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Objetivo

Demonstrar as vantagens da
deteccao da espectrometria de
massas por APCI (APCI-MS) de oxy-
PAHs em comparacéo com a
deteccao da espectrometria de
massas por ESI (ESI-MS) com o
espectrémetro de massa de
quadrupolo unico Thermo
Scientific™ ISQ™ EM

Vantagens da aplicacao

e A APCI oferece um método de ionizacéo alternativo a ESl padrao para
compostos fracamente ionizaveis como os oxy-PAHS.

¢ Osvalores de S/N geralmente sao melhores com a APCl e menos adutos
sao formados.

Introducao

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHSs) séo poluidores ambientais
onipresentes na agua, plantas, alimentos, solos e atmosfera.1-3 Esses
compostos sao constituidos por pelo menos dois anéis aromaticos fundidos e
sao gerados por processos de combustao incompleta de origem
antropogénica e natural. Os PAHs e os seus derivados como PAHs oxigenados
(oxy-PAHSs), que também séao formados por combustao ou, em reacdes
secundarias, exibem toxicidade e carcinogenicidade severas. A nocividade
combinada com a inevitavel exposicao humana por meio de adsorcéo
cutanea, inalacdo e, mais importante, ingestao geram motivo para os inimeros
estudos ambientais e nutricionais que focam na andlise de tais compostosem
diversos materiais e na avaliacao de risco para as pessoas € a natureza.1-3

A separacao cromatografica do gas acoplada a espectrometria de massas
(MS) é uma técnica frequentemente usada na andlise do PAH. 34 Entretanto,
0s grupos funcionais polares diminuem a volatiidade dos compostos para que
0s PAHs sejam detectados com menos sensibilidade ou precisem de
derivatizacéo.’
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Técnicas alternativas com base em cromatografia liquida Experimental
de alta eficiéncia (HPLC) sdo aplicadas ou com deteccdo ~ Produtos Quimicos

Optica (UV e/ou fluorescéncia) ou com deteccéao por  Agua deionizada, resistividade de 18,2 MQecm ou
MS.4,5 Embora a ionizacdo por electrospray (ESI) superior (n° de pega N/A)

gerglmente selaa te?mca de ionizacao rI)reTenlda na e Metanol Fisher Scientific™ grau LC/MS Optima™ (n°
maiorias d\as aplicacoes dg cromatografia liquida de peca A456-212)

acoplada a espectrometria de massas (LC/MS), a

ionizacao quimica & pressao atmosférica se mostrou um * Os padrGes sintetizados de acido 2-naftdico, 2-naftol,
modo superior na andlise de oxy-PAH.4.,6 benzantrona, 1-hidroxipireno, 1,4-antraquinona e 1-

tretralona foram gentiimente cedidos pela

Esta nota de aplicacéo demonstra a capacidade do , ) i ,
Universidade Técnica de Munique (Thomas Letzel)

espectrdmetro de massa de quadrupolo Unico em realizar
a deteccao da APCI-MS de seis compostos padroes de
oxy-PAH (estruturas exibidas na figura 1) e uma Instrumentacéo

comparacéo com a deteccio da ESI-MS com o mesmo Foi utiizado para a analise um sistema de UHPLC binario
instrumento. A separagéo foi realizada com o sistema de Vanquish Flex equipado com um  espectrometro de
UHPLC binario Thermo Scientific™ Vanquish™ Flex e uma ~ Massa de quadrupolo unico ISQ EM.

coluna Thermo Scientific™ Hypersil™ Green PAHLC com
uma fase estacionaria feita sob medida especialmente
para esses tipos de analitos.

e Base do Sistema Thermo Scientific™ Vanquish™
Vanquish Horizon/Flex (n° de peca VF-S01-A-02)

e Bomba Binaria Thermo Scientific™ Vanquish™ F (n°
de peca VF-P10-A-01)

OH e Amostrador de Divisao Thermo Scientific ™
“ 2 Vanquish™ HT (n° de peca VH-A10-A-02)
o B * Compartimento de Coluna Thermo Scientific™
acido 2-naftdico 2-naftol

Vanquish™ H (n° de peca VH-C10-A-02)

OH e Detector de Comprimento de Onda Variavel
Thermo Scientific™ Vangquish™ (n° de peca V-
D40-A-01)

(o]

e Semi-Micro Célula de Fluxo de 2,5 uL, caminho
Optico 7 mm (SST) (n° de peca 6077.0360)

e Espectrémetro de massa ISQ EM (n° de peca ISQEM-
ESI-APCI)

benzantrona 1-hidroxipireno
Preparacoes dos padrdes
o As solucdes padroes dos compostos padroes foram
preparados em metanol a uma concentracéo de 1
“‘ mg/mL. Foi preparada uma solucao de trabalho para
injecao no sistema UHPLC-MS através da mistura de
i solucdes padrdes e diluicao adicional com metand,
1,4-antraquinona 1-tetralona provendo uma concentracéo final d 10 pg/mL por
analito.

~

Figura 1. Estruturas dos seis oxy-PAHSs analisados no presente
trabalho



Condicodes da cromatografia liquida Configuracdes da espectrometria de massas no

Coluna Hypersil Green PAH, 150 x 2,1 mm, 3 modo APCI e ESI
um (n° de peca 31103-152130) Parametros da Configuracao  Configuracdo
Fase mdvel A: Agua fonte da MS APCI ESI
B: Metanol Presséo do gas de impulsdo 30 psig 39,3 psig
Taxa de fluxo 0,35 mL/min Presséo do gas auxiliar 2 psig 4,4 psig
Gradiente Tempo (min) %B Press&o do gas de 0 psig 0,5 psig
varredura
0 25 Temperatura do vaporizador  350°C 200 °C
6 100 Tubo de transferéncia de 300°C 300°C
8 100 jons temperatura
-5 UA V/-2 V
g 1 o5 5uA/-5 3000 V/-2000

Corrente/tensao da fonte

Parametros do método de MS

11 25 Tipo de método Verificagio completa e verificagdes SIM
Volume do misturador 50 + 150 pL Polaridade dos ions Positiva e negativa
Temperatura 40 °C (modo de ventilacao forgado, Faixa de massa m/z 100-400
da coluna velocidade da ventoinha 5) Tempo de residéncia 01s
esgomitizs - C Tenséo da fonte OID: 10V20V
Volume de injegao Tt Processamento de dados
Detecgéo UV 254 nm, 10 Hz, tempo de resposta 0.5 () gistema de dados de cromatografia (CDS) Thermo
Scientific™ Chromeleon™ 7.2.9 foi utilizado para a
obtencéao e processamento de dados.
Resultados e discussao
No presente trabalho, foi comparado o desempenho da
deteccao por MS em modo APCI e ESI para os seis
compostos padrdes de oxy-PAH (figura 1) sob condicoes
de outra forma idénticas. A separacao foi realizada com
uma coluna dedicada que permitiu a separacao na linha
de base (resolucao >2) para os compostos de ensaio e
também para algumas impurezas visiveis no
cromatograma UV, que séo provavelmente alguns
remanescentes da sintese (figura 2).
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Figura 2. Cromatograma UV de separacao de oxy-PAH (10 ng na coluna por analito); para obter a atribuicao de picos, consultar a tabela 1.



Com o espectrémetro de massas ISQ EM, € facil alternar
de ESI para APCl em poucos minutos trocando a sonda
da fonte e girando a agulha da APCI até chegar a
posicao correta com a respectiva alavanca. Como os
mecanismos de ionizacao nos dois modos sao
explicitamente diferentes, em alguns caos os ions
formados n&o s&o 0s mesmos.

Atabela 1 mostra uma visao geral das massas
moleculares e da m/z detectada mais abundante dos
seis oxy-PAHSs sob as condi¢des aplicadas. A maicria
dos ions sao formados como ions moleculares [M+H]+
protonatados no modo positivo e ions moleculares [M-HJ-
desprotonatados no modo negativo, como é de se
esperar com a experiéncia de ESI-MS. No entanto, o 1-
hidroxipireno & detectado como ion molecular [M]+ no
modo positivo de ESl e a 1,4-antraquinonae a
benzantrona sao detectadas comoions [M]- no modo
negativo de APCI, porém nao séo detectadas no modo
negativo da ESI. O dltimo caso se deve a um fendmeno
bem conhecido chamado ionizacao negativa de captura
de elétrons, que se observa na APCI para moléculas que
carecem hidrogénio abstraivel.6 As figuras 3 a 6 mostram
0s espectros nos modos APCI e ESI para os oxy-PAHs
analisados.

O hidroxipireno € bem detectado nas duas polaridades e
modos de ionizacao, engquanto que o acido 2-naftdico, 2-
naftol e 1-tetralona podem ser detectados tanto no modo
APCI quanto no modo ESI, mas somente com uma
polaridade realizando corridas de verificacdes completas.
Com a verificacao SIM do ion [M+H]+, o naftol € ainda
detectado no modo positivo de APCI. O ion [M+H]+ de
benzantrona se forma faciimente nos dois modos de
ionizacao positiva, mas enquanto a APCI induz o ion [M]-
no modo negativo, a deteccao nao é possivel no modo
negativo de ESI. A 1,4-antraquinona fornece bons sinais
na polaridade positiva e negativa com a APCI, mas nao é
observavel em nenhuma das verificacdes completas no
modo ESI.

Somente com uma verificacéo SIM do ion [M+H]+ ele foi
detectavel na forma de um pequeno sinal e, portanto, mal
pode ser detectado sob as condicdes de ESI coma
quantidade absoluta injetada de 10 ng na coluna. Além
dos ions moleculares descritos, podem ser observadas
algumas outras espécies, provavelmente adutos, com
quantidades significativas nos espectros da ESI —no modo
negativo para o acido naftdico (m/z 365) e modo positivo
para o hidroxipireno (m/z 247 € 301) e benzantrona (m/z
253 e 285) — enquanto que no modo APCI somente um
Unico aduto foi observado para a tetralona (m/z 179).

Tabela 1. Visdo geral da retengdo de oxy-PAHs, massas moleculares e m/z mais abundante observado; t (UV): tempo de retengdo no detector UV (vide figura 2),
MW: peso molecular, +/-: modo positivo/negativo, n.d.: ndo detectado. m/z em parénteses é pouco detectavel a partir de verificagdes completas, mas
detectdveis em verificagdes SIM, os campos preenchidos em azul indicam os melhores resultados de detecgdo por MS para cada co mposto (consultar também a

figura 4).
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Figura 3. Espectros de fundo de massas subtraidas para os compostos de oxy-PAH analisados na APCIl e ESI nos modos positivo (+) e
negativo (-); os ions m/z mais abundantes estdo marcados; os espectros de fundo foram obtidos a partir de areas de branco préximas aos
picos correspondentes.
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Figura 4. Espectros de fundo de massas subtraidas para 1,4-antraquinona na APCI e ESI nos modos positivo (+) e negativo (-);
os ions m/zmais abundantes estdo marcados; os espectros de fundo foram obtidos a partir de areas de branco préximas aos picos

correspondentes.
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Figura 5. Espectros de fundo de massas subtraidas para 1-hidroxipireno na APCI e ESI nos modos positivo (+) e negativo (-);
os ions m/zmais abundantes estao marcados; os espectros de fundo foram obtidos a partir de areas de branco préximas aos picos
correspondentes.
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Figura 6. Espectros de fundo de massas subtraidas para benzantrona na APCI e ESI nos modos positivo (+) e negativo (-);
os ions m/zmais abundantes estado marcados; os espectros de fundo foram obtidos a partir de areas de branco préximas aos picos
correspondentes.

Uma comparacao das areas de pico na MS e as relacdes

sinal-ruido (S/N) do m/z mais abundante € mostrada na

figura 7. Observando a parte C e D da figura 7 fica claro
que a ESI na polaridade negativa exibe alguns beneficios
em relacao a APCl em termos de sensibilidade. As areas
de picos para os trés compostos detectados na ESlI em

modo negativo sdo maiores do que na APCl em modo
negativo. Entretanto, o S/N € somente maior em dois dos
trés componentes e com a APCI dois outros analitos

foram detectados em modo negativo.

As partes A e B da mesma figura exibem umaampla

vantagem da APCl em modo positivo. As respostas de

sinais sao semelhantes ou maiores do que com a ES|,
mas 0 S/N é melhor para todos os compostos detectados
na APCI. Em suma, a APCI é uma melhor opcao em
relacdo ao modo ESI padrao para esses tipos de andlises.
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Figura 7. Comparacéao das areas de picos por MS na APCI e ESI nos modos positivo (+) € negativo ()
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Conclusoes

Embora o modo ESI padrao tenha apresentado
sensibilidade de deteccao maior para alguns analitos
na polaridade negativa, o modo APCI € uma melhor
opcao para modo MS na aplicacao atual pelos
seguintes fatores:

e Todos os seis oxy-PAHs foram facimente
detectados no modo APCI, enguanto que no modo
ESI um composto mal pdde ser detectado com
S/N=12,

¢ As moléculas com auséncia de hidrogénio acido, que
nao eram ionizaveis pela ESI em modo negativo,
podiam ser ionizadas através da captura de elétrons
na APCl em modo negativo.

e Osvalores de S/N foram melhores com a APCI para
a maioria dos analitos.

® Menos adutos formados no modo APCI.

Saiba mais em thermofisher.com/ISQEM

Referéncias

1.

Lundstedt, S. et al., Primeiro estudo de comparacdo
cruzadadaandlise de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos oxigenados (oxy-PAHs) e compostos aromaticos
policiclicos heterociclicos nitrogenados (N-PACs) em solos
contaminados. Trends Anal. Chem.2014,57,83-92.

.Singh, L., Agarwal, T., Hidrocarbonetos policiclicos

aromdticos na dieta: Respeito pela saude publica. Trends
Food Sci. Technol.2018, 79,160-170.

.Walgraeve, C.etal., Desenvolvimento de um método

analitico para determinar oxy-PAHs e PAHs emfolhas de
Taxus baccata, Anal. Bioanal. Chem. 2017,409,335-347.

. Cochran, R.E., Smoliakova, I.P., Kubatova, A., Deteccdo de

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos oxigenados e
nitrogenados usando es pectrometria de massas dealta
resolugdaocomionizagdoquimica a pressdo atmosfera
Int. J. Mass Spectrom.2016,397-398, 6-17.

. Kumar, S., Negi, S., Maiti, P., Técnicas bioldgicas e

analiticas usadas para a detec¢dode hidrocarbonetos
poliaromaticos. Environ. Sci. Pollut. Res. 2017, 24,
25810-25827.

. Grosse, S., Letzel, T., Cromatografia liquida/

espectrometria de massas comionizagdo a pressao
atmosféricacom mistura deliquidos pds-coluna para obter
uma determinagdo eficiente de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos parcialmente oxidados.

J. Chrom. A 2007,1139,75-83.

ThermoFisher
SCIENTIFIC

©2018 Thermo Fisher Scientific Inc. Todos os direitos reservados. Todas as marcas registradas sdo de propriedade da
Thermo Fisher Scientific e suas subsididrias. Esta informagdo é apresentada como um exemplo das capacidades dos
produtos da Thermo Fisher Scientific. Ndo foi elaborado para incentivar o uso desses produtos de alguma forma que
possa infringir os direitos de propriedade intelectual de terceiros. EspecificagBes, prazos e pregos estdo sujeitos a
alteragGes. Nem todos os produtos estdo disponiveis em todos os paises. Consulte seus representantes de vendas

locais para obter detalhes. AN90620-PT-BR0421M



