A detecgdo por espectrometria de massa (MS) associada a GC permite a
identificac@o e determinagdo quantitativa de um nimero muito elevado e diversificado de
compostos volateis e semi-voldteis. Num espectrémetro de massa (Figura 1.9), as amostras
constituidas por moléculas gasosas sdo convertidas em ides de maneira a poderem ser

separados no analisador de massas.
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Figura 1.9. Representagio esquemdtica do funcionamento de um detector de massa.’

Nio existe um unico método de ionizacdo para todas as amostras, uma vez que a
energia requerida difere de molécula para molécula. Assim, vérios métodos de ionizagdo séo
utilizados, sendo os mais comuns a ioniza¢do por impacto electrénico e a ionizagio
qul’mic:a.64 Existem também varios métodos para efectuar a separagdo dos ides, sendo os
espectrometros de massa classificados de acordo com o método: espectrometros de massa
de quadrupolo, espectrémetros de massa de sector magnético, e espectrometros de
armadilha de 16es (do inglés, lon Trap).()4

Durante o bombardeamento electrénico numa cimara de ionizag@o, uma amostra no
estado gasoso e a muito baixa pressdo (em vécuo) é bombardeada com electrdes de energia
suficiente para exceder a primeira energia de ionizagdo dos compostos em estudo. Depois da
molécula ter sido bombardeada por um electrao acelerado, pode ser convertida num ou mais
ides positivos ou numa molécula num estado excitado. Se o electrdo de bombardeamento
possuir energia suficiente, a molécula pode partir-se em varios fragmentos i6nicos. Os
fragmentos mais estdveis estdo presentes em maiores quantidades e serdo os responsaveis
pelos picos mais intensos do espectro. A medida que ides, radicais e outros fragmentos se
formam, passam por pratos aceleradores (eléctrodos) que aceleram as particulas carregadas
positivamente e por filtros que seleccionam apenas os catides que se deslocam num
determinado sentido. As particulas neutras e as carregadas negativamente ndo sao

aceleradas e sdo continuamente removidas pela bomba de vacuo.
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Um espectrémetro de massa quadrupolo, é constituido por quatro barras cilindricas,
interligados duas a duas, sendo um analisador de massa de natureza electrostdtica que s6
permite a passagem, a cada instante, de ides de uma determinada relagdo massa/carga. Ioes
ressonantes tém uma relacdo massa/carga que permite que, num determinado instante, nao
sejam atraidos por nenhum dos pélos do quadrupolo, passando assim pelo filtro e atingindo
o detector. Um espectrometro de armadilha de ides é constituido por um eléctrodo em forma
de anel a separar dois eléctrodos hemisfércos que capturam e armazenam os ides € que
posteriormente, por aplicagdo de diferentes voltagens, expulsao os ides da trap que sdo
depois encaminhados para o detector.

Nos espectrometros de massa de sector magnético, as particulas carregadas
positivamente (preferencialmente de carga +1) passam para um tubo analisador onde sdo
submetidas a um campo magnético passando a executar um percurso curvo. O raio de
curvatura depende da velocidade da particula que por sua vez depende da intensidade do
campo, da voltagem aceleradora e da massa da particula. Para a mesma intensidade do
campo ¢ voltagem aceleradora, as particulas de maior massa tém maior raio de curvatura
(menor deflexdo por ac¢do do campo magnético). Por esta técnica, particulas de razdo
massa/carga diferentes atingem o detector em pontos diferentes, constituindo um espectro
de massa.*®

As moléculas que ndo absorvem energia suficiente para fragmentar, perdem apenas
um electrdo, formando ides-radicais positivos com a mesma massa nominal da molécula
neutra. Estes ides sdo os chamados ides moleculares e contém informagdo sobre a massa
molecular. Para uma substincia pura, o ido de massa mais elevada corresponde ao ido
molecular; os restantes ides correspondem aos fragmentos que resultam deste por quebra de
ligagdes. . O padrao de fragmentagdo obtido pode ser interpretado de acordo com um
conjunto de regras de modo a permitir a reconstru¢io da molécula com base na sua
estrutura. Os espectros de massa s@o reprodutiveis e especificos para a grande maioria de
compostos organicos. Este facto permite o estabelecimento de bases de dados digitalizadas
para comparagdo espectral e identificagdo. Um espectro de massa é uma representagio
grafica da abundincia (por¢des relativas dos diferentes fragmentos carregados
positivamente) em fun¢do da razdo massa/carga (m/z) dos fragmentos correspondentes.(’6 Os
dados do espectrometro de massa podem ser obtidos de duas formas: por varrimento
continuo (SCAN, na literatura internacional) e por monitorizac¢do de ido seleccionado (MIS,
ou SIM em inglés). No primeiro caso obtém-se um tragcado de corrente idnica total (TCIT,

ou TIC em inglés), que corresponde a um cromatograma com diversos picos,
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correspondendo a cada pico um espectro de massa. Na técnica MIS ndo sdo obtidos
espectros de massa. O espectrometro € sintonizado para medir a corrente idnica
correspondente a apenas um ou varios ides pré-determinados, o que resulta num aumento de
sensibilidade. O tragado MIS tem um aspecto idéntico de um cromatograma de massa, mas
a sua sensibilidade ¢ muito mais elevada, contudo nio conduz a identificacdo segura do

Composto.
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Parte Experimental

2.1. Geracao do fumo de cigarro

Para gerar fumo de cigarros utilizou-se um equipamento especialmente concebido
para o efeito, de origem alemad, Borgwaldt modelo RMI/Plus (Figura 2.1), cujas

especificagdes satisfazem as normas ISO 3308 e ISO 4387.

(A)

Local onde esta colocado
o detector de Infra-vermelho

O cigarro encontra-se neste
local, no interior do corredor

Figura 2.1. (A) Vista geral da maquina Borgwaldt, modelo RM 1/Plus, usada para gerar o fumo do tabaco' e
(B) respectivo esquema.2
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Este equipamento imita o funcionamento do pulm@o humano através do
deslocamento de um €mbolo no interior de uma cavidade cilindrica (Figura 2.2), permitindo

fumar cigarros individuais mecanicamente.

LA ' e o
iRy (

. Embolo

»

Figura 2.2. Imagem do interior da miquina onde é possivel observar o émbolo e a cavidade cilindrica onde ele
se desloca em movimento de vai e vem, imitando o funcionamento do pulmio humano.

Cada cigarro foi fumado em condi¢des previamente estabelecidas e padronizadas (de
acordo com as normas ISO anteriormente referidas), designadamente: 35 mL de volume de
aspiracdo de ar, 2 segundos de duragdo da aspiragdo, 58 segundos de pausa entre aspiragdes
e 30 mm de comprimento de cigarro ndo fumado.

O volume de aspiragdo de ar é o volume de ar aspirado pela maquina em cada
puxada; a duragdo da aspiracdo € o tempo durante o qual a maquina aspira ar; € a pausa
entre aspiragdes € o tempo de “descanso” entre duas puxadas consecutivas. Na pausa entre
aspiragdes o cigarro continuava a arder mas nenhum fumo era aspirado. Cada um destes
pardmetros pode ser modificado e alterado na unidade de controlo, sendo possivel variar os
valores dentro dos seguintes intervalos: volume de aspiragdo: 10 - 50 ml, duragdo da
aspiragdo: 1,0 - 9,9 segundos, pausa entre aspiragdes: 2,0 - 99 segundos. Quando a maquina
acaba de fumar um cigarro, imprime um pequeno relatério do qual consta a designagio da
amostra (estabelecida pelo operador antes de iniciar a queima do cigarro), a data, a hora e o
ndmero de aspiracoes efectuadas.

Na prética, a forma como o cigarro é queimado depende também das condigdes

atmosféricas, particularmente da velocidade do ar junto ao cigarro. A norma ISO 3308
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prescreve uma velocidade de ar junto ao cigarro de 200 + 30 mm/s. Esta velocidade de ar €
medida com um anemdémetro colocado no canal de fluxo de ar, de forma fazer a medigao
junto & ponta do cigarro a arder. O anemémetro coloca-se preso no suporte, na posi¢do
indicada na Figura 2.3. A velocidade de ar junto ao cigarro pode ser controlado actuando no

botdo de velocidade.

Suporte
do cigarro

e Local onde =
e, .
¢ medida a
velocidade de ar

v %

Figura 2.3. Fotografias onde se vé o anemémetro que permite controlar a velocidade do ar junto da ponta do
cigarro.

A méaquina possui no fundo do “corredor de fluxo de fumo” um sistema que aspira o
fumo que € produzido na combustdo/pirélise do cigarro e que € emitido directamente para a
atmosfera. Esse fumo é depois encaminhado por um tubo para o exterior da maquina.

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

Todos os cigarros foram acesos manualmente usando um acendedor eléctrico
externo. Na realidade, alguns outros métodos de igni¢do podem contribuir com mensurdveis
quantidades de analitos na fase de vapor, contaminando a amostra.>*

Antes de iniciar a queima de cada cigarro programou-se o processo de queima,
definindo os valores de cada pardmetro, colocou-se o cigarro no respectivo suporte (Figura

2.4) e procedeu-se ao seu acendimento.
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Suporte do filtro

Figura 2.4. Vista parcial da mdquina, com o cigarro colocado.

A referida maquina de fumar permite a recolha da fase particulada e da fase gasosa
do fumo inaldvel. Para isso, o sistema estd equipado com dois porta filtros, onde foram
colocados filtros de fibra de vidro de 44 mm de didmetro (Figura 2.5) que permitem a
recolha da fase particulada do fumo. Estes filtros de fibra de vidro, sdo mais conhecidos
como filtros de Cambridge e toda a matéria que fica retida nestes filtros corresponde a

matéria particulada total (MPT).

(A) (B)

Filtro de ,
seguranca '

Primeiro filtro/

ubo de teflon

©

Figura 2.5. Imagem dos porta filtros existentes na maquina de fumar, (A) sem o filtro colocado, (B) com o
filtro colocado e (C) ligados por um tubo de teflon (tal como acontece no interior da maquina de fumar).

|
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Estes filtros tém uma eficiéncia de 99% para particulas com um didmetro
aerodinimico superior a 0,1 pm.” O primeiro filtro estd ligado ao suporte onde se coloca o
cigarro para ser queimado, de modo a filtrar imediatamente o fumo produzido. Um segundo
filtro, chamado de seguranca, estd ligado ao primeiro por um tubo (Figura 2.5) e estd
colocado antes da seringa (ou “pulmio” da mdquina) e tem como principal fungdo garantir
que a fase particulada fica completamente retida e ndo passa para o interior do equipamento.

A fase de vapor € entdo encaminhada para o exterior da maquina.

2.1.1. Interferéncias da propria maquina de fumar
cigarros

No decurso do trabalho apds alguns meses de utilizagdo da méquina, comecou-se a
notar uma reducdo significativa nos niveis determinados no fumo de cigarro. ApOs vérias
tentativas de despistagem da razdo do problema, chegou-se & conclusdo que a origem do
problema estaria na prépria maquina de fumar. De facto, colocando uma concentrag@o
conhecida de varios compostos num saco de gases, fazendo a maquina sugar essa mistura
gasosa e analisando a mistura recolhida a saida da maquina verificou-se a ocorréncia de
perdas significativas. De referir que essas perdas variaram bastante, ndo sendo
reprodutiveis. As perdas eram superiores para o m/p-xileno, sendo que a concentragdo mais
baixa determinada era cerca de 16 vezes menor que a real. Para o tolueno a menor
concentragdo determinada foi 5 vezes inferior a real. No caso da acetona, 2-butanona e
benzeno as menores concentragdes determinadas foram cerca de metade das reais. Estas
perdas ocorrem de um modo aleatério sendo que uma determinacdo que apresente niveis
mais baixos pode anteceder uma determinagdo com niveis mais elevados.

Uma pesquisa na literatura®® permitiu constatar que este problema foi j4 sentido
noutros estudos. Nas maquinas convencionais de fumar de cigarros o fumo € inicialmente
aspirado para um tubo de vidro, sendo de seguida expulso para o exterior através do
funcionamento de um pistdo. No entanto, parecem existir nestas mdquinas efeitos
importantes de memoria para compostos volateis e semi-voldteis: mesmo depois do cigarro
ser retirado na maquina, nas aspiragdes seguintes verifica-se a existéncia de sinal associado
aos compostos.6 Este efeito de meméria pode ser explicado pelo facto de algum do fumo
permanecer no volume morto existente nas tubagens (antes de chegar ao tubo de vidro).
Para além disso, € uma vez que € detectado sinal nas cinco aspiragdes apds o cigarro ter sido

retirado da mdquina, hé evidéncia da ocorréncia de condensagdo e adsor¢do dos compostos
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no interior da maquina. No caso da fase gasosa do fumo, esta poderd condensar quando em
contacto com os filtros existentes na maquina. Determinagdes de niveis de alguns
compostos, nomeadamente acetona, benzeno e tolueno, fazendo a recolha apenas das
aspiracdes necessarios para queimar o cigarro e por outro lado fazendo a recolha dessas
aspiracdes acrescidas das aspira¢des de limpeza (cerca de duas) mostraram que na realidade
os niveis determinados no primeiro caso eram substancialmente mais baixos (ver Anexo 3).}

No presente trabalho, e apesar da miquina ser descontaminada apds cada utilizagio
tendo mesmo sido desmontada para limpar o seu interior, verificou-se que perdas e falta de
reprodutibilidade comegaram a acontecer de uma forma cada vez mais pronunciada,
acabando por inviabilizar o prosseguimento do trabalho. Na realidade, existem pecas da
méquina ndo desmontaveis cuja descontaminagdo ndo € possivel, € onde se devera acumular
particulas do fumo. Verificou-se também que essas perdas s@o inferiores para 0s compostos
mais voléteis, o que deverd estar relacionada com sua maior capacidade de “fuga”.

O uso deste tipo de maquinas de fumar no futuro podera ter de passar pela recolha
ndo sé das aspiragdes necessdrias para a queima de todo o cigarro, mas também das
aspiragdes de limpeza da propria méquina. Mesmo assim, a exactiddo serd sempre
questiondvel.

No presente estudo a parte experimental deu-se por terminada quando se constatou o

problema e ndo se conseguiu descontaminar eficientemente a maquina de fumar.

2.2. Padroes e cigarros utilizados

Os cigarros usados na quantificagdo foram adquiridos nos anos de 2005 e 2006.
Foram utilizados cigarros com filtro, de uma marca americana muito conhecida na Europa,
que sera designada por marca A. Os produtos de combustao/pirélise dos cigarros da marca A
sdo constituidos por 10 mg/cigarro de alcatrdo, 0,8 mg/cigarro de nicotina e 10 mg/cigarro
de mondxido de carbono. Foram também utilizados cigarros de referéncia 2R4F da
Universidade de Kentucky (Kentucky Tobacco Research & Development Center). Estes
cigarros vém acompanhados das seguintes informacdes sobre a sua composi¢do: 9,7
mg/cigarro de alcatrdo 0,85 mg/cigarro de nicotina e 13,0 mg/cigarro monéxido de carbono.

Os compostos quimicos utilizados na preparacdo das diversas misturas de calibragio

para cromatografia gasosa constam da Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Padrdes utilizados, qualidade e marca.

Composto Qualidade / Marca
acetona p.a., Merck
2-butanona p.a., Merck
benzeno p.a., 99.5 %, Merck
tolueno p.a., 99.5 %, Merck
m/p-xileno p-a. 98%, Merck
metanol Chromasolv, 99,9% Sigma-aldrich

2.3. Amostragem

2.3.1. Recolha da fase de vapor do fumo inalavel de
cigarro

As amostras da fase de vapor do fumo inaldvel foram recolhidas a saida da mdquina
para sacos de gases Tedlar, construidos em filme de fluoreto de polivinilo transparente e
adequados para armazenar compostos na forma gasosa. Os sacos de gases Tedlar tém sido
usados em recolha e anélise de emissdes de poluentes para a atmosfera. Na realidade, niveis
de COVs foram determinados em atmosferas interiores € atmosferas ocupacionais usando o
sistema SPME/GC-MS apds recolha em sacos de gases.”

O material dos sacos € inerte a maioria dos gases. Os sacos possuem uma vélvula e
um septo que permitem admitir ou remover gis do saco. Ao longo do estudo usaram-se
sacos de 0,6 L, 1 L, 2 L, 3 L e 5L de capacidade. O saco Tedlar foi adaptado a saida do

fumo da maquina, usando um tubo de teflon, como mostra a Figura 2.6.

Figura 2.6. Saco na posi¢io de recolha de fumo a partir da maquina de fumar.
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Ap6s a recolha do fumo de um cigarro, fechava-se a vilvula do saco que era de
seguida separado da maquina e registava-se o volume de fumo contido no saco. O saco era
colocado numa sala com ar condicionado a 22°C e a pressdo atmosférica. Em alguns casos a
amostra foi diluida com diazoto (N45, Air Liquide). Para isso, deixava-se passar o diazoto
para dentro do saco durante um determinado tempo (cronémetro analégico, Sportex) com
um fluxo conhecido medido num rotdmetro (Cole Parmer).

Obedecendo ao método n°S5 do Centre de Cooperation pour les Recherches
Cientifiques Relative au Tabac® (CORESTA - organizagdo francesa, fundada em 1956, que
tem como objectivo promover a cooperacdo internacional da investigacio cientifica na drea
do tabaco) o saco utilizado em cada situagdo foi sempre grande o suficiente para que a

pressdo final no interior ndo excedesse a pressdo atmosférica.

2.3.2. Adsorcao / Absorcao para fase solida dos
compostos recolhidos

Os compostos a analisar foram adsorvidos/absorvidos, ou seja pré-concentrados, em

fase solida. Para este fim, usaram-se dois métodos diferentes para comparagao.
2.3.2.1. Microextraccao para fase sélida (SPME)

A recolha das amostras gasosas para andlise foi feita através de uma unidade de
SPME (Supelco), provida de uma fibra adsorvente/absorvente apropriada. Ao longo do
trabalho foram usadas fibras com revestimentos diferentes: um de polidimetilsiloxano
(PDMS), com 100 pm de espessura do filme de revestimento e outra de polidimetilsiloxano
(PDMS), revestida de divinilbenzeno (DVB), com 65 pm de espessura do filme.

A fibra foi exposta a amostra no saco de gases, através do respectivo septo.
2.3.2.2. Tubos com adsorvente

Os vapores foram adsorvidos em tubos de aco, marca DANI, com enchimento de
Tenax TA 60/80 mesh (Supelco). No empacotamento dos tubos o adsorvente foi introduzido
por aspiragdo. Cada tubo comportava 160 + 2 mg de adsorvente. Nas duas extremidades
colocou-se 13 de vidro silanizada, para evitar perdas. °

As amostras de fumo de cigarro contidas no saco de gases, e antes de se iniciar a

amostragem, foram diluidas fazendo entrar azoto durante 15 minutos, com um fluxo de 234
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mL/min para o interior do saco. A recolha de amostra gasosas a partir do saco para os tubos
com enchimento foi efectuada por meio de uma bomba de suc¢do de baixo caudal de ar
(Casella, modelo Vortex). Acoplado a bomba existia um rotametro, Cole-Parmer, com
escala apropriada ao fluxo de 0 a 250 mL/min. O fluxo de amostragem situou-se no
intervalo de 35 a 60 mi/min e os volumes recolhidos foram sempre aproximadamente de 1
L. O sentido da entrada de ar no tubo foi seleccionado, referenciado e mantido em todas as
| amostragens. Apos amostragem os tubos foram de imediato fechados, sendo analisados no
espaco de tempo maximo de uma semana. Até a andlise, os tubos eram conservados no

frigorifico.

2.4. Descontaminacao do material utilizado

2.4.1. Maquina de fumar

Antes de iniciar a queima de cada cigarro, a maquina de fumar era limpa para
eliminar residuos de fumo do cigarro queimado anteriormente, que contaminaria a amostra.
Para isso, a mdquina era desmontada, os suportes dos filtros, as tubagens e o suporte do
cigarro eram removidos peca a peca e limpos primeiramente com dgua ¢ detergente,
seguidamente com etanol e por fim apenas com dgua. Enquanto isso, colocava-se a maquina
a trabalhar de forma a serem efectuadas cerca de 20 bombadas de ar para limpar o “pulmao”
da méquina (ou seringa). O sistema era depois remontado, colocando-se sempre filtros
novos. Ao fim de cada dia de trabalho limpava-se também o detector de infra-vermelho

(controlador da extenséo de cigarro fumado) e o canal de fluxo de ar.

2.4.2. Sacos de gases

Os sacos de gases foram descontaminados antes de ser usados pela primeira vez e
entre utilizagdes. Para tal, enchia-se o saco com diazoto, ¢ esvaziava-se O Saco, 10 vezes
sucessivas.

Foi verificada a existéncia de sinais correspondentes a possiveis compostos que estao
presentes no fumo de cigarro ¢ que ndo sdo completamente eliminados durante a
descontaminagfio do saco de gases e mdquina de fumar, tendo-se verificado que os valores

residuais eram insignificantes.
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2.4.3. Fibras de SPME

As fibras de SPME foram acondicionadas (descontaminadas) no inicio do dia de
trabalho, sendo mantidas a temperatura de 250°C durante 30 minutos. Antes de usar uma
fibra pela primeira vez, esta era colocada a 250°C durante 1 hora (tal como ¢ indicado no

folheto informativo). Estas operac¢des foram realizadas no injector do GC.

2.4.4. Tubos com enchimentos

Os tubos contendo enchimento adsorvente ap6s empacotamento eram colocados a
300°C durante 16 h, com um fluxo de diazoto constante de cerca de 15-20 mL/min. Para
esta operacao usava-se um forno, construido no Departamento de Engenharia Mecanica da
Faculdade de Engenharia do Porto, que permitia a limpeza de 5 tubos em simultineo. Entre
utilizagbes os tubos eram descontaminados durante 20 minutos a 300°C. Apds vinte

utiliza¢Oes, o enchimento era removido e rejeitado, procedendo-se a novo empacotamento.

2.4.5. Coluna do cromatografo gasoso

Para limpeza da coluna do GC, o forno era, diariamente, colocado a temperatura
maxima do programa a utilizar (adiante indicado) durante 30 minutos (0 mesmo periodo de
tempo de limpeza da fibra). Apés este tempo, era tragado um cromatograma na presenca da

fibra para confirmar a auséncia de contaminantes no sistema.

2.5. Calibracao

2.5.1. Obtencao de padroes gasosos para calibracao

Um passo dificil de ultrapassar quando se estudam compostos em fase gasosa é a
preparagdo de padrbes para calibragdo. As solugdes gasosas de concentragdo conhecida
obtidas a partir de compostos liquidos a temperatura e pressio ambiente sdo
necessariamente muito diluidas em relagdo aos compostos na fase liquida de partida, o que
acarreta erros de dilui¢do elevados. Por outro lado, o volume dos gases e vapores varia
acentuadamente com a pressdo e com a temperatura, ao contrario do que acontece nas fases

condensadas.
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Cada um dos padrdes foi preparado colocando 4,0 mL (micropipeta Gilson de 5000
uL) num frasco de vidro de 22 mL, (SUPELCO, Ref. 27173), fechado de seguida
hermeticamente com um septo de politetrafluoretileno (PTFE)/silicone também da Supelco.
Em seguida o frasco foi colocado num banho termostatico a 30°C, ficando a estabilizar
durante pelo menos 30 minutos, para estabelecimento do equilibrio entre a fase liquida e a
fase de vapor.

Depois de estabelecido o equilibrio liquido/vapor no frasco que continha cada um
dos padrdes, recolhia-se do headspace do frasco um volume de gds previamente
seleccionado, com a seringa de gases (Supelco - 22268, de 25uL ou 250 pL de capacidade)
por meio da tampa provida de septo. Para tal, a seringa era deixada no frasco, durante 2
minutos com o émbolo na posi¢do desejada. Seguidamente, colocava-se (através do septo)
esse volume de gds no interior do saco de gases que ja continha o fumo de cigarro, sendo o
saco deixado numa sala a 22°C. Apds estabilizagdo de cerca de 3 minutos, iniciava-se a
exposicdo da fibra a mistura gasosa existente no interior do saco.

O célculo da concentracdo adicionada foi feito como descrito mais a frente, na

secgao 2.7.1.

2.5.2. Calibragao usando fibras de SPME

O fumo de cigarro é uma matriz muito complexa, pelo que inicialmente se optou
pelo método de calibra¢@o por adi¢do de padrio. Contudo, apds varios ajustes de método
utilizado, impunha-se averiguar se o efeito de matriz era de facto sentido. Desta forma, foi
também realizada calibracdo externa para comparar os declives obtidos por este método e
por adi¢do de padrdo. Em qualquer um dos casos os padroes foram preparados e injectados

com descrito em 2.5.1.
2.5.2.1. Adicao de padrao

Na calibra¢do por adi¢do de padrdo comegou-se por recolher a fase gasosa do fumo
inaldvel de um cigarro no saco de gases e em alguns casos foi também adicionado diazoto
para diluicdo, seguindo-se as sucessivas adi¢oes de padrdo. Antes de iniciar a adi¢do de
padrio e entre cada adigdo de padrdo a fibra era exposta no interior do saco durante 5
minutos, procedendo-se de seguida a desadsorca@o e andlise por GC-MS. Para cada amostra

de fumo de cigarro, assim como para cada adi¢do de padrdo efectuada, realizavam-se duas
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medig¢Oes independentes, a partir de uma mesma mistura gasosa presente no interior do saco

de gases.
2.5.2.2. Calibracio externa

Para efectuar uma calibra¢do externa, foram injectados diferentes volumes (25 uL,
50 uL, 75 puL, 100 pL) de cada um dos padrdes, na forma de vapor, num saco de gases de 5
L contendo 1,9 L de diazoto. O diazoto era deixado a passar para dentro do saco durante
rigorosamente 8 minutos, com um fluxo de 234 mL/min. A fibra era exposta no interior do
saco durante 5 minutos, procedendo-se de seguida a desadsor¢do e andlise por GC/MS.
Antes de se injectar um novo volume de padrio, procedia-se a descontaminagdo do saco
(descrito em 2.4.92) seguindo-se o procedimento de recolha de diazoto e nova injec¢io de
padrdo. Para cada adi¢do de padrdo efectuada ao diazoto, realizavam-se duas medi¢des

independentes, a partir de uma mesma mistura gasosa presente no interior do saco de gases.

2.5.3. Calibracdo usando tubos com adsorvente

Este ¢ um método desenvolvido e optimizado durante um trabalho de doutoramente,9
diariamente utilizado no laboratério onde foi realizado este estudo e sujeito regularmente a
programas de intercalibragdo. Como tal, seguiu-se o procedimento habitual associado ao
método.

Inicialmente, uma solugdo liquida de mistura de padrdes foi previamente preparada
por pesagem rigorosa (balanca Mettler Toledo, modelo AG245, sensivel aos 0,01 mg) dos
compostos, em baldo volumétrico, e com dilui¢do em metanol. A concentragdo da solugio
fo1 de 2000 ug/mL (concentrag¢do individual de cada um dos compostos na mistura).

Um volume de 1 pL. de mistura de calibragio era injectado num tubo de adsor¢do,
usando uma seringa Hamilton de 10 pL. Seguidamente os tubos eram purgados com
diazoto, durante 2 ou 3 minutos. O sentido da passagem de gés no tubo era o mesmo da
amostragem. Os tubos com a mistura de calibragdo eram depois processados como os que

continham as amostras.
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2.6. Analise quimica

26.1. SPME - GC/MS

As amostras recolhidas por SPME foram analisadas num cromat6grafo gasoso
(Varian, modelo 3900) acoplado com um espectrémetro de massa (Varian, modelo 2100 T).
O cromatégrafo estava equipado com um injector para SPME e uma coluna de separacado
(Varian, CP-SIL 8 CB low bleed/MS), com 60 m de comprimento, 0,250 mm de didmetro
interno e 0,25 pm de espessura de filme. O géas de arraste foi o hélio (99,9999%), a uma
pressdo interna de 1 bar. A temperatura da trap foi de 180°C e a da linha de transferéncia foi

de 200°C. Na Tabela 2.2 sdo apresentadas as caracteristicas do método usado.

Tabela 2.2. Caracteristicas do método usado no GC/MS.

Fluxo do gés de arraste 1,0 mL/min

Temperaturas da coluna 40°C durante 3,75 min
40°C até 160°C, 20°C/min

Temperatura do injector 240°C (split com uma razdo de reparti¢do de
5 desde o inicio da desasor¢ao)

Tempo total de corrida 12,75 min

Intervalo de aquisi¢ao de massas 40 - 120 m/z

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 verificava a razdo ar/dgua, calibrava a armadilha de ides, ajustava o multiplicador
de electrdes e calibrava o sistema de determinacdo de massas através de um gas de
calibracao.

No processo de cdlculo das dreas dos picos contemplou-se todos os ides adquiridos
(entre 40 e 120 m/z) no respectivo tempo de retengdo, sendo a tnica excepgdo o cdlculo da
drea do pico cromatogrifico correspondente ao m/p-xileno. No caso do m/p-xileno,
observou-se desdobramento do pico cromatogrifico o que levou a necessidade da
eliminagfio de interferentes. Para tal, forneceu-se ao computador a razdo massa/carga que
deveria ser usada nos calculos, tendo o programa usado, dos dados armazenados, apenas
aqueles que interessava considerar (neste caso a intensidade dos sinais para 91 u.m.a, por
corresponder ao sinal mais intenso no respectivo espectro de massa) ¢ desprezando 0s

restantes. O cromatograma era entiio refeito, bem como o célculo das dreas dos picos.
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2.6.2. Tubos com adsorvente — GC/MSD

Quando as espécies a determinar foram amostradas em tubos adsorventes usou-se
um sistema de desadsor¢do térmica / pré-concentragdo, da marca DANI, modelo SDT 33.50,
acoplado a montante de um cromatégrafo gasoso de marca Agilent Technologies, modelo
6890N, com um detector selectivo de massa (MSD 5973).

No processo de desadsor¢@o térmica da amostra, durante o periodo de aquecimento
(10 min) o tubo onde os analitos estavam adsorvidos era atravessado por um fluxo de hélio
que arrastava os analitos para um pré-concentrador que se encontrava a temperatura de -
35°C, onde eram concentrados. A amostra era depois aquecida a 300°C e arrastada por um
fluxo de hélio, através de uma linha de transferéncia aquecida a 250°C, para o injector do
cromatégrafo. Ap0s cada injec¢do, todo o sistema era descontaminado por um fluxo de hélio
em contracorrente (backflush) a uma temperatura 20°C superior a temperatura de injec¢io,
de modo a minimizar riscos de contaminacio entre amostras. Os valores dos pardmetros
ajustdveis no sistema constam na Tabela 2.3.

O cromatégrafo gasoso utilizado estava equipado com um injector do tipo
split/splitless, regulado para um razdo de split de 1:50 (de 50 mL de fluxo total da amostra
injectada, 1 mL € introduzido na coluna, uma parte alimenta o backflush, ¢ os restantes 40
mL dividem-se entre o fluxo de split e o fluxo de purga do injector.

A coluna usada era capilar e apolar, com fase sélida de 100% polissiloxano,
referéncia PONA, didmetro interno 0,2 mm, espessura do filme de 0,50 um e comprimento
de 50 m.

A informac@o obtida com o detector selectivo de massa (MSD) foi utilizada na
identificagdo dos compostos estudados. O MSD corria em varrimento continuo (modo
SCAN). A identificagdo dos compostos baseava-se na compara¢do com espectros de massa

da biblioteca do MSD (ca. 75000 espectros).
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Tabela 2.3. Pardmetros usados no sistema analitico, para amostras recolhidas em
tubos com adsorvente.

Temperatura Tempo Fluxo
(°C) (minutos) (mL/minuto)
SDT
Desadsorgdo 260 10 10
Pré-concentracio -35 10 10
Injecgdo 300 5 10
Backflush 320 25 2
GC
Injector ’ 250
Forno
Valor inicial 40 5
Rampa 6°C/min 40
Valor final 280 5
MSD 280

2.7. Calculos

2.7.1. Concentracoes de padrao adicionadas

Para calcular as concentra¢des dos padrdes gasosos adicionados de cada uma das
vezes A amostra, comegou-se por estimar a pressdo vapor de cada padrdo a temperatura em
que se encontravam os padrdes (banho termostdtico) por interpolagdo na curva:

P.apora=f{temperatura), a partir de dados da literatura'® (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Representagdo grifica da pressdo vapor em fun¢io da temperatura para cada um dos compostos

utilizados."

Através da equacgdo dos gases perfeitos, estimou-se o nimero de moles, de cada

composto (A) injectado no saco (equagdo 2.1).

P XV

vaporA seringa

n, = —IET— 2.1
Sendo que n4 € o0 nimero de moles do composto A, Py € a pressdo vapor do composto A
(atm), Veringe € 0 volume medido na seringa (dm3 ), R € a constante dos gases perfeitos
(0,082057 atm dm® mol! K") e T € a temperatura em K.
A partir do nimero de moles e massa molecular de cada padrio calculou-se a massa

adicionada.
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2.7.2. Pardmetros das rectas de calibracao’"’?

O declive (m) e a ordenada na origem (b) foram calculados para cada uma das rectas

de regressdo de y em x, y = mx + b, aplicando o método dos minimos quadrados:

d 2.2

b=y-—m-x 2.3

Sendo x; os valores individuais de concentragdo, y; valores individuais de sinal instrumental,
x a média de valores de x (concentragio dos padrdes utilizados), e y a média dos valores de

y (sinal instrumental).
Os coeficientes m e b sdo uma estimativa da verdadeira fungdo que € limitada pela
dispersdo inevitdvel do método. A precisdo da estimativa € quantificada pelo desvio padrao

residual da recta (Sy/) da regressio:

Z[yi _(mxi +b)]2
%: n—2

S 24

Sendo que n corresponde ao ndmero de pontos marcados na recta. Este desvio padrdo
exprime a dispersdo dos valores do sinal instrumental em torno da curva de calibrag@o.

Os desvios padrdo do declive m e da ordenada na origem b sdo dados por:

S,
S ~___4 2.5

2.6
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O limite de detecgio (L.D.) do método, definido'? como teor minimo medido a partir
do qual € possivel detectar a presenga do analito com uma certeza estatistica razodvel, foi

calculado tal como se apresenta na equagio 2.7.

3-S5,

¥
LD.= Vi 27
m

Sendo que S, € o desvio padrdo residual da curva de calibragdo e m é o declive da mesma
recta (atras definido).

O limite de quantificagdo (L.Q.) corresponde a menor concentragio medida a partir
da qual € possivel a quantificagdo do analito, com uma determinada exactiddo e precisﬁo.12

O seu célculo foi efectuado como se apresenta na equagéo 2.8.

10-S

y
_/X_ 28

m

LQ.=

Os niveis dos diferentes compostos presentes no fumo de cigarro foram
determinados por adi¢io padrdo, sendo que a concentragdo na amostra corresponde ao valor
de intercep¢do da recta com o eixo dos xx. O desvio padrio estimado para uma

concentragao qualquer x, é dado por:

2.7.3. Tratamento dos resultados’”"?

Os niveis dos diferentes compostos foram apresentados como uma média, x,

resultante de vdrias repeti¢des (equaciio 2.10).

}:Z% 2.10

Associado a essa média estd um desvio padrio, s, (equagdo 2.11) assim como um

intervalo de confianga, u (equagdo 2.12).
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2.12

O valor de ¢ depende dos graus de liberdade (n-7) e do nivel de significincia

pretendido. Nas determinagdes realizadas utilizou-se um nivel de confianca de 95%.

68

2.7.4. Comparacao de médias atraves da aplicacao do

teste t "2

Durante o trabalho foram, feitas comparagdes estatisticas de médias obtidas
usando métodos diferentes sendo, para isso, aplicado o teste f. Este teste pressupde a
comparagdo entre dois valores de f, o t experimental designado por ., (em valor
absoluto), e o ¢ tabelado designado por f,,, sendo tomado como critério de aceitagio: Z.,
< ta. Ou seja, conclui-se estatisticamente que os resultados provenientes dos dois
métodos ndo apresentam desvios significativos se o f.,, (em valor absoluto) for inferior

ou igual ao .

Na priética, calculam-se as médias dos resultados das réplicas (xm € Xm) €
respectivos desvios padrio associados (s, e $»2) para cada método. De seguida, faz-se
uma andlise de varidncias afim de verificar se existem ou nao diferengas significativas
entre as variancias obtidas pelos dois métodos (Szmj e sz,,lz). Para isso comparam-se 0s
valores de F,,, com os valores tabelados da distribuigdo F de Snedecor/Fisher para (n-1)

graus de liberdade, sendo que:

2
S ml

Fexp = 2
S m2

2 2
,sendo s, > 5, 2.13

Quando F.y, < F de Snedecor/Fisher, calcula-se o f.,, do seguinte modo:

Xmt — Xm2
i, .= 2.14
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Sendo,

Sz _ (nml _1) S2ml +(”m2 _1)'S2m2 215
Ry +1,,—2 o

m}

Compara-se o ., (em valor absoluto) com o t,,,, para um determinado grau de
confianga e n,,; + n,,,— 2 graus de liberdade.
Por outro lado, quando Fey, > F de Snedecor/Fisher, calcula-se o t,,, do seguinte

modo:

Xml — Xm2 * 216
= 0

Neste caso, a comparag@o entre o t,,, (em valor absoluto) com o #,,, para um
determinado grau de confianga, € feita com um nimero de graus de liberdade (GL) dado

por:

2

2 2
s ml + (S n% )
nml an

GL = -2
2 2 2 z 2.17
S mi S m2
( %nl) ( Am?j
+ 2
n, +1 n,, +1

Os resultados provenientes dos dois métodos ndo apresentam desvios
estatisticamente significativos se o .y, (em valor absoluto) for inferior ou igual ao #,,,.

Este teste foi também usado para comparar os declives obtidos por calibragio
externa € por adi¢do padrdo, para averiguar se existia efeito de matriz (declives
estatisticamente diferentes confirmam o efeito de matriz). Para este fim foram usadas as
mesmas equagdes apresentadas, sendo que os valores de x,i € x.. foram substituidos
pelos valores do declive das rectas (b; e b;) e os desvios padrio associados as médias
(32m] e szmz) foram substituidos pelos desvios padrdo associados a cada um dos declives

(Sb1 € Sb2)-
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3.1. Implementacdo do método analitico

Este trabalho incidiu fundamentalmente na determinagdo de benzeno e alguns dos
seus derivados alquilados, designadamente tolueno e m/p-xileno, por serem muito nocivos
para o Homem e por se dispor de meios para determinagdo de COVs em amostras gasosas.
Inicialmente tentou-se determinar também niveis de etilbenzeno. No entanto, este composto
apresentava um sinal de intensidade muito baixa quando comparado com os restantes
compostos estudados, o que impedia a determinagdo dos quatro analitos numa mesma
andlise, por exigir graus de dilui¢cdo diferentes. Deste modo, optou-se por ndo determinar
etilbenzeno. O método foi posteriormente alargado a determinagdo de acetona e 2-butanona.
Embora a fibra de SPME usada ndo fosse a mais adequada para cetonas por ndo ter grande
afinidade para estes compostos, como os niveis eram relativamente elevados, ndo impediu a
respectiva quantificag@o.

Quando se iniciou este estudo ndo havia experiéncia prévia sobre caracterizagdo de
fumo de tabaco e as informagdes na literatura sobre o tema eram escassas e referentes a
equipamentos e outros meios analiticos diferentes dos disponiveis no laboratorio onde este
trabalho foi desenvolvido. Assim sendo, na primeira parte do trabalho foi necessario
encontrar um método de amostragem de fumo de cigarro eficaz e compativel com o
processo de SPME/GC-MS que se pretendia utilizar na analise.

Nas sec¢des que se seguem descrevem-se os procedimentos adoptados e os

resultados a que eles conduziram.

3.1.1. Estabelecimento da quantidade de fumo a
recolher

Comecgou-se por recolher o fumo de 6 cigarros (de marca A) para um saco de gases
de 2 L. A fibra de SPME (com revestimento de PDMS-DVB) foi exposta ao fumo no
interior do saco, durante 15 minutos, e os compostos adsorvidos analisados por GC-MS. O
tempo de desadsor¢do térmica dos COVs a partir da fibra foi fixado em 8 minutos, depois de
se ter verificado que este tempo era suficiente para garantir a desadsro¢do quantitativa dos
compostos previamente adsorvidos (ndo detec¢do cromatogréfica de analitos adsorvidos nos
ensaios a branco da fibra). Usou-se um splir com uma razio de reparti¢do de 15 s a partir
dos 6 minutos. Até esse instante a valvula de split foi mantida fechada (split 0). Constatou-

se que, com este procedimento, o espectro de massa da zona correspondente ao tempo de
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retencdo do tolueno ndo correspondia ao espectro caracteristico desse composto (no espectro
de massa na Figura 3.1 estdo assinalados com uma seta 0s picos ndo caracteristicos), o que
terd resultado da presencga de substancias interferentes e muito provavelmente da saturagio

do detector de massa, devido a elevada quantidade de tolueno presente na amostra.
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Figura 3.1. Cromatograma referente ao fumo de 6 cigarros recolhido num saco de gases de 2 L onde uma fibra
de SPME foi exposta durante 15 minutos e espectro de massa da zona correspondente ao tempo de retengdo do
tolueno.

Para tentar identificar a origem do problema, preparou-se uma amostra menos
concentrada recolhendo apenas o fumo de um cigarro para um saco de gases de 0,6 L, e
expondo a fibra de SPME ao fumo apenas 10 minutos. Apesar da concentragdo do fumo e
do tempo de exposicdo da fibra serem inferiores as anteriores, no espectro de massa da zona
correspondente ao tempo de retencdo do tolueno continuaram a surgir picos ndo
caracteristicos desse composto (Figura 3.2).

Procedeu-se, entdo, a dilui¢do em diazoto até 2 L (capacidade do saco de gases) do
fumo de um cigarro e expds-se a fibra de SPME a mistura durante 10 minutos. O problema

permaneceu (Figura 3.3).
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Figura 3.2. Cromatograma referente ao fumo de | cigarro recolhido num saco de gases de 0,6 L onde uma
fibra de SPME foi exposta durante 10 minutos, e o espectro de massa da zona correspondente ao tempo de
retengdo do tolueno.
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Figura 3.3. Cromatograma referente ao fumo de 1 cigarro recolhido num saco de gases de 2 L, que foi de
seguida enchido com diazoto e onde a fibra de SPME foi exposta 10 minutos e espectro de massa da zona

correspondente ao tempo de reten¢io do tolueno.

Realizou-se uma nova experiéncia usando o split do cromatégrafo com uma razdo de
reparti¢cdo de 5 desde o inicio da desor¢do térmica dos analitos a partir das fibras de SPME,
de modo a diluir a amostra que era sujeita a analise. A amostra de fumo de cigarro foi

recolhida num saco de 1 L e ndo foi adicionado azoto. Desta forma, os picos nao

caracteristicos deixaram de se evidenciar, tal como mostra a Figura 3.4.
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Figura 3.4. Cromatograma referente ao fumo de | cigarro recolhido num saco de gases de 1 L, onde foi
exposta uma fibra de SPME durante [0 minutos. Na andlise cromatografica, foi usado split com uma razio de
reparticdo de 5.

Considerou-se entdo que o tolueno (e possivelmente os outros analitos) do fumo
inaldvel de cigarro podiam ser eficazmente detectados fazendo a recolha do fumo de um
cigarro para um saco de 1 L, seguindo-se extrac¢do por SPME e andlise por GC-MS
(usando split com uma razdo de reparti¢cdo de 5). Porém, posteriormente verificou-se que
para poder quantificar os compostos pretendidos seria necessério proceder a uma diluigio da
amostra com diazoto, uma vez que s6 desta forma se obtinha uma resposta linear no

intervalo pretendido, usando o método de adig¢io de padrao.

3.1.2. Estabilidade do fumo no interior do saco de gases

Os sacos de gases ndo sdo absolutamente estanques, tendo lugar fendmenos de
efusdo. Como a velocidade de efusdo é inversamente proporcional a raiz quadrada da
respectiva massa molar, a composi¢do de uma mistura gasosa contida num saco de gases
altera-se ao longo do tempo, enriquecendo-se nos compostos de massa molar mais elevada.
Uma zona particularmente critica em termos de efusdo serd o septo, se este j4 tiver sido
perfurado em anteriores utilizagdes do saco. Impunha-se, por isso, averiguar a extensio das
perdas por efusdo a partir dos sacos usados neste trabalho, para avaliar se os sacos poderiam
ser usados mais de uma vez. Para isso, utilizou-se um saco de gases ja anteriormente usado
(o septo tinha sido perfurado cerca de 30 vezes). Fez-se a recolha do fumo de um cigarro
para o saco (seguindo-se adi¢do de diazoto para diluig¢do) e foi-se registando as dreas dos
picos cromatogrdficos obtidos, ao longo do tempo, para os varios compostos, apds

sucessivas exposi¢cdes de 10 minutos da fibra de SPME ao fumo. Usando uma fibra de
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PDMS foram estudados os comportamentos do benzeno, do tolueno, do m/p-xileno, da
acetona e da 2-butanona. O intervalo de tempo entre cada amostragem/andlise foi de 20
minutos, tendo sido feita a dltima analise 420 minutos depois da recolha. De salientar que o
ponto 0 minutos correspondeu ao tempo minimo desde que se faz a recolha do fumo de
cigarro até a remogdo da fibra do interior do saco para a primeira analise.

Este teste mostrou que a mistura gasosa homogeneizou rapidamente, permitindo a
extrac¢do para a fibra poucos minutos apés a recolha de fumo no saco de gases, uma vez
que o sinal ja estava praticamente estabilizado (Figura 3.5). A composi¢do da mistura nos
compostos em estudo manteve-se relativamente estdvel durante o dia de trabalho, mostrando
que os sacos de gases usados sdo praticamente estanques nas condigdes usados neste estudo.
As oscilagdes de intensidade de sinal, relativamente 2 média, ndo foram superiores a 16%. O
desvio padrdo relativo associado ao conjunto de medi¢des (n = 22) foi superior para o
benzeno (10%) e minimo para a acetona ¢ para o tolueno (5%), sendo que para a 2-butanona

e para o m/p-xileno foi de 8%.
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Figura 3.5. Variagdo das dreas dos picos obtidos por GC/MS em fungio do tempo, partir de fumo de cigarro
armazenado um saco de gases (usando a fibra PDMS).

Estes resultados estio de acordo com um estudo realizado anteriormente numa
atmosfera interior' que mostrou que os BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) ndo
apresentavam perdas importantes a partir de um saco de gases.

Com este estudo verificou-se também que o decaimento por absor¢do/adsor¢do
sucessivas (de cada vez que a fibra de SPME era exposta) ndo teve influéncia na intensidade

do sinal.
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3.1.3. Tempo de exposicdo necessdrio para extrac¢ao
por SPME

Com o objectivo de verificar qual o tempo mais adequado para extrac¢do dos
analitos do fumo para a fibra, expds-se uma fibra quer de PDMS quer de PDMS-DVB por
periodos de tempo diferentes ao fumo de um mesmo cigarro (diluido em diazoto). A Figura
3.6 ilustra para PDMS que, aparentemente, o equilibrio era atingido logo ao fim de 2 a 3
min de exposi¢do, uma vez que para tempos mais longos ndo se verificava aumento
significativo de sinal analitico. Resultados semelhantes foram obtidos para a fibra de
PDMS-DVB. O facto do equilibrio ser atingido rapidamente é compreensivel por se tratar
de uma amostra gasosa e, como tal, ocorrerem correntes de convec¢do que facilitam o
estabelecimento do equilibrio. Um outro estudo® em que foi usada também uma fibra de
PDMS (100 pm de espessura de filme) exposta a uma mistura gasosa (benzeno, tolueno,
etilbenzeno, p-xileno, o-xileno, a-pineno e 1,3,5-trimetilbenzeno) de 34 pg/L de cada
composto a 298K, o tempo de equilibrio foi de 60 segundos para benzeno e para tolueno e

de 90 segundos para p-xileno, o que é compativel com os presentes resultados.
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Figura 3.6. Variagio das dreas dos picos obtidos por GC/MS em fungio do tempo de exposi¢iio de uma fibra
de PDMS ao fumo de um cigarro (diluido em azoto) armazenado um saco de gases, para (A) acetona, 2-
butanona, benzeno e tolueno e (B) numa escala diferente para m/p-xileno.
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As oscilagdes de intensidade de sinal, relativamente & média ndo foram superiores a

para acetona (8%) e minimo para m/p-xileno (5%), sendo que para 2-butanona e para

tolueno foi de 7% e para benzeno de 6%.

3.2. Comparacao de fibras de SPME com revestimentos de
PDMS-DVB e de PDMS

15%, sendo o desvio padrdo relativo associado ao conjunto de medigdes (n = 11), maximo
Antes de proseguir com os estudos decidiu-se averiguar qual das fibras PDMS ou ‘

PDMS-DVB seria mais adequada para o fim em vista. Para tal, comecou-se por comparar os

sinais obtidos com as duas fibras a partir de uma mesma amostra e nas mesmas condigdes.

Constatou-se (Figura 3.7) que os sinais obtidos usando a fibra de PDMS eram muito menos
intensos do que os obtidos usando uma fibra de PDMS-DVB.
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Figura 3.7. Comparagio dos sinais obtidos na andlise do fumo de um cigarro usando duas fibras de SPME
diferentes: PDMS-DVB (a verde) ¢ PDMS (a vermelho).
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Estes resultados estdo de acordo com uma observagio anterior’ em que a quantidade
de COVs extraida por uma fibra de PDMS-DVB apéds 10 segundos de exposi¢do era muito
maior que a quantidade extraida por uma de PDMS ap6s 10 minutos de exposi¢do. Portanto,
a fibra de PDMS-DVB permite maior sensibilidade. Pos-se entdo a hipétese de passar a usar

a fibra de PDMS-DVB e foi-se estudar a resposta quanto ao intervalo de resposta linear.

3.2.1. Avaliacao das caracteristicas de resposta do
método SPME/GC-MS

Uma vez que o fumo de cigarro ¢ uma amostra complexa susceptivel de introduzir
efeitos de matriz, optou-se por utilizar o método de adicdo de padrdo para avaliar as

caracteristicas do método (calibragdo).

3.2.1.1. Fibra com revestimento de PDMS-DVB

Comecgou-se por estudar o método apenas para benzeno e tolueno. Para tal, usou-se
fumo de um cigarro colocado num saco de gases de 1 L a que se adicionou sucessivos
volumes de 10 pL de cada um dos padrdes gasosos (equilibrio gas/liquido existente no
frasco, tal como descrito em 2.5.1). No final, o volume total adicionado de cada um dos
padrdes foi de 40 pL, correspondendo a uma massa de padrdo adicionada de cerca de 18 pg

para o benzeno cerca 6 pg para o tolueno. Os ensaios foram realizados em duplicado.

Como mostra a Figura 3.8 ocorreu saturagdo a partir da segunda adig¢ido para o
benzeno e logo a partir da primeira adi¢do para o tolueno. Para contornar este problema,
repetiu-se o procedimento apds diluicdo da amostra. Para tal, ao fumo de um cigarro diluido
em 1 L de diazoto num saco de gases de 2 L adicionou-se, sucessivamente, volumes de 20
uL de padrdo de cada um dos compostos em estudo na forma de vapor. Continuou a

observar-se saturag@o da fibra logo ap6s as primeiras adigdes (Figura 3.9).
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Figura 3.8. Curvas obtidas para (A) benzeno e (B) tolueno, usando uma fibra de PDMS-DVB, por adigdo de
padrio A mistura contida num saco de gases de 1 L constituida pelo fumo de um cigarro.

Passou-se, entdo, a usar um saco de gases de 5 L enchido previamente com 3 L de
diazoto. Foram feitas quatro adi¢gdes de padrdo de 20 uL de cada um dos padrdes, na forma
de vapor, os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 3.10. Porém, continuou a ocorrer

saturagfo da fibra, o que inviabilizava a aplica¢do do método.
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Figura 3.9. Curvas obtidas para (A) benzeno e (B) tolueno, usando uma fibra de PDMS-DVB, por adi¢iio de
padrdo & mistura gasosa, contida num saco de gases 2 L, constituida pelo fumo de um cigarro diluidoem | L
de diazoto.

Concluiu-se que a fibra com revestimento sélido de PDMS-DVB, que extrai
compostos por adsorcdo a superficie da mesma, ndo seria adequada para este estudo e

prosseguiu-se com uma fibra de PDMS.
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Figura 3.10. Curvas obtidas para (A) benzeno e (B) tolueno, usando uma fibra de PDMS-DVB, por adigéo de
padriio & mistura gasosa contida num saco de gases de 5 L, constituida pelo fumo de um cigarro e diluido em 3
L de diazoto.

3.2.1.2. Fibra com revestimento de PDMS

Na fibra de PDMS o processo de extrac¢do predominante € via absor¢do que €,
geralmente, um processo ndo-competitivo. Isto significa que, teoricamente, a presenga de
outras moléculas orginicas na matriz ndao deverd afectar a extracgdo dos compostos de
interesse. No entanto, o processo de absor¢do ndo obedecerd a esta regra quando se estiver
na presenca de concentragdes muito elevadas de interferentes.*

Para estudar a resposta da fibra de PDMS, a um saco de gases de 5 L contendo o
fumo de um tnico cigarro diluido em 1,9 L de diazoto adicionou-se sucessivos volumes de
50 pL de padrio (como descrito em 2.5.2.1). Apesar de inicialmente a gama ser menos
alargada, o método foi sendo optimizado sendo apresentadas na Figura 3.11 as rectas

obtidas ap6s quatro adi¢des de 50 pL. (gama usada para quantificacdo).

82




€8

‘0B3IPAW BPRD B SOPRIDOSSE SOIPIUI SOIASIP SO Waquie] as-wejuasaidy
‘gUOURINg-7 (4) 2 vuolae () ouajix-dau (D) ‘ousanjol (g) ‘oudzuaq (V) eied ‘0jozelp ap 7 ¢ wd op[ip
‘o1reS1> win 3p owny of2d epIMINSUOD T § 3P $ISES 3p 00BS WU BPHU0D esosed emisiu g opsped ap oedipe 10d ‘SN 9P BIQY BLUN OPUBSD ‘SEPIGO SEIY [ 1'C emSL

@ (@
Brl) ess
(6e) eSSRW (B essew ’4
002 05 00 05 0 0% - 08 00 -
o0l o .m 0 oS 0z 0s |
, , : : : £0+30°0 !
o $0+30°G »
@ L3
0 i1
= =
o (]
o o
, = 50435} =
ﬁ - 50407 =
9660=4 50+30°% o 0
09956 + ¥6£92 = A _
6660= |
euougng-z | £90604 + Xy6g = A eu0jaay I
) (D (v)
) o a&mmmme‘
(6r) essew {6r) essew
004 08 09 0 02 0 02- 0f- 09-
vt 0 8 9 v Tz 0 T v+ & v 0 0 0 0 o 0 0 o _ . , .
- | %\L» — : , , , 00300 - ——— :
= m - 50430') m W =
50430° = | = Y0408 =
S W pis W e
504302 s | 50908 s [ S0z s
z 50430 2 L
- 50439
5030°¢ 50430
9660=H 6650=H o - 604302
18989+ X0pvSH = 4 05622 + ¥8699 = A 6660 =4
oudjiy-dw ouanjoy 12880 + X661 = A oudzuag

0BSSNosI(] 8 SOPeyNsay




Resultados e Discussao

O volume final de padrdo adicionado foi de 200 pL o que corresponde a 89 pg para
benzeno, 32 pg para tolueno, 12 ug para m/p-xileno, 168 pg para acetona e 83 ug para 2-
butanona. A Figura 3.11 mostra que a resposta foi linear em todo o intervalo de

concentracdes usado, constando na Tabela 3.1 os pardmetros respectivos.

Tabela 3.1. ParAmetros das rectas de calibragio obtidas por adi¢cdo de padrdo ao
fumo de um cigarro para os diferentes compostos.

declive +desvio ordenada na origem coef. de Concentracao +
Analito padrao + desvio padrao correlacio intervalo de confianca
(x10%) (x10%) (r) (ng)

Benzeno 13,9+04 49+ 1 0,999 35+ 1

Tolueno 67+ 1 230 +2 1,000 343£02
mip-Xileno 154 + 8 69 + 6 0,996 44£0.3
Acetona 59+0,2 109 +2 0,997 184 £2
2-Butanona 26+ 1 96+ 8§ 0,995 36+2

3.2.1.3. Calibracio externa vs. adi¢ao de padrao

Para verificar se se estava na presenca de efeitos de matriz que afectassem o declive
realizaram-se também calibracdes externas (com a fibra de PDMS) para comparar os
declives das rectas obtidas por este método e por adig¢do de padréo.

Para tal usaram-se solucdes padrio na forma de vapor, sendo injectados volumes de
25 pL, 50 pL, 75 uL e 100 pL de cada um dos padrdes num saco de gases de 5 L de
capacidade, contendo 1,9 L de diazoto, tal como descrito em 2.5.2.2. A Figura 3.12 mostra

os resultados obtidos.
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Para todos os compostos estudados a resposta foi linear no intervalo de
concentracdes testado, como seria de esperar com base nos resultados obtidos na presenga
do fumo de tabaco. Os pardmetros das rectas de calibragdo obtidas estdo resumidos na

Tabela 3.2.

Tabela 3.2. ParAmetros das rectas de calibra¢do externa obtidos para os diferentes
COMpOSLos.

declive ordenada na origem coef. de L.D. L.Q.
Analito desvio padrao + desvio padrao correlacao (ng) (ng)
(x10%) (x10°) (r)

Benzeno 15,7+ 0,6 22 +17 0,998 4,1 13,5
Tolueno 88 +4 32442 0,996 1,9 6,2
m/p-Xileno 282+ 10 50 £ 37 0,998 0,51 1,7
Acetona 17,2 £0,7 21 +38 0,997 8,5 28,3
2-Butanona 41 +4 -47 + 104 0,985 9,9 33,1

Os declives das rectas obtidas por calibragdo externa foram comparados com 0s
declives das rectas obtidas por adi¢cdo de padrdo. O teste F foi aplicado para comparar
variancias,” tendo-se verificado que as varidncias associadas aos declives, para um mesmo
composto, ndo diferiam estatisticamente.

Aplicando o teste 1, verificou-se para todos os compostos que os declives das rectas
obtidas por calibragdo externa e por adicdo padrdo eram estatisticamente diferentes.
Concluiu-se entdo, que existia efeito de matriz e, por esse motivo, adoptou-se a adigéo de

padrio para método de calibragio para caracterizagdo do fumo de cigarro.
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3.2.1.4. Repetibilidade dos resultados

No tragado de cada recta de calibracdo, realizavam-se duas medic¢Ges independentes
por ponto, a partir de uma mesma mistura gasosa presente no interior do saco de gases. No
caso das solugdes sintéticas (calibra¢do externa) o desvio médio relativo observado para as
diferentes concentragdes de padrdo foi sempre inferior a 6%. Na presenga do fumo de
cigarro, o desvio médio relativo observado para os diferentes compostos nunca excedeu 0s
7%.

As caracteristicas de reprodutibilidade dos resultados serdo apresentados e discutidos

a seguir nas secgoes 3.3.1 e 3.3.2.

3.3. Determinacao dos niveis de alguns compostos no fumo
inalavel de cigarro por SPME/GC-MS

Uma vez estabelecido o método para extrac¢do e andlise de alguns COVs (benzeno,
tolueno e m/p-xileno) e COMVs (acetona e 2-butanona), passou-se a determinag¢do dos
niveis destes compostos em cigarros comerciais e de referéncia.

No que respeita a cigarros comerciais, o estudo incidiu sobre uma marca de cigarros
americana, com filtro, muito conhecida na Europa, que sera aqui designada por marca A.

Estudou-se também os cigarros de referéncia 2R4F produzidos pelo Kentucky
Tobacco Research & Development Center da Universidade de Kentucky, para fins de

investigacdo.

3.3.1. Cigarros comerciais

Foram realizados, em dias diferentes, ensaios independentes sendo cada amostra
constituida pelo fumo de um tnico cigarro, diluido em 1,9 L de diazoto, num saco de gases
de 5 L. Os diferentes compostos foram quantificados adicionando quatro aliquotas
sucessivas de 50 pL de cada um dos padrdes gasosos referentes aos compostos em estudo.
Os resultados sdo apresentados na Tabela 3.3. Observaram-se concentra¢des da ordem das
dezenas de pg/cigarro para benzeno, tolueno e 2-butanona e da ordem das centenas de

ug/cigarro para a acetona. Os niveis mais baixos foram observados para m/p-xileno (9

pg/cigarro).
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Tabela 3.3. Resultados (média e intervalo de confianga) observados em fumo
inalavel de cigarros de marca A, ap6s extrac¢do por SPME. Apresentam-se também os
valores do desvio padrido (DP) e do desvio padrio relativo (DPR).

ug / cigarro
Composto
(mimero de determinagges Média = Int. conf. D.P. D.P.R. (%)

independentes)
Benzeno (n=9) 44 +9 8 18
Tolueno (n=9) 26+90 8 29
m/p-Xileno (n=5) 9+4 2 27
Acetona (n=3) 155 £ 91 36 24
2-Butanona (n=5) , 47 £ 26 19 41

Em termos de reprodutibilidade, os erros relativos foram relativamente elevados,
principalmente para a 2-butanona, que ¢ uma cetona para a qual a fibra de PDMS nao ¢
particularmente adequada. No entanto, deve-se notar que estes erros incluem a
heterogeneidade natural da composicdo dos cigarros, que € relativamente grande, como tem
sido amplamente discutido na literatura,® incluindo também o problema associado a
mdquina de fumar. De notar que os niveis apresentados foram determinados ao longo de 12
meses, implicando cigarros adquiridos em alturas diferentes, o que poderd também

contribuir para uma maior variabilidade.

3.3.2. Cigarros de referéncia

A Tabela 3.4 mostra que, de um forma semelhante ao observado no fumo de cigarros
de marca A, os niveis de concentragdo nos cigarros de referéncia 2R4F foram da ordem das
dezenas de pg/cigarro para benzeno, tolueno e 2-butanona e das centenas de ug/cigarro para
a acetona, sendo os niveis mais baixos associados ao m/p-xileno (8 pg/cigarro). Portanto, a
composi¢io dos dois tipos de cigarros estudados foi muito semelhante no que se refere aos |
compostos em estudo. <‘

Quanto a reprodutibilidade, neste caso o nimero de ensaios efectuados nio foi (
exactamente igual ao conseguido para os cigarros comerciais, pelo que os valores ndo sao

directamente compardveis. Porém, os valores de DPR foram semelhantes para alguns

compostos e mais baixos para a 2-butanona e tolueno. Mais uma vez, faz-se notar que a
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heterogeneidade natural da composicio dos cigarros deve ser tida em conta, sendo que neste

caso os cigarros foram adquiridos numa mesma altura mas pertenciam a diferentes volumes.

Tabela 3.4. Resultados (média e intervalo de confianca) observados em fumo
inaldvel de cigarros 2R4F, apds extrac¢do por SPME. Apresentam-se também os valores do
desvio padrdo (DP) e do desvio padrio relativo (DPR).

ug / cigarro
Composto
(nimero de determinagdes Média + Int. conf. D.P. D.P.R. (%)

independentes)
Benzeno (n=5) 41 + 10 8 20
Tolueno (n=5) 40+ 5 4 10
m/p-Xileno (n=6) 8+2 2 28
Acetona (n=5) 172 £ 56 45 26
2-Butanona (n=4) 41 +6 4 10

3.4. Utilizacao de um método de amostragem alternativo

O método de adi¢do de padrio corrige/elimina interferéncias de matriz que afectam o
declive da recta de calibragdo, mas ndo garante a exactiddo dos resultados. Efectivamente,
se houver interferentes que em GC/MS apresentem um sinal sobreposto ao sinal do analito
(0 que implica idéntico tempo de retencdo e fragmentagdes nos mesmos ides que sao usados
para a quantificagdo em MS) o resultado pode estar errado por excesso. Para detectar este
tipo de erros € necessdrio dispor de amostras de referéncia do material em estudo, com
concentragdo do analito certificada e/ou participagdo em programas de intercalibragio em
que diversos participantes usam métodos independentes. Nenhuma destas possibilidades
existia para a analise de COV’s e COMV’s no fumo de cigarro. Assim sendo, procurou-se
pelo menos efectuar também andlises por um método alternativo que, usa um processo de
extrac¢do dos analitos bastante distinto: adsor¢do em Tenax TA contido num tubo de aco,

que € depois sujeito a desadsorgdo térmica para andlise por GC-MSD.
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3.4.1. Resultados obtidos usando Tenax TA / GC-MSD

A recoltha de COVs em Tenax TA ¢ utilizada hd bastante tempo no laboratério onde
foi realizado este estudo e o método foi desenvolvido e optimizado durante um trabalho para
doutoramento’ com vista a determinagio de COVs no ar interior, sendo sujeito regularmente
a programas de intercalibragao.

O Tenax TA é o adsorvente mais aconselhado para recolher compostos organicos
nio polares com pontos de ebuli¢do entre 60 - 250°C que correspondem aos compostos
eluidos em cromatografia gasosa, usando uma coluna capilar apolar e um programa de
temperaturas adequado, entre o hexano e o hexadecano® e que se designam por COV’s.
Quer a acetona quer a 2-butanona sdo eluidos (na coluna usada) antes do hexano, sendo por
isso considerados compostos organicos muito voldteis (COMV’s). No caso da acetona 3o
se pode garantir a recolha efectiva em Tenax TA e por isso ndo foi quantificada. No caso da
2-butanona, que tem ponto de ebulicdo de 80°C, optou-se por fazer a sua quantificagdo, uma
vez que experiéncias anteriores evidenciaram resultados de qualidade aceitavel.

As determinacdes, foram realizadas com base no factor de resposta do proprio
composto. Nas tabelas 3.5 e 3.6 apresentam-se os niveis de cada um dos compostos
determinados em diferentes amostras de cigarros da marca A e de cigarros 2RA4F,

respectivamente.

Tabela 3.5. Resultados (média ¢ intervalo de confianca) observados em fumo
inaldvel de cigarros de marca A, apés adsorgdo em tubos com Tenax TA. Apresentam-se
também os valores do desvio padrio (DP) e do desvio padrio relativo (DPR).

pg / cigarro
Composto
(mimero de determinacdes Média + int. conf. D.P. D.P.R. (%)

independentes)
Benzeno (n=6) 27+ 8 6 21
Tolueno (n=6) 30+7 7 24
m/p-Xileno (n=6) 522 2 29
2-Butanona (n=7) 44 +7 8 18
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Tabela 3.6. Resultados (média e intervalo de confianga) observados em fumo
inalavel de cigarros 2R4F, ap6s adsor¢do em tubos com Tenax TA. Apresentam-se também
os valores do desvio padrio (DP), do desvio padréo relativo (DPR).

pg / cigarro
Composto
(mimero de determinagges Média + int. conf. D.P. D.P.R. (%)

independentes)
Benzeno (n=5) 35+ 11 9 25
Tolueno (n=>5) 327 5 16
m/p-Xileno (n=6) 7+3 3 46
2-Butanona (n=6) 47+ 11 10 21

Da analise das Tabelas 3.5 e 3.6 pode-se concluir que a reprodutibilidade obtida com
Tenax TA foi semelhante a obtida com SPME.

Mais uma vez se faz notar que os desvios padrio associados aos niveis dos diferentes
compostos determinados no presente trabalho deverio contemplar nio sé os erros
associados a calibracio, amostragem e analises, mas também a variabilidade entre amostras

de fumo de cigarro.

3.4.2. Comparacao dos niveis determinados usando
dois métodos de amostragem diferentes

Na Tabela 3.7 comparam-se os niveis médios e respectivo desvio padrio de cada um
dos compostos determinados no fumo inaldvel de cigarros comerciais e de referéncia usando
os métodos de amostragem SPME e Tenax TA. Esta tabela e a Figura 3.13 mostram que as
duas técnicas de extrac¢do conduziram a niveis da mesma ordem de grandeza para cada um

dos compostos estudados.
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Tabela 3.7. Comparagdo dos resultados obtidos por dois métodos de extracgdo
diferentes.

Média + desvio padrao (pg/cigarro)

Composto Marca A 2R4F
SPME Tenax Lexp tiab SPME Tenax Lexp Liab
Benzeno 44 + 8 27 +6 465 2,16 41 + 8 35+ 9 1,0 2,31
(P=0,05) (P=0,05)
3,01
(P=0,01)
2,31
Tolueno 2648  30+7 087 220 | 40+4" 3215 255 (P00
(P=0,05) 3,36
(P=0,01)
m/p-Xileno 9+2 5+2 1,02 2,20 8+2 743 0,56 2,23
(P=0,05) (P=0,05)
2-Butanona 47 + 19 44+8 011 2,23 41 +4 47 +10 0068 2,31
(P=0,05) (P=0,05)

Nota: Os resultados estatisticamente diferentes encontram-se sombreados na tabela. Todos os restantes
resultados foram estatisticamente iguais assumindo um nivel de significincia de 5%, excepto os marcados com
* que s6 foram estatisticamente iguais assumindo um nivel de significincia de 1%.

Compararam-se estatisticamente as médias obtidas para as duas marcas de cigarros
usando métodos diferentes. Segundo o teste  apenas os niveis de benzeno em cigarros
comerciais de marca A foram estatisticamente diferentes. Os resultados foram
estatisticamente iguais a um nivel de significincia de 5%, para todos 0s outros compostos
com excepcio de tolueno em cigarros de referéncia que sé foram considerados
estatisticamente iguais a um nivel de significancia de 1%. De referir ainda que as varincias
associadas as médias foram estatisticamente iguais em todos os casos. Estes resultados

sugerem que o método de extrac¢do ndo introduzird erros sistematicos nos resultados.
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Figura 3.13. Comparagdo dos niveis observados no fumo inaldvel de (A) cigarros da marca A e (B) cigarros de
referéncia Kentucky 2R4F, usando as diferentes técnicas de extracgio (Tenax TA ¢ SPME). Incluiram-se os
respectivos desvios padrio.

Apesar do método alternativo ter sido usado com o simples intuito de despistar
possiveis erros sistemdticos, uma vez que os dois métodos de amostragem conduziram a
resultados muito semelhantes, faz sentido avaliar as vantagens relativas de cada um deles. O
uso de Tenax TA como adsorvente tem a vantagem de as amostras poderem ser
armazenadas (no frigorifico) durante alguns dias, ndo tendo portanto de se efectuar a andlise
imediatamente a seguir 4 amostragem. Além disso, requer apenas calibragiio externa, o que
permite a andlise de um muito maior nimero de amostras por dia € é muito menos
dispendioso do que SPME.

A SPME ndo implica a produgdo didria de residuos de solvente, uma vez que a

calibragdo pode ser feita retirando volumes de padrdo gasoso (resultante do equilibrio
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gas/liquido) a partir de um mesmo padrdo liquido. A SPME apresentou ainda a vantagem de
permitir a analise simultdnea dos COVs e dos COMVs estudados e ndo implicar a
destrui¢do da amostra. No caso do adsorvente em tubo, a amostragem de COMVs exigird

combinar varios adsorventes no enchimento.

3.5. Comparacao dos resultados obtidos neste trabalho
com outros da literatura

Existem vdrios estudos publicados onde constam resultados sobre a composi¢do do
fumo de cigarro no que se refere a alguns compostos organicos volateis e muito volatets. Na
Tabela 3.8 compilaram-se alguns dos dados disponiveis para compostos que foram objecto
de estudo neste trabalho.

Uma andlise da tabela mostra que todos os resultados publicados para um mesmo
composto foram da mesma ordem de grandeza, independentemente da marca e origem do
cigarro e do método usado na sua determinagdo. Concretamente, os niveis médios de
benzeno situaram-se entre 22 e 50 pg/cigarro, os de tolueno entre 34 e 88 ug/cigarro, os de
2-butanona entre 54 e 88 pg/cigarro e os de acetona entre 118 e 395 pg/cigarro. Quando
comparados os resultados de diferentes estudos com os resultados obtidos no presente
trabalho (para cigarros da mesma marca) observou-se que em alguns casos existiam
diferencas estatisticamente significativas.

A dispersdo de resultados para um mesmo composto em cigarros de uma mesma
marca também foi relativamente elevada, ndo permitindo concluir que a composi¢do do
fumo inaldvel, no que respeita aos compostos estudados, seja distinta de marca para marca.

Sendo o tabaco um produto natural que cresce em diferentes locais do mundo, seré
de esperar uma variabilidade na sua composi¢do dependente do local onde a planta €
cultivada. Além disso, é também de esperar uma certa variabilidade sazonal na planta. O
grau de empacotamento de cigarro para cigarro também poderd afectar os resultados
independentemente da sua composigdo/origem. A diferenca no grau de empacotamento de
cigarro para cigarro também poderd afectar os resultados independentemente da sua
composi¢do/origem. Desta forma, é compreensivel que em diferentes amostras de fumo de
cigarro os niveis dos compostos que o constituem ndo sejam exactamente iguais, mesmo

quando se trata de cigarros de uma mesma marca, sendo que as diferengas deverdo ser
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. .. - . . 6 . . -
maiores para constituintes presentes cm concentragoes mais baixas® e nos mais VO]ZItClS, cm

que as perdas no processo analitico terdo maior probabilidade de ocorrer.

Tabela 3.8. Niveis de benzeno, tolueno, m/p-xileno, acetona e 2-butanona medidos
por diferentes autores no fumo inaldvel de cigarros de diferentes marcas.

pg/cigarro Tipo de cigarro Referéncia
Benzeno
41 £ 8 Cigarros de referéncia 2R4F Presente trabalho
44 + 8 Marca A (Portugal) Presente trabalho
48 + 2" Cigarros de referéncia 2R4F 9
22472 Cigarros de referéncia 2R4F 10
50+3" Cigarros de referéncia 2R4F 11
44 + 3" Marca A (Europa) 12
42 +£2 Marca A (Australia) 12
272 Marca A (Taiwan) 12
24 + 1 Marca A (Japdo) 12
44 + 4 Cigarros comercializados no 13
Reino Unido
Tolueno
40+ 4 Cigarros de referéncia 2R4F Presente trabalho
26+ 8 Marca A (Portugal) Presente trabalho
82+4 Cigarros de referéncia 2R4F 9
37+3" Cigarros de referéncia 2R4F 10
88+ 6 Cigarros de referéncia 2R4F 11
66 + 6 Marca A (Europa) 12
63+4 Marca A (Austrélia) 12
37+3 Marca A (Taiwan) 12
34+3 Marca A (Japdo) 12
61+£6 Cigarros comercializados no 13
Reino Unido
m/p-Xileno
82 Cigarros de referéncia 2R4F Presente trabalho
9+2 Marca A (Portugal) Presente trabalho
101 Cigarros comercializados no 13

Reino Unido
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Tabela 3.8. (Continuagdo) Niveis de benzeno, tolueno, m/p-xileno, acetona e 2-
butanona medidos por diferentes autores no fumo inaldvel de cigarros de diferentes marcas.

pg/cigarro Tipo de cigarro Referéncia
Acetona
172 £ 45 Cigarros de referéncia 2R4F Presente trabalho
155+ 36 Marca A (Portugal) Presente trabalho
206 + 8" Cigarros de referéncia 2R4F 14
262 +£42 Cigarros de referéncia 2R4F 15
277 +20 Cigarros de referéncia 2R4F 11
148 + 10° Cigarros de referéncia 2R4F 10
291 £ 29 Marca A (Austrélia) 12
203 £ 22 Marca A ( Taiwan) 12
291 + 18 Marca A (Europa) 12
257 £ 14 Marca A (Japdo) 12
133" + 24 — 395+ 8° Cigarros comercializados nos 16
EUA
1182 = 242° Cigarros cedidos por 17
“Technology Center of
ChongQing Tobacco Industrial
Company”, China
2-Butanona
41 +4 Cigarros de referéncia 2R4F Presente trabalho
47+ 19 Marca A (Portugal) Presente trabalho
73 % 17 Cigarros de referéncia 2R4F 14
54% - 88" Cigarros cedidos por
“Technology Center of 17

ChongQing Tobacco Industrial
Company”, China

* Concentragiio determinada que apresentou um nivel mais baixo. " Concentragdo determinada que apresentou

um nivel mais elevado.

# . . . ~ . .

determinado em todo o fumo inaldvel e ndio apenas na fase gasosa do fumo inaldvel.

* sy ~ . . . N N . . . . A .

médias sdo estatisticamente iguais as determinadas no presente trabalho para um nivel de significancia de
ok P ~ . . PN . -

5%:" médias sio estatisticamente iguais s determinadas no presente trabalho mas apenas para um nivel de

significancia de 1%.

A falta de métodos analiticos standardizados para determinagdes dos constituintes do

fumo de cigarro (com excepgio do alcatrdo, da nicotina e do mondxido de carbono) levou a

grandes diferencas entre resultados obtidos por diferentes laboratérios, mesmo quando se

tratam de cigarros de uma mesma marca.
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Um estudo realizado em 2003'® comparou os niveis de diferentes constituintes do
fumo de cigarro determinados por sete diferentes laboratérios num mesmo periodo de
tempo. Para cada composto, cada laboratorio usou o método que achou mais conveniente, o
que implicou o uso de diferentes mdquinas de fumar, métodos de recolha e de detecgdo.
Além disso, cada laboratério aplicou os seus processos internos de validagao. Cigarros das
mesmas trés marcas foram entregues e analisados em cada laboratério. As determinagdes
que apresentaram menor variabilidade entre laboratérios foram as de alcatrdo, sendo que nos
70% dos restantes analitos a variabilidade em relacdo a média foi relativamente elevada
entre laboratorios. A variagdo entre os niveis determinados mais elevados e os mais baixos
(em relag@o a média) foi cerca de 80%. Considerando os dados disponiveis na literatura (

Tabela 3.8) constata-se que a 'variabilidade maxima dos niveis medidos foi de 78%
para benzeno, 88% para tolueno, 48% para 2-butanona e 99% para acetona. Logo, nao foi
muito diferente da que ocorreu no referido trabalho' de intercalibracdo. Estes factos
deverdo ser tidos em conta quando se interpretam resultados, referentes a constituintes do

fumo de cigarro.
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Conclusoes

Este trabalho permitiu implementar um método de andlise directa de amostras
gasosas de fumo de cigarro recolhidas em sacos de gases a saida de uma mdquina que
simula o acto de fumar, de um modo padronizado. Para recolha de analito e andlise usou-se
SPME/GC-MS.

A fibra de SPME que se mostrou mais adequada foi a que contém um revestimento
de PDMS. A fibra com revestimento de PDMS-DVB, apesar de mais sensivel para os
compostos em estudo, saturava os locais de adsor¢do a niveis relativamente baixos de
concentragdo dos compostos estudados, ndo permitindo o uso do método de adi¢do de
padrio para calibracdo.

A fibra de PDMS foi capaz de providenciar respostas lineares na gama de
concentragbes estudada (L.Q. — maior concentragdo medida em pg/cigarro) para benzeno
(14 — 124), tolueno (6 — 64), m/p-xileno (2 ~ 16), acetona (28 — 353) e 2-butanona (33 -
119). Uma comparagio de declives obtidos por calibragdo externa e por adi¢do de padrdo
mostrou que o fumo de cigarro causava interferéncia de matriz, pelo que a quantifica¢do dos
diferentes compostos foi realizada sempre por adigdo de padrio.

A maquina de fumar, que era nova no inicio do estudo, comegou, a partir de certa
altura, a evidenciar irreprodutibilidade das emissdes e niveis de emissdo inferiores aos
fornecidos anteriormente para o mesmo tipo de cigarros. Acabou-se por concluir que
ocorreriam adsorg¢des significativas no interior da maquina, em locais inacessiveis & limpeza
para descontamina¢do. Uma pesquisa na literatura permitiu constatar que o mesmo

problema ja havia sido observado por outros investigadores e constituird uma enorme

limitag@o para o estudo da composi¢io de fumo de cigarro.




Conclusdes

Quer cigarros de referéncia 2R4F da Universidade de Kentucky quer cigarros de
uma marca comercial A, apresentaram niveis de concentragio no fumo inaldvel que
obedeceram a seguinte ordem: m/p-xileno < tolueno < benzeno < 2-butanona < acetona. Os
niveis (¢ respectivos desvios padrdo) expressos em ug/cigarro, nos cigarros de marca A
foram de 155 + 36 para acetona, 47 + 19 para 2-butanona, 44 + 8 para benzeno, 26 * 8 para
tolueno e 9 + 2 para m/p-xileno. No caso de cigarros de referéncia 2R4F, os niveis foram de
172 + 46 para acetona, 41 + 4 para 2-butanona, 41 + 8 para benzeno, 40 * 4 para tolueno ¢ 8
+ 2 para m/p-xileno. Os erros associados as determinacdes reflectem ndo s6 o0s erros
experimentais associados ao processo de amostragem e andlise, mas também a
heterogeneidade natural da composi¢ao dos cigarros (cada andlise incide sobre um cigarro
diferente) que € relativamente elevada.

Averiguou-se a existéncia de erros sistematicos associados a fase de extrac¢do de
analitos para analise recorrendo a extracgdo por adsor¢do em Tenax TA, contido num tubo
de ago. Compararam-se as médias obtidas para as duas marcas de cigarros usando SPME e
Tenax TA. Apenas os niveis de benzeno determinados pelas duas técnicas em cigarros da
marca A foram estatisticamente diferentes. Os restantes resultados foram estatisticamente
iguais, para um nivel de significAncia de 5% para todos os compostos, com excepgio dos
niveis de tolueno em cigarros de referéncia 2R4F, que foram estatisticamente iguais apenas
para um nivel de significancia de 1%.

O método de analise por SPME/GC-MS implementado revelou-se uma alternativa
aos anteriormente existentes, tendo como principal vantagem o facto de ndo envolver o uso
de solventes para extrair os analitos do fumo, o mesmo acontecendo com 0s tubos com

enchimento de Tenax TA/GC-MSD.
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Anexo 1

Anexo 1. Principais constituintes da fase gasosa do fumo inaldvel de cigarros sem

filtro."
Composto® Concentracao/Cigarro
Azoto 280 - 320 mg
Oxigénio 50 -70 mg
Diéxido de carbono 45 - 65 mg
Monéxido de carbono 14 -23 mg
Agua 7-12mg
Argon 5 mg
Hidrogénio 0,5-1,0mg
Amoniaco 10 - 130 ug
Oxidos de azoto (NOXx) 100 - 600 ug
Cianeto de hidrogénio 400 - 500 pg
Sulfureto de hidrogénio 20-90 pg
Metano 1,0 - 2,0 mg
Outros alcanos aromaticos voléteis (20) 1,0-1,6 mg b
Alcenos voliteis (16) 0,4 - 0,5 mg
Isopreno 0,2-0,4 mg
Butadieno 25-40 ug
Acetileno 20-35png
Benzeno 12-50pg
Tolueno 20-60pg
Estireno 10 pg
Outros hidrocarbonetos voldteis (29) 15-30 g
Acido férmico 200 - 600 pg
Acido Acético 300- 1700 pg
Acido propionico 100 - 300 pg
Formato de metilo 20-30 g
Outros acidos volateis (6) 5-10pg®

YHoffmann, D. Analysis of toxic smoke constituints; US consumer product safety commission and
US department of health and human services, Toxicity Testing Plan: New York, 1993.

*0Os nimeros entre paréntesis representam o nimero de compostos individuais identificados no grupo

*Valores estimados
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Anexo 1. (continuacdo) Principais constituintes da fase gasosa do fumo inaldvel de cigarros

sem filtro.}

Composto® Concentracio/Cigarro
Formaldeido 20-100 pg
Acetaldeido 400 - 1400 pg
Acrolina 60 - 140 pg
Outros aldeidos volateis (6) 80 - 140 ug
Acetona 100 - 650 ng
Outras cetonas voléteis (3) 50-100 pg
Metanol 80- 180 pg
Outros alcoois volateis (7) 10 - 30 pg®
Acetonitrilo 100 - 150 ug
Outros nitrilos volateis (10) 50-80 gb
Furano 20-40pg
Outros furanos volateis (4) 45-125p gb
Pindina 20-200 ug
Piridina (3) 15-80pg
3-Vinilpiridina 10-30 ug
Outras piridinas volateis (25) 20-50 ug’
Pirrole 0,1-10pg
Pirrolidina 10-18 pg
N-Metilpirrolidina 2,0-30pg
Pirazinas volateis (18) 3,0-8,0ug
Metilamina 4-10pg
Outras aminas aliféticas (32) 3-10pg

Hoffmann, D. Analysis of toxic smoke constituints; US consumer product safety commission and
US department of health and human services, Toxicity Testing Plan: New York, 1993.

“Os niimeros entre paréntesis representam o nimero de compostos individuais identificados no grupo

®Valores estimados
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Anexo 2. Principais constituintes encontrados na fase particulada do fumo inalavel

de cigarros sem filtro.’

Composto® ug/Cigarro
Nicotina 1000 - 3000
Norticotina 50-150
Anatabina 5-15
Anabasina 5-12
Outros alcaldides do tabaco (17) N.D.
Bipiridilos (4) 10 - 30°
n-Hentriacontano (n-C31Hgqs) 100
Hidrocarbonetos ndo volateis totais (45)b 300 - 400°
Naftaleno 2-4
Naftalenos (23) 3-6°
Fenantrenos (7) 0,2 - 0,4b
Antracenos (5) 0,05 - 0,1°
Fluorenos (7) 0,6 - 1,0°
Pirenos (6) 0,3-0,5"
Fluorantenos 0,3 - 0,45°
Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos 0,1-0,25
carcinogénicos (11)
Fenol 80 - 160
Outros Fenois (45)b 60 - 180°
Catecol 200 - 400
Outros catecois (4) 100 - 200
Outros dihidroxibenzenos (10) 200 - 400°
Escopoletina 15 -30
Outros polifenois (8)° N.D.
Ciclotenos (10)" 40 - 70°
Quinonas (7) 0,50
Solanesol 600 - 1000

YHoffmann, D. Analysis of toxic smoke constituints; US consumer product safety commission and
US department of health and human services, Toxicity Testing Plan: New York, 1993.

*Os nimeros entre paréntesis representam o nimero de compostos individuais identificados no grupo

®Valores estimados
N.D. Nao disponivel
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Anexo 2

Anexo 2. (continuagdo) Principais constituintes encontrados na fase particulada do

fumo inaldvel de cigarros sem filtro.’

Composto® pg/Cigarro
Neofitadienos (4) 200 - 350
Limoneno 30 - 60
Outros terpenos (200-250) N.D.
Acido palmitico 100 - 150
Acido estedrico 50 - 75
Acido oleico 40-110
Acido linoleico 150 - 250
Acido linolénico 150 - 250
Acido Léctico 60 - 80
Indol 10-15
Escatol 12-16
Outros indois (13) N.D.
Quinolinas (7) 2-4
Benzofuranos (4) 200 - 300
Outros compostos heterociclicos (42) N.D.
Estigmasterol 40 -70
Sitosterol 30-40
Campesterol 20 - 30
Colesterol 10 - 20
Anilina 0,36
Toluidinas 0,23
Outras aminas aromaticas (12) 0,25
N-nitrosaminas especificas do tabaco (6) 0,34 -2,7
Glicerol 120

YHoffmann, D. Analysis of toxic smoke constituints; US consumer product safety commission and
US department of health and human services, Toxicity Testing Plan: New York, 1993,

‘Os nimeros entre paréntesis representam o niimero de compostos individuais identificados no grupo

®Valores estimados
N.D. Nio disponivel
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Anexo 3

Anexo 3. Evidencia do efeito de memdria na maquina de fumar, que constitui uma
limitagio séria no uso deste equipamento para caracterizagdo do fumo de cigarro —
Resultados observados para fumo inaldvel de cigarros de referéncia Kentucky 2R4E.°

Puffs da queima do cigarro

+ Puffs da queima do cigarro
Puffs de Limpeza
Acetona (148,1 +9,6) pug/cigarro (63,6 + 4,5) ng/cigarro
Benzeno (22,5 £ 1,7) pg/cigarro (9,9 £ 0,8) pg/cigarro
Tolueno (37,1 £3,1) pg/cigarro (12,1 £ 1,1) pg/cigarro

YAdam, T.; Mitschke, S.; Streibel, T.; Baker, R. R.; Zimmermann, R., Quantitative puff-by-puff-
resolved characterization of selected toxic compounds in cigarette mainstream smoke. Chemical
Research Toxicology 2006, 19, (4), 511-520.
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