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Desafio analitico
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* Fitoterdpicos e extratos de plantas medicinais sdo misturas
complexas:

* Muitos constituintes sdo incompativeis com GC.
» Fracdo analisavel: extensa sobreposicao de picos.



Desafio analitico

A validacao do método é

altamente dependente da
qualidade do método analitico

Detec¢do / Hifenacgao

Separacgao
(cromatografia)

Preparo de amostra

Pawliszyn Analytical Chemistry 2003 75 2543.



Desafio analitico

Time Spent on Typical Chromatographic Analysis

Data management (27%)

— Collection (6%)

y_ Analysis (6%)

Sample processing (61%)

Majors Sample Preparation, Agilent.

Sources of Error Generated During Chromatographic Analysis

Contamination (4%) ‘ | Sample introduction (6%)

Chromatography (7%)

Columns (11%)

Integration (6%)

Operator (19%) — Instrument (8%)

—— Calibration (9%)

Sample processing (30%)




* Preparacao da amostra



Preparo de amostra _

Desafio: fitoterdpicos e derivados
de plantas sdo misturas complexas
com uma ampla faixa de

propriedades fisico-quimicas

Amostras sélidas: extracao dos
analitos (i.e., pesticidas)

Amostras liquidas: pode requerer
etapa de cleanup e pré-
concentragao

Alguma forma de pré-processamento /

fracionamento faz-se necessaria!




Preparo de amostra

Microextracao em fase sélida

e Extragdo através do headspace

e Imersao direta na amostra

v" Técnica ndo-exaustiva ou de equilibrio.
v" Mede a concentracdo média livre do analito.
v" A fase extratora é um sélido ou polimero imobilizado e pode ser reutilizada
intimeras vezes (+100x).
v" A etapa de extragdo e pré-concentracdo (50-1000x) sdo combinadas em uma tinica e
simples etapa.

v" Nao requer uso de solventes organicos e outros aditivos.



Preparo de amostra — microextracao em fase solida (SPME)

Requisito: amostrador automaético
+ moédulo de SPME

Solid Support

A: Fiber device with external sorptive coating
B: Tube device with sorptive coating on the inside

Pawliszyn Analytical Chemistry 1990 62 2145.



Preparo de amostra — microextracao em fase solida (SPME) _

Requisito: amostrador automatico
+ moédulo de SPME

1° Passo:

a. Pesar a amostra.

b. Adicionar solucao de NaCl,.
——— c. Lacrar o sistema.

d. Carregar a(s) amostra(s) no
AA cromatografo a gés.

Amostra sélida: triturar e homogeneizar.

Amostra liquido: “dilui¢ao”.

Pawliszyn Analytical Chemistry 1990 62 2145.
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Extracao de pesticidades usando SPME
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é 30 - 7 TABLE 1 Analytical data of the eleven pesticides for cucumber samples obtained by current method
v - 0 18 30 2% A0 . Linear range LODs LOQs Repeatahility
Time(min) Sample Compound (ng/kg) (ngkg) (ng/kg) r RSD* (%) RSDY (%)
Cucumber Trlfuralln 0.5-225 0.10 0.33 0.9992 10.8 9.6
Dicofol 0.5-225 0.04 0.13 0.99391 9.8 85
a-endosulfan 0.5-200 0.10 0.33 09973 75 6.1
p.p"DDE 0.5-225 0.04 0.13 0.9991 72 59
Nitrofen 0.5-225 0.05 0.17 0.9982 11.2 9.1
Preparo de amostra: SPME feendosalfen 05225 005 017 0.9990 105 94
L. p.p-DDD 0.5-200 0.25 0.83 0.9971 89 72
Plataforma analitica: GC-ECD p.p-DDT 0.5-225 0.10 033 0.9968 78 83
Bifenthrin 0.5-200 0.25 0.83 0.9968 6.8 9.2
Permethrin 1.5-200 0.05 0.17 0.9964 85 6.8
Fenvalerate 0.5-200 0.05 0.17 0.9980 9.8 87

*The single-fiber RSD (n = 5.

"The fiber to fiber RSD (i = 5),

Wang et al. Journal of Separation Science 2018 41 4038.




Preparo de amostra

Extracdo com fluido pressurizado

e ASE - accelerated solvent extraction

v" Aplicacdo de elevada pressdo no sistema (e.g., N,), T temperatura de extragdo
(acima da temperatura de ebuli¢do do solvente).
v Aumento de solubilidade do analito no solvente.
v" Transferéncia de massas mais rdpida (menor viscosidade).

v" Melhor molhabilidade pela reducdo da tensdo superficial do solvente.

Mendiola et al. Journal of Chromatography A 2007 1152 234.



Extracao de pesticidades usando ASE

Esquema geneérico: Estudo de caso: determinacao

_— V/r;!vcs\ de pesticidas em Ulva sp.
TV R |
® I Pressdo do sistema (P)
- ASE:
_— 20 min, 50 mL de solvente
cell

=Xlraction
solvent

Oven %‘E SOXhlet.

48 h (2880 min), 200 mL de
solvente

Nitrogen Collection vial

Pressdo de vapor do solvente < Pressdo do sistema

Pinto et al. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 2014 67 547.



Extracao de pesticidades usando ASE

Table 3 Recoveries of PPs from Ulva sp. samples by SPLE and Soxhlet extraction before GC-ECD

Ulva sp. SPLE Soxhlet
Low level (Sngg ") Medium level (25 ngg ') High level (100ngg ") (100agg Y
PP Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%) Recovery (%) RSD (%)
Trifluralin 82 45 (] 8246 7 94 46 7 -
-HCH T6+5 7 A0+ 4 5 96 + 7 ? 70+ 4 4
HCB 9+7 9 M+9 8 794+ 2 2 - -
B-HCH 98 4+ 8 9 102 £3 3 954 5 4 B5 45 3
v-HCH 88 + 8 9 2145 5 100 4 2 2 7642 1
Quintozene T8+5 6 343 4 B6EL S5 ] 6544 3 o~
8-HCH 89 4+ 8 9 93+7 8 98+ 8 8 86 + 8 8 Redugao no tempo de
Heptachlor 8447 8 B2 44 5 96 4+ 2 2 7246 10 o~
Aldrin 7443 5 80 +6 8 86+ 5 6 - - eXtragaO'
Chlompyrifos 95+ 8 B 100 + 4 4 954+ 5 5 - - =
Isodrin T8+6 8 85 4+ 4 5 BR 42 3 - - Redugao nO Consumo de
Heptachlor epoxide 91 £ 5 5 87 + 6 97T+ 6 7 - - A g
y-Chlordane 90 + 8 9 B +7 8 97+ 7 7 - - SOlvente Organlco'
a-Endosulfan T9+6 8 TB+S 7 99 4 4 4 - - g m m
Digldrin 94 46 6 9 +5 5 100 £ 5 5 - - Aprl ora ento nos
-DDE 86 4+ 2 2 91+5 5 % £ 5 5 98 £ 9 10 3
e valores de recuperacao.
Endrin 95 4+ 5 5 103 £ 5 5 99 4§ 5 -
p.p/-DDD 89 4 3 5 101 £ 4 5 92 48 7 95 4L 5 5
pg-DDT % + 3 3 B35 +5 5 95+ 5 5 78 £ 11 12
Bromoproplylate 93 4+ 8 B 105 & 2 2 96 4 2 2 - -
p.p -Methoxychlor 9T+ 7 B 100 + 3 3 0 +S5 5 - -
Mirex 854+ 4 - 99+ 8 8 100 + 4 - 91 + 8 10

SPLE was performed at low, medium, and high levels of spiking. Values are reported as mean 4 5D (n = 5)

Pinto et al. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 2014 67 547.



Preparo de amostra

el Lxtracdo assistida por microondas

[y
th

I_H.” ”-Ii | e MAE — microwave assisted extraction

v Aquecimento da matriz e/ou solvente ocasionado pela migragdo de fons e rotagdo
de dipolos estimulada pela radiacdo micro-ondas (300- 300.000 MHz).
v Em sistemas fechados, o efeito pratico é similar ao ASE (e.g., aumento de
solubilidade do analito no solvente, transferéncia de massas mais rdpida,

melhor molhabilidade pela redugdo da tensdo superficial do solvente).

Camel Analyst 2001 126 1182.



Extracao de pesticidades usando MAE

Estudo de caso #3: *
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* Sistemas de cromatograficos modernos



Cromatografia a gis convencional / unidimensional

UCM: A mistura complexa nao-resolvida

80
C14 C16
60 PRI
- 1 PHY
g Ci2 C18l
B 40
o
i c10 c20
0
0 10 20 30 40 50 60
Time {min)

Gaines et al. Environ. Sci. Technol. 32 (1999) 2106.



Cromatografia a gas multidimensional (MDGC)

Principio:
Na MDGC emprega-se duas (ou mais) etapas sequenciais de separacgdo por GC.
Coluna primdria | T TR

Amostra = O D LUl WA SN
“Primeira dimensao”

Interface

Coluna secundéria ¥

L o—————0

“Segunda dimensao”




MDGC de fra¢oes parciais

MDGC de fracOes parciais

Na GC-GC apenas algumas fracdes sdao sujeitas a duas etapas de separacgao.
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Marriott et al. J. Chromatogr. A 936 (2001) 1.



MDGC de fra¢oes parciais

Instrumentacao

Coluna secundaria

Colun,a primaria (Coluna analitica)
(Pré-coluna) Detector #1

Injetor

Detector #2

Capilar de

Interface restricio



MDGC de fra¢oes parciais

Instrumentacao

+ Simplicidade e robustez.

* Temperatura médxima limitada pelos selos da valvula.

Para detector 2 Para detector 2

Coluna primaria —

P Fluxo  Colunaprimaria  — | «— Fluxo
('D) auxiliar ('D) auxiliar
Interior ] Interior :
l do forno : do forno :
do GC ! do GC !
Coluna secundaria ' Coluna secundaria
(2D) / detector 1 (2D) / detector 1

Valco/VICI



MDGC de fra¢oes parciais

Instrumentacao

Agilent CFT

Fluxo
Auxiliar

—>

2 mL min-

Fluxo
auxiliar

-

2 mL min!

2 mbL min?

-

-

2 mL min-—

1.5 mLmin”
O - ’
l 1.0 mL min-!
: <
1.5 mL min-!

Interior do forno do

GC

1.5 mL min~’
— b —

Interior do forno do
GC

1.0 mL min-?
‘—

—_—
1.5 mL min-!

20 { detector 1

1D

= detector 2

2D / detector 1

D

detector 2




MDGC de fra¢oes parciais

* Conceitualmente simples.

Instrumentacao
« Requer conhecimentos bésicos de
. pneumadtica (Hagen-Poiseuille).
uder O e /et Sistema quimicamente inertes.
— : — &
2mmin’ Q—i“ ——T T « Na&o hd limitacdo de temperatura maxima.
1.5 mL min-
}interior do fornd do * Ideal para andlise direcionada.
GC
. 1. .4 2 _ p2
| oz 1 601 17 (P — Piyx) Tres
auxiliar (" ) & = 2D/ detector 1 —
E L R S 161 'L Paux r
- : P
2 mL mirr! — : ; . deleclor 2
2mL min ' 1.5 mL min-

| o 1289 F, R,

o md? FTotal Z Rn




Determinacao de pesticidas usando HC-MDGC

oy Pesticide Mix 101
100 000 - “ a
\ 1M

= Wy I\ .\i.lk _
” .;0” 30
o 5 |
: ! s
3 -l 8
£ Bl 5 £
I : - .
y 3 ¢
= < — —_— . = -
- 20 » @ O

3 min

Parathion-ethyl

3 Chtnr rfos

del Castillo et al. Talanta 2012 89 77. S
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Separacoes com HC-MDGC

Abundance

600000 cut

300000

Time--> 24.20 2440 2460 2480 25.00 2520 2540 2560 2580 26.00

Abundance
soom | D)
4
3
25009
i 5 6

b | I L} T Ll T L L} L L] T

4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500  £0.00 8500 9.0
Time=>

Sharif et al. TRAC Trends Anal. Chem. 2016 82 35.



Separacoes com HC-MDGC

1D anahysis
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Cromatografia a gas bidimensional abrangente (GCxGC)

... e se todo efluente da 1D é sujeito a uma etapa adicional de separacao ...

i Nyy=n; 1N,

— LR (=




Cromatografia a gas bidimensional abrangente

Interfaces para GCxGC - moduladores

Injetor Coluna primaria Coluna secundaria

i i Detector

Interface para multiplexagdo
(transmitir simultaneamente) as duas
separacdes sequencias na mesma

Modulador

andlise cromatografica!




Moduladores

Pneumaticos / “de fluxo’

Fill (D sampling) Flush (re-injection)

'D Column p Column D Column *D Column

S[mmn ] e
Bleed Line Bleed Line
0,52 |mimin 0,52 | mi‘min

Hantao e colaboradores LCGC North America April 2019.



Modulagao em GCxGC

Cromatograma da 'D

Diagrama

U Modulagao de contorno

- Y e
REEEEEEE _y,
G T‘{éﬁj‘i‘\. /
=
‘ r../__%-___x N _ ,/ Diagrama
[ J | ‘ ‘-«:x_&_:l // de contorno
alka _Ll IL.. L _.U__.L_ e e

Cromatograma bruto
(ou desdobrado)

Montagem do

Diagrama
cromatograma

de cores

Visualizacao

Dalliige, et al. J. Chromatogr. A 2003 1000 69'tg



Vantagens da GCxGC
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Vantagens da GCxGC

Os 3S: separacao, ‘sensibilidade’ e estrutura
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Vantagens da GCxGC

Os 3S: separacao, ‘sensibilidade’ e estrutura
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Pedroso et al. J. Sep. Sci. 34 (2011) 1547.
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Vantagens da GCxGC

Os 3S: separacao, ‘sensibilidade’ e estrutura

mazon

Ba500

6l
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Tranchida et al. J. Sep. Sci. 31 (2008) 3347. R PR




Vantagens da GCxGC

Os 3S: separacao, ‘sensibilidade’ e estrutura

6.0

tempo de retengao / s
] F
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N
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tempo de retencio / min




Custos de operacao da GCxGC

? .
0¥ f ‘i g' ’ t'.l':'
FE.‘.:El “a a' .‘."_l"' .

2D-Cryogenic  2D-Thermal 2D-Flow 1D-GC




O instrumento para FM-GCxGC




Determinagao de pesticidas usando GCxGC/MS

Andlise de uma mistura

de pesticidas por
GC GC/MS

Cochran J. Chromatogr. A 2008 1186 202.



Determinagao de pesticidas usando GCxGC/MS

Methyl parathion

Cochran J. Chromatogr. A 2008 1186 202.
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* (Ideias de) Estratégias para

monitoramento de pesticidas



Possiveis abordagens para monitoramento de pesticidas

Andlise exploratoria Anélise exploratdria
/ untargeted por classes
e MS de alta e Deteccdo seletiva e MS/MS (QqQ)
resolucdo e por classes de
exatiddo. heterodtomos.
® Deteccao
simultanea

(MS/Seletivo).
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* 1. Analise exploratdria / untargeted



Requisitos do analisador de massas para analise untargeted

40+ 50 ey Mass difference = 18.4 ppm
5 & 15K s =
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Klitzke Energy Fuels 2012 26 5787. m/z



Requisitos do analisador de massas para analise untargeted

el i Periodic lon Lenses
Sourcs dn;“m‘
B e T
- Gridless Mirror
2 Gy
o Oml
Detector
mm: lon Source V¥ ¥V ¥ )
g 600000 -
;; 400000
& 300000 -
- i Analisador de massas (  ): medidas

m/z

Klitzke Energy Fuels 2012 26 5787.



Requisitos do analisador de massas para analise untargeted

analyzer

Voltage ramp

600000 o .
Dstacted signal
500000 4

Resolving Power

400000 4 Amplifier
— Analisador de massas ( ):
\ o S o
100000 S — armadilha eletrostdtica com
S m m m  wm  m m m m transformada de Fourier (e.g.,

m/z

Orbitrap)

Kubarev Analytical Chemistry 2013 85 5288.



Analise qualitativa

Ionizacao por elétrons (EI)

FROM
INLET
' YsTEM

ION SOURCE

HOUSlNG
Filament é[% I } ) _I Emission or
Curront A -D - B -D -D @ “Trap” Current

.___ e F.3. I I 10 10 150 pAmMpS
e 3 te € Ampe
f.:w:zwws
STATE
/ FILAMENT —( v -V}
o _N

Elaetron Volte (eV) Trap Biae Vnitaga

ION FOCUS 70v typical (25 to 125v)
C PLATES

= +e — s
| pm. M4 > M™ +e + e
\\ BEAM 5 C,A 70 ev 56 ev thermal
: CHAMBER PLATE
e B0
T Oo“‘*r«----___ —— Espectros de massa altamente
| vacuum | reprodutiveis (@ 70eV).

Watson e Sparkman, Introduction to Mass Spectrometry Fourth ed.



Andlise qualitativa usando HR/HA-MS -

Ionizacao por elétrons (EI)

Y7 v |

WILEY REGISTRY ¥ats Spechre of NIST/EPA!NIH
of Mass Spef:_tral Data p E ST l c | D E 5 Mass 5;;8;3; Library

- A lged e (mda ey

+267.376 espectros catalogados

-

Watson e Sparkman, Introduction to Mass Spectrometry Fourth ed.



Andlise qualitativa usando HR/HA-MS

Espectro de massa: exatidao (acuracia) na medida de massa

279,1510
100
Elemental Composition
~C__H N _O ExactMass_
1_18_20_4_ 1_ _308.1637_ |
18 12 - 5 308.0685
18 4 4 2 308.0334
50+ 189 2 1 4 307.9984
19 20 2 2 308.1525
19 36 2 1 308.2827
238,1249 308,1878 20 12 4 - 308.1062
20 24 2 1 308.1888
O T T I } T T 1 T 1 1 T T T I 1 ; T T T 1 T l T T 1 T | i

I T 1 l T T l T T | T T I T T I T T T T 1 l
230 240 250 260 270 280 290 300 310 320



Analise untargeted

Explorando a seletividade de massa: resolucao de massa

127 02067

100 o i =
g e Mass difference = 18.4 ppm

5 - - ~
£ 60 ai B
15K e B
B -~ 37
e / \‘_
127.008 127.010 127.012 127.014 127.016 127018 127.020 127022 127,024 127.026 127.028 127.030 127.082 127.084
mi
2701821 1302168
/ Mass difference = 0.9 ppm
30K ! :
o
127.008 127.010 127.012 127.014 127.01 127018 127.020 “2r022 127.02¢ 127.026 127.028 127.030 127.032 127.034
me
127.01828 127

/\ /A\ Mass difference = 0.5 ppm

60K / .
/ 5
/ \
1 T T T T T T - T T - .
127.010 127.012 127.014 127.015 127.018 127.020 127,022 127,022 127.026 127.028 137.030 127.032 127.034
me
127183 Mass difference = 0 ppm
= 100 A
i 120K Chlorpropham SO BT Matrix
g B
£ 403 _'> ff €_"
2 o
= = ) \ ‘\\_ 127 02281
0= T T T T r - T By T T T T T v
127.008 127.mo 127.0m2 127.014 127.016 127.018 127.020 127.022 127.022 127.026 127.028 127.030 127.032 127.034

mi

ThermoFisher Scientific



Analise untargeted

Explorando a seletividade de massa: exatidao de massa

F500000—

y w' llll u ‘LUJJU uL' lJu"r'hJU, J‘ JUUL .'muu“d_k U |'L i \ ‘

-||||-.- |||||||||

SepSolve / Markes E 4 " wagury

'
iy
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Analise untargeted

Explorando a seletividade de massa: exatidao de massa

RT. 480. 1603
-

16000
14000 170.964 £ 0.5 Da 13m
12000

Z10000

g ]
E 80004 14.16

1 ppb dichlobenil

.............

SepSolve / Markes | ' ; N



» 2. Analise exploratodria por classes

'
(7]



Deteccao simultinea usando GC(xGC)-X/MS

|

|
'?-l-l“‘_!. F T !

T AN
e=i—TU W\

cul |

i TR
’ I’f‘ ‘z!l:

Detector seletivo: detec¢ao por classe.
Single QMS: confirmagdo (e
coordenadas de retencio).




Desenvolvimento do método

%

Compound

FPD/P

FPD/S ECD NPD FID|TOF-MS

Dichlorvos
Mevinphos
Dimethoate
Diazinon
Chlorothalonil
Chlorpyrifos methyl
Parathion methyl
Fenchlorphos
Pyrimiphos methyl
10 Fenitrothion

11  Malathion

12  Chlorpyrifos

13 Fenthion

14 Parathion ethyl

15 4.4'-dichloro-benzophenone
16 Chiorfenvinphos

17 Fenthion ethyl

18 Procymidone

19 Captan

20 Bromophos ethyl
21 Methidathion

22 alpha-Endosulfan
23 Fenamiphos

24 Prothiophos

25 Buprofezin

26 Bupirimate

27 Ethion

28 Beta-Endosulfan

29 Carbophenothion
30 Endosulfan-sulfate
31 Propargite

32 Bifenthrin

33 lprodione

34 Dicolol

35 Azinphos methyl
36 Lambda cyhalothrin
37 Fenarimol

38 Azinphos ethyl

39 Permethrin isomer 1
40 Permethrin isomer 2
41 Coumaphos

D00 @ L

e E

oo

E R = PO MK KM KK " x

EE i

X

.

i

E i

L A A R

L - -

> - L 4

L

HHEHEHEEHEE AL IR AR LRI R AR AT AR R TR KX

Estrutura quimica
do grupo de

pesticidas define o
tipo de detector (X).

Engel et al. J. Chromatogr. A 2013 1311 140.

Y
K

N\ 7
1
Chlorpyrifos methyl (MW = 322.54)

12
fd%i
\_#/

Chlorpyrifos (MW = 350.59)

24 Qj ﬁ\/

Prothiophos (MW = 345 .25)
41
ol
LI e
[+] . . Rt]

-\

Coumaphos (MW = 362.77)

ct
Fenchlorphos (MW = 321.55)

20 o

i

Bromophos ethyl (MW = 366.0)

29

Carbophenaothion (MW = 326.74)

QMS: confirmacao
da ocorréncia

usando ions
caracteristicos.
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Detectores seletivos

Caracteristicas i ‘ FID
(a) l‘*
* Faixa linear.
+ Sensibilidade (razio sinal /ruido). 56 FPD (S)
« Seletividade (universal vs. seletivo). (b) |
— N ;
(-'——'-— W
» Anélise de uma mistura complexa : - FPD
4567
contaminada com 10 pesticidas (c) J |N
256 9 ECD

1
N M
Grob “Modern Practice of Gas Chromatography” Wiley, Hoboken.



 Detectores

* Deteccao Termoionica, Detector

Nitrogénio-Fosforo (NPD)

'
~1



tn

Detectores - NPD

, . L
Caracteristicas ,iff, Exhaust
Mﬁgglm ke T Collector
Interdilfus L Electrode .
Reacion oo ; Amplifier
. o Prel hsanq ck] QJ—\'—\ I ?/;V’fﬂ//
 Faixa linear: 10* N . % s
,; - Ceramic Bead with 7 ﬁ Output
o Heater Coil \-\\\f/ i& i
« LOQ:1pg(N)st;0,5pgP)st Tt \g“*\w —— Bead Heatr
?x & Polarizing
Jot __———g——f/ \\ @f Electrode
* Seletividade: compostos organicos (N, P). é g
/, /
b Z 3 ~ s 7 7 i MY
* Principio: producdo de ions. g ] D
_ nan. .7
7 72 2 %’ _
. . . ~ e . 4+— Air
* Principal aplicacdo: andlise ambiental, <+ Hydrogen
< Makeup
. s gas
seguranca de alimentos e petroquimica.

1

+——— CapillaryColumn

Grob “Modern Practice of Gas Chromatography” Wiley, Hoboken.



* Deteccao por Fotometria de Chama (FPD)



Detectores - FPD n

Caracteristicas
Igniter
T Optical Wind
* Faixa linear: 103 Exhaust «— G pRRER
« LOQ: 50 pg(S) s1; 2 pg(P) sl Combustor Tube —_| o : / )
7
.. A ] Light
* Seletividade: compostos organicos (S, P). 1 Pipe || PMT
v
. ) i
* Principio: emissdo de fétons.
o . ~ . _ > Hydrogen-Air Mix
 Principal aplica¢do: andlise ambiental, vl
Column

seguranca de alimentos e petroquimica.

Grob “Modern Practice of Gas Chromatography” Wiley, Hoboken.
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* Deteccao por Captura de Elétrons (ECD)



Detectores - ECD

Caracteristicas
Gas Outlet Cathode
A" /
« Faixa li - 104 0 VA V7777
aixa linear: 10 i?// % W
. LOQ: 10 fg 5. ‘1B

Radioactive
Source

.

|

*» Seletividade: compostos eletrofilicos.

* Principio: captura de elétrons.

 Principal aplica¢do: andlise ambiental,

seguranga de alimentos. /,

Gas Inlet

Grob “Modern Practice of Gas Chromatography” Wiley, Hoboken.



Detectores - ECD

Caracteristicas

Gas Outlet

Gaés de arraste e gas de make-up: N,

.
// ;f 63Nj — B (18 keV)
7 é

B+ N, —2e + N,*
Radioactive
Source
g N A+e — A
» C4todo: coleta majoritariamente elétrons.

/ Emde Similar a Lei de Beer.

Gas Inlet

Grob “Modern Practice of Gas Chromatography” Wiley, Hoboken.



Cuidado com a analise por classes

(A) FID (B) TOF/MS

Chlorpyrifos methyl (MW = 322.54) Fenchlorphos (MW = 321.55)

12 o %f—/ 20 o /,_/

Sa
cl \ / BIAQ—N\ E
Q
& T E
Chiorpyrifos (MW = 350.59) Bromophos ethyl (MW = 366.0) E
"'E
)
24 29 =
N ot o
/ '\SN s‘b /
c o cl !\’ f\o/\
HyC—
: (E) FPD/S
Prothiophos (MW = 345.25) Carbophenothion (MW = 326.74)

41

X0 :

Coumaphos (MW = 362.77)

23 24 25

'D retention time (min)

Engel et al. J. Chromatogr. A 2013 1311 140.
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 Analise direcionada / targeted



Anilise quantitativa usando MS(/MS) -

O
Técnicas de ionizacao mais comuns o /L'_NHQ
He ™ N
H/C/C\C—m
* Jonizagado por elétrons (EI). _oH, .
H.C 0
* Jonizagdo quimica (CI)
s
El CI, amoOnia
::E; : 50
i :H sl g O ol = 130 454 T

" 1 1 o . T T TT T T T T T T T TT
: : o 3 e = o i 40 11} i1} 100 120 140 160 180 200 220 240

m/z

Watson e Sparkman, Introduction to Mass Spectrometry Fourth ed.



Analise quantitativa usando MS(/MS)

Ionizacao por elétrons (EI)

R - B
Pristane T-Methyloctadecane
1007 43 | 100 - 13
2 S
183 113 g
HE 43 ' 183
113 10 eV 85 0eV
== 183
i | 2 553127101
04  — r T o " T i i | I J
= I w b 253 28a - | I 187211 pog [ | 28s
a7 5 - n3p 253
o 3% 12 141, .. 180 238553
1Z7
14 eV " 14 eV
100- =7 71 - 100- 7 P
183 71

SepSolve Analytical / Markes International



Anilise quantitativa usando MS(/MS) -

Ionizacao por elétrons (EI)

148 161
Caryophyllene 204
120 133 189
12 eV gq 109 75
ey 80 | ‘
. 3 A “I ) |‘_|:| : 1 ” ‘
I AL R
ﬂ 148 161 —
LA 120
20
106
T /
. 133 / ‘i
B £ _A_ J +» Tandem ionization

41 :

Markes International



Anilise quantitativa usando MS(/MS) -

Ionizagao por elétrons (EI)

5-

Intensity (x 10¥ counts)

w
'}

[N

— 14eV

e {4 X -

Bu;SnEt

75

80 85
Retention time (min)

+ EI @70 eV: andlise qualitativa usando bibliotecas de espectro de massa

* Soft EI: andlise quantitativa, confirmagdo de fon molecular (quando presente)



Anilise quantitativa usando MS(/MS)

Peak area (x 10* counts)

Peak area (* 10% counts)

Markes International

Bu,SnEt,
.3_
m 14eV s R2=09991
H e 70ev
3.
]
2 o
+ R<=0.9990
1- =
&
- &
G T T T 1
0 5 10 15 20
Concentration (ng/L)
C,H,,SnEt,
6 m 14eV m R==0.9987
i e T0eV
j B
44
3 o
1 + R2=09995
o
14 *
O J‘l‘ ‘-‘ ® T 1
0 5 10 15 20

Concentration (ng/L)

Peak area (» 10" counts)

Peak area (x 10% counts)

Concentration (ng/L)

Bu;SnEt
5| ® 1sev = R*=09984
e 708V
2_
.l
i + R2=0.9974
L
&
L 3
0 : : |
A . 10 15 20
Concentration (ng/L)
Bu,Sn
10
" 14eV :
e m R2=0.9981
84 e 708V
6
a4 L
+ R2=0.9996
24 L
.
0 Lex ; T ] . .
3 5 10 15 =




Analise quantitativa usando MS(/MS)

Experimentos com MS/MS (QqQ)

MS 1

lonization
t m/z analysis
141
129 |
| :
* miz —»
— Dissociation in collision cell
/_ .

Vi \\\ ~
/ L
mv/z analysis

100 114 129
miz —»

—

!

Collision
Cell

}

MS 2

MS /MS: ganho em sensibilidade e
‘sensibilidade’ (relagdo sinal /ruido)

Watson e Sparkman, Introduction to Mass Spectrometry Fourth ed.

Espectro de ions produto;

Espectro de ions precursor;

Espectro de perda neutra constante;

Espectro de reagGes multiplas.

E ]
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* Dica: sistema de injecao



Pequenos cuidados, grandes impactos

Peak area normalized

for Cg (= 100%)
f e
PP TErvid—r e . » Septum Purge
100}—— = : R e Onroolumn Carrier Gas = 3 mi/min
T s 3 +1 = 4 mi/min o
75k e — < Hot needle
'\\ e Salvent flush b
~. e Cold needle i
501 \'\ '_ \ Glass Liner
l\' HE '=:
e
n S Filled needle
il Split Vent
1 . 1 , 1 ¢ | l =15 — Closed Initially
| - e
9 12 16 20 26 32 36 40 44 Opened Later
C-Number of n-alkanes
Capillary Column
1 ml/min

Injetor split/splitless: discrimina¢do em

funcdo de forma de injecdo.

Grob “Modern Practice of Gas Chromatography” Wiley, Hoboken.



Injetor PTV

Injetor com programacao de temperatura (PTV):

Septum -—-__________
ﬂ = == Septum Purge
Carrier Gas oo i Recovery Discrimination
|__—— Heating Coil 10

Glass Wool 0.8 m
f'/ 0.6 N
B
Insert 0.4 B
| " (Vaporization Chamber) io T T _NSDII'[
Cooling Gas .
0

8 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38
Carbon number

Spilit Line

Capillary Column

Grob “Modern Practice of Gas Chromatography” Wiley, Hoboken. Chromedia
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Injetor multimodo

Injetor com programacao de temperatura:

* Sistemas multi-modo sdo compativeis com os principais
fabricantes (Thermo, Agilent, Shimadzu).
* Flexibilidade operational:

» Vaporizagdo “seletiva do solvente”: large volume

injection (LVI).

* Derivacgdo de analitos no injetor.

* Introduc¢do de amostras liquidas, viscosas e sélidas.

Grob “Modern Practice of Gas Chromatography” Wiley, Hoboken. GL Science



Injetor multimodo

I—— A - Split
P B - Splitless (Efeito solvente)

e C - 1LVI

————————————————————————————————————————————




Injetor multimodo

Aumento de sensibilidade (LVI).
Discriminacgdo de injecao
negligencidvel.

Eliminacao do efeito de memoria.
Reducdo da degradacao de
pesticidas termoldbeis.
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Muito obrigado!




