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Fast Capillary GC - How Far Can We Go ?

Pat Sandra
Laboratory of Organic Chemistry, University of Gent, Krijgslaan 281 S4, B-9000 Gent, Belgium

Since the introduction of gas chromatography in 1952, there has been an ongoing interest in improving
analysis speed. Increasing analysis speed in capillary GC in first instance is dictated by the problem at hand,
the primary objective being the complete separation of the compounds in a mixture. In a large number of
cases, the plate number of a capillary column is too high for a given separation problem and the resolution
may be impaired. Typical ways to shorten the analysis time in this case are: decreasing the column length or
increasing the carrier gas flow rate far above the optimum. Recent alternatives include the use of
multichannel columns or multicapillaries and flash GC.,

Increasing analysis speed for complex profiles without impairing resolution can only be realised by reduction
of the internal diameter and the length of the capillary column. A 10 m x 0.1 mm i.d. column offers the same
resolution as a 25 m x 0.25 mm i.d. column. Because the column is 2.5 times shorter, the analysis time is
reduced drastically. Moreover, since the optimum carrier gas velocity is higher and the Hu curves are flatter
for narrow bore columns, higher average carrier gas velocities can be used without loss of resolution.

The different alternatives for high speed or fast capillary GC, have been discussed in depth in the recent
litertarure, but in my opinion, most interesting to report is that recent developments in conventional GC
instrumentation meet the requirements to apply capillary columns with internal diameters in the order of 100
ym for routine operation.

This is illustrated with the analysis of a diesel sample with baseline separation of the biomarkers pristane and
phytane from the preceeding normal hydrocarbons on a standard Hewlett-Packard 6890 (Figure 1). An oven
insert (pillow), which is commercially available now, was placed in the oven, reducing its size by 50%. The
insert is placed on the front side (door side), so the back inlet and detector are used. The diesel sample was
diluted 10 times in cyclohexane and 1 pL was injected in the split mode (1/100 split ratio). The column was a
10 m x 0.1 mm i.d. x 0.1 pm HP-1. The oven was programmed from 100°C to 325°C at 75°C/min and hold
for 1 min (4 min program). FID detection with a signal data acquisition rate of 100 Hz was used.

Another obstacle for the use of narrow bore columns is method development and validation. Using narrow
bore columns, different operational conditions (inlet pressure, split ratio, temperature program) have to be
used. Since little information is yet available on the use of fast capillary GC, the transfer of standard validated
operating procedures developed for conventional capillary columns into operating procedures for narrow bore
columns might be difficult and definitely hamper their use in a routine environment. In this respect, the
development of method translation software by Leon Blumberg and Matthew Klee at Hewlett-Packard, Little
Falls, USA, is very helpful for translating a standard operating procedure for a conventional column
(whatever its dimensions and stationary phase film thickness) to an operating procedure for a narrow bore

column (coated with the same stationary phase).
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Figure 1. Separation of diesel in 2.5 min on standard GC instrumentation

After performing the analyses on the standard column, the optimized conditions are introduced in the method
translation program and all operational conditions for the new column are calculated in order to obtain the
same resolution. The gain in analysis time is also predicted. The method translation software is available free
of charge from the Hewlett-Packard website. The principle is illustrated with the analysis of an essential oil.
Quality control of essential oil samples is routinely done on a 50 to 60 m x 0.25 mm i.d. column using a slow
(2 °C/min) temperature program, which results in analysis times in the order of 2 to 3 hours. The same peak
capacity can be obtained on shorter narrow bore capillary columns, but, although analysis times can be
reduced drastically, quality control labs hesitate to use this approach because changing the column
dimensions implies different operational conditions which results in different selectivities. Details of well-
known fingerprints can be lost. The application of the method translation software allows the translation from
conventional to narrow bore columns with hardly any change in resolution, selectivity and thus fingerprint.
This is illustrated with the analysis of nutmeg and oil.

The analysis of was first performed on a "standard” column used for detailed essential oil profiling (60 m x
0.25 mmi.d. x 1 um HP-1, B= 63, theoretical plate number = 240,000). The operational conditions optimised
for routine QC were applied. Secondly, the analyses were repeated on a 20 m x 0.1 mm i.d. x 0.4 pm HP-1,
B= 63 (theoretical plate number = 200000). The operational conditions for the narrow bore column were
calculated by using the method translation software. The most important operational conditions are
summarized in Table 1. From the method translation software program, a speed gain factor of 5.9 is
predicted. Note that the carrier gas in the analyses are helium and hydrogen for the 250 pm i.d. and the 100
pm i.d. columns, respectively.

The chromatograms obtained on the respective columns are compared in Figure 2 top (Nutmeg oil, standard
column) and 2 bottom (Nutmeg oil, narrow bore column). From these chromatograms, it is obvious that the
resolution is exactly the same on both columns, The analysis on the narrow bore column is much faster. From
the last eluting peak, a speed gain factor of 5.7 is measured, which is close to the predicted speed gain of 5.9.
Since for the calculation, the nominal column lengths were used, it might be expected that the correlation can

even be better if actual column lengths are measured and used in the method translation software.

Table 1 : Experimental conditions for essential oil analysis on a conventional and on a narrow bore

column.
Column 60mx 025 mmid. x 1 um HP-1 | 20 m x 0.1 mm i.d. x 0.4 pm HP-1
Injection split, 1 puL, 1/50 split ratio, 250°C | split, 1 uL, 1/500 split ratio, 250°C
Carrier Type helium hydrogen
Carrier Pressure 209 kPa, constant pressure 411 kPa, constant pressure
Carrier Flow 1.74 mL/min at 50°C 0.87 mL/min at 50°C
Velocity 29.5 cm/s (average at 50°C) 58 cm/s (average at 50°C)
Hold-up time 3.39 min 0.57 min
Oven Program 50°C - 2°C/min - 275°C - 40 min. | 50°C - 11.88°C/min - 275°C - 7 min.
Detection FID FID
Signal Data Rate 10 Hz 50 Hz
Analysis Time 152.5 min 25.94 min

The conditions in italic for the narrow bore column have been calculated by the method translation software.
The standard operating conditions (SOP) on the conventional column apply broader conditions than needed
for the two essential oils analysed in this contribution,

New developments in GC instrumentation, including electronic pneumatic control of the column head
pressure and of the split flow, fast and reproducible oven heating and faster electronics, offer new
possibilities for the implementation of narrow bore columns (100 um i.d.) in routine quality control. Using
the method translation software, an existing operating procedure for a standard capillary column can be
translated into an operating procedure for a narrow bore column, resulting in a faster analysis with the same
resolution. Both qualitative and quantitative data remain unaffected.

The other approaches for fast GC are always accompanied with loss in resolution. For simple mixtures e.g. in

process control, they can be applied.
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Figure 2. Analyses of Nutmeg oil on a 60 m x 0.25 mm i.d. x 1 um HP-1 column (top),
andona20mx 0.1 mm i.d. x 0.4 um HP-1 column (bottom).

Chiral Selective Capillary Electrophoresis

Zoltan Juvanez', L. Jicsinszky?, R. Ivanyi’

WITUKI Plc., Institute for Water Quality Control, H-1095, Budapest Kvassay ut. 1, Hungary,
waterquality @ vituki.hu (ZJ)

2Cyclolab R&D. Ltd., H-1117, Dombovari ut 5-7., Budapest, Hungary

Members of enantiomer pairs, in spite of their very similar structures, can show rather different biological
activity [1]. The possible different actions of drug and agrochemical enantiomers forced authorities to
introduce the requirement of enantiomer pure products and their chiral selective analysis.

GC, HPLC and SFC chromatographic methods have been successfully applied for a large number of chiral
separations, however, capillary electrophoresis (CE) is the most dynamically developing branch of the chiral
analysis [2]. Basically the CE is not a chromatographic method, but its chiral analysis applications include
chromatographic processes too. Two enantiomers have to show a different partition toward the chiral
selectors and mobility difference between the free and the associated states for their separations. Macrocyclic
antibiotics, crown ethers, proteins, linear saccharides, chiral surfactants have been used as chiral selectors, but
the cyclodextrins and their derivatives are the most frequently used chiral selectors in CE.

Separations can be improved with oppositely charged separation agents and analytes because their
electrophoretic migration have opposite increments [3]. Another great advantage of charged chiral selectors:
they can separate not only charged enantiomers but also neutral ones. Neutral chiral selectors can only
separate charged enantiomers. On the other hand, a high concentration of charged selectors produces high
electric current resulting in low efficiency.

Applications of several neutral (native, alkyl, hydroxyalkyl), negatively (carboxyl, phosphate), and positively
(amine) charged cyclodextrins as chiral selectors are demonstrated [4-6]. The resolution of enantiomers
depends on the types and concentration of cyclodextrin selectors. A minute different in the substitution
pattern of cyclodextrins can cause drastic selectivity shift. The cyclodextrin are multimodal selectors, thus
one selector can have a broad chiral recognition range. The chiral selectivity spectrum of derivatized
cyclodextrins can broaden further using randomly derivatized products instead of uniform molecules. The
composition of background buffers, mostly its pH value has also great influence of separations. A good chiral
separation also requests the optimization of other parameters (e.g. ionic strength, viscosity, and organic
additives).

Separation of several drugs and agrochemicals prove the usefulness of the CE in chiral analysis. The CE is
not only good for the chiral separation of main compounds, but for the separation of the main compound from
their by-products and impurities.

Guidelines for development of a chiral selective CE are presented. These advises include systematic

approaches as well some practical tricks, including the compensation of wall effect.



References

[1 S. Batra,. M. A. Seth, P. Bhaduri, in Chirality and future drug design, Progress Drug Research, E.
Jucker, Eds., 41, p. 191 (1994).

[2] B. Chankvetadze, Capillary Electrophoresis in Chiral Analysis, John Wiley & Sons, (1997).

(3] S.A.C. Wren , J. Rowe, J. Chromatogr., 603, 235 (1992).

(4] Z. Juvancz, L. Jicsinszky, K.E. Markides, J. Microcol.Sep., 9, 581 (1997).

[5] Z. Juvancz, K.E. Markides, L. Jicsinszky, Electrophoresis 18, 1002, (1997).

[6] R. Ivanyi. L. Jicsinszky, Z. Juvancz, Chromatographia (submitted).

Andlise de Farmacos em Meios Biologicos por HPLC

José A. Guimardes Morais
Faculdade de Farmdcia da Universidade de Lisboa, Av das Forgas Armadas, 1649-019 Lisboa

Objectivos da determinagdo quantitativa de firmacos em meios biol6gicos

Nas dltimas duas a trés décadas, o reconhecimento da farmacocinética como ramo das Ciéncias
FarmacolGgicas capaz de fornecer um corpo de conhecimentos tedricos e experimentais para a descrigao,
interpretagiio mecanistica e previsio dos processos de Absor¢do, Distribuigdo, Metabolismo e Excregido
(ADME) de xenobidticos, proporcionou a motivagdo para o desenvolvimento e aperfeigoamento de
metodologias de andlise de firmacos em meios biolégicos. Por outro lado, a determinagio das concentragdes
de fdrmacos no plasma/soro sanguineo ou outro meio bioldgico, fornece os dados sem os quais ndo seria
possivel a caracterizagdo cinética de novos fdrmacos, a monitorizagio terapéutica de nfveis sanguineos para
farmacos de utilizacdo critica e as determina¢des da biodisponibilidade para o estabelecimento da
bioequivaléncia entre medicamentos contendo a mesma substincia activa. O desenvolvimento simultineo e
interactivo da metodologia analitica e da farmacocinética caracterizam assim o desenvolvimento de uma larga
drea das Ciéncias Farmacol6gicas nesta udltima metade do nosso século. Embora outras metodologias
analiticas tenham sido ou sejam ainda utilizadas, foi sem diivida a HPLC a que mais decisivamente contribuiu

para este avancgo.

Dificuldades no desenvolvimento do método .

As caracteristicas do analito e da matriz (firmaco e meio biolégico) determinam a particular dificuldade
encontrada pelos analistas no desenvolvimento de métodos. Uma das razdes do éxito da HPLC nesta
aplicagdo em particular, resulta do facto de os formacos serem em geral substancias polares e/ou ionizdveis e
portanto dificilmente analisdveis por cromatografia em fase gasosa que precedeu de algumas décadas a
HPLC.

A complexidade da matriz analitica resulta da presenga de substincias endGgenas de natureza peptidica ou
proteica, glucidica e lipidica e ainda de metabolitos diversos, cofactores, etc., de natureza quimica
extremamente diversa e propriedades fisico-quimicas muitas vezes compardveis as dos fdrmacos, o que faz
com que a possibilidade da interferéncia seja muito elevada. O uso de extensos processos de preparagdo da
amostra a fim de minimizar interferéncias e contaminagdo das colunas é indispensdvel, sendo utilizados
métodos de desproteinizagdo, extracgdo liquido-liquido ou sélido-liquido, precipitagdo e deslipidificac@o.

O uso de colunas de fase reversa minimiza a interferéncia de substincias muito polares, uma vez que a sua
retengdo € muito baixa e praticamente igual ao volume morto da coluna.

Outra dificuldade neste campo de andlise relaciona-se com a existéncia de metabolitos ou produtos de
degradagdo dos préprios firmacos em andlise ou de outros administrados concomitantemente com
comportamento cromatogréfico semelhante.

Aqui, a elevada selectividade possibilitada pelo uso de colunas de alta resolug@o e de solventes de diferente

polaridade e selectividade oferece um grande nimero de possibilidades a disposi¢do do analista.
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As baixas concentragdes em que os firmacos se encontram constituem um outro desafio que encontra
resposta no uso de detectores de elevada sensibilidade como os fluorimétricos, electroquimicos e até de
absorgdo espectrofotométrica no UV. O uso de técnicas diferenciadas como HPLC/MS ou HPLC/MS/MS
oferece novo campo de possibilidades.

Outros problemas cuja solugiio encontra resposta mais ou menos dificil de alcangar com HPLC sio a
variabilidade intrinseca do processo de recolha, preparagfo e processamento final das amostras, a estabilidade

do analito na matriz e a reduc@o dos tempos de anélise.

Validagéo de métodos

A aplicagio farmacocinética dos métodos de determinacfio de concentragdes de fdrmacos em matrizes
biol6gicas na investigagdo e desenvolvimento quer de novos fdrmacos, quer de novos sistemas terapéuticos e
formas farmacéuticas, implicam a necessidade da demonstragio da fiabilidade dos métodos utilizados. Em
particular as exigéncias regulamentares relacionadas com os procedimentos da avaliagio da eficicia,
segurancga e qualidade de novos medicamentos determinam a necessidade da validagdo estrita dos métodos de
andlise. As normas de orientagdo (guide lines) para a validagdo analitica (1,2) utilizadas nos métodos de
controlo de qualidade constituem apenas o pano de fundo para a validagiio dos métodos bioanaliticos. Elas
ndo sdo suficientemente especificas para poderem ser lteis neste domfnio. Elas indicam no entanto quais as
caracteristicas do método a determinar: especificidade/selectividade; rigor/exactiddo/recuperagio absoluta ou
relativa; precisdo: repetibilidade, precisdo intermédia e robustez; linearidade ou outra forma da fungio de
resposta e seu intervalo  de aplicagdo; sensibilidade/limite de deteccdo/limite de quantificagdo.

E notéria a auséncia de uma norma de orientagdo especifica neste dominio, embora os resultados de uma
conferéncia sejam consensualmente utilizados na validagdo de métodos bioanaliticos, 0s quais serdo

extensamente referidos.

Exemplos
Serdo apresentados exemplos de desenvolvimento e validagdo de métodos para diversos firmacos: fenitofna,

fluoxetina, cisapride, ciprofloxacina, paclitaxel, doxorrubicina e doxorrubicinol.

Referéncias
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Enantioselective Capillary-GC and/ or GC-IRMS in Food Analysis

A. Mosandl, S. Asche, D. Bartschat, T. Beck, U. Hener, D. Juchelka, V. Karl, A. Kaunzinger, D. Lehmann,

K. Schumacher
Institut fiir Lebensmittelchemie, Johann Wolfgang Goethe-Universitit,
Marie-Curie-Str. 9, D-60439 Frankfurt am Main

The acceptance of foods strongly depends on their flavour and aroma impressions. Consequently,
authentication of genuine flavours and spices is an important topic regarding to consumer protection and
quality assurance in food production. '

Both phenomena, enantioselectivity as well as isofope discrimination during biosynthesis, may serve as
endogenetic parameters in the authenticity control of natural flavour and fragance compounds, provided that
suitable methods and comprehensive data from authentic sources are available. Besides site specific natural
isotope fractionation, measured by NMR-spectroscopy (SNIF-NMR), enantioselective capillary gas
chromatography (enantio-cGC) and comparative isotope ratio mass spectrometry (IRMS), have proved to be
highly efficient tools in the origin specific analysis.

Nevertheless, analytical authentication of genuine food constituents is a permanent challenge, due to the
complexity of food matrices. So far, online coupling techniques are the methods of choice in order to
determine the authenticity of flavours, spices or alcoholic beverages.

This report is focused to the development and application of the following methods:

A. Enantioselective Analysis

- enantio-GC/MS

- enantio-MDGC/MS

- headspace solid phase micro extraction (SPME)/ enantio-MDGC/MS

B. Isotope Ratio Mass Spectrometry (IRMS)
- (enantio) GC-IRMS
- (enantio) MDGC-IRMS
- headspace GC-IRMS
- Maultielement analysis GC-IRMS
3¢, 80, 24
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Anélise de Micropoluentes Organicos em Aguas

Vitor Cardoso ) ;
Empresa Portuguesa das Aguas Livres, SA, Rua do Alviela 12, 1170 Lisboa

Durante esta dltima década o aumento do conhecimento relativo & contaminagio da dgua por substéncias
orgdnicas levou ao alargamento do niimero de compostos em estudo. Mais de 2000 contaminantes quimicos
de todos os tipos foram encontrados na dgua e cerca de 750 foram identificados na dgua de consumo. Destes,
mais de 600 eram substincias orgnicas, incluindo muitas que sdo farmacologicamente activas, algumas sdo
reconhecidas como cancerigenas ou promotores cancerigenos, e outras mostraram ser mutagénicas. Existe
uma razdo para acreditar que estas 600 substincias representam apenas uma pequena frac¢io da matéria
orgénica total presente na dgua de consumo. A maior parte da frac¢@o orgénica ndo caracterizada consiste em
substincias ndo-voldteis, cuja determinagio representa um desafio analftico considerdvel.

Nestes iltimos anos tém-se criado normas que regulamentam os limites de compostos orginicos numa dgua
para beber. Estas regulamentagbes surgem como consequéncia do conhecimento da presenga e origem destes
compostos na dgua, assim como, das investigagdes epidemioldgicas e toxicolégicas que confirmam o seu
potencial risco para a saide piiblica. A protecgiio da saide piblica por um lado, e o cumprimento da
legislagdo por outro, obrigam a que as entidades distribuidoras de dgua para consumo humano, desenvolvam
métodos analiticos capazes de quantificar estas substincias. Antes da implementagio de um método analitico
em rotina é exigida a sua validagfio. A validagdo de um método de ensaio deverd abranger o estudo de um
nimero minimo de parimetros, como a gama de trabalho/linearidade, os limiares analiticos, a sensibilidade, a
precisdo e a exactiddo do método.

O controlo de qualidade em anélises de dgua é normalmente considerado uma prioridade em muitos paises.
S6 resultados analiticos exactos permitem conclusdes vélidas sobre a qualidade de diferentes tipos de dgua e
os riscos relacionados com o consumo humano. A garantia de qualidade em andlises de dgua é, por
conseguinte, uma grande preocupagéo para a avaliagdo do estado do meio ambiente ou da qualidade da dgua
potdvel. Para se atingir este objectivo € necessério garantir ndo sé uma boa reprodutibilidade do método de
ensaio, como uma boa exactiddo. Esta avaliagio do desempenho de cada laboratério de ensaio pode ser
efectuada através da participagdo em ensaios interlaboratoriais ou através do uso de materiais de referéncia
certificados. Os ensaios interlaboratoriais podem ser conduzidos com diversos objectivos: identificar fontes
eventuais de erros nas técnicas analiticas, medir a qualidade de um laboratério, e melhorar a qualidade de um
laboratério através de um trabalho conjunto, num processo de aprendizagem mitua.

Em Portugal, toda a entidade distribuidora de dgua tem que estar em conformidade com o DL236/98 de 1 de
Agosto, o qual, define os critérios de qualidade da dgua consoante a sua origem, classifica os pardmetros de
qualidade dos virios tipos de dguas (G1, G2 e G3) segundo a frequéncia de amostragem e andlise, define a
frequéncia minima de amostragem para cada tipo de dgua, define para cada pardmetro quais os método(s)
analitico(s) de referéncia, e ainda os valores mdximos recomenddveis (VMR) e os valores maximos

admissiveis (VMA). Dada a importincia para a saide humana da 4gua destinada ao consumo humano, a

13



nivel comunitdrio existem também normas de qualidade essenciais (Directiva 80/778/CEE) que devem ser
respeitadas por todas as dguas destinadas a esse fim. Deste modo, cada laboratério deve nio s6 estar em
conformidade com o DL236/98 como criar condigdes a nivel laboratorial para cumprir as directivas

comunitdrias.
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Electroforese Capilar na Analise de Compostos Fendlicos

L. Vilas Boas'?, M. Rosdrio Bronze™”

! Instituto Superior Técnico, Av. Rovisco Pais, 1049-001 Lisboa

2 Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica, Apartado 127, 2784-505 Oeiras
3 Faculdade de Farmdcia de Lisboa, Av. das Forgas Armadas, 1649-019 Lisboa

INTRODUCGAO

A Electroforese Capilar tem sido ¢ uma técnica de andlise separativa que tem sido considerada como
alternativa 3 cromatografia liquida de alta eficéncia o que é de certo modo vélido para amostras que néo
tenham um ndmero muito grande de componentes. Para amostras muito complexas, pode afirmar-se que a
informacio obtida pelas duas técnicas pode ser considerada complementar até porque os mecanismos de
separagio em que se fundamentam t&m naturezas diferentes.

Comparando a instrumentagao utilizada, facilmente se pode concluir que a electroforese capilar ¢ mais
simples pois as bombas utilizadas nos cromatégrafos de fase liquida sio mais complicadas (e mais caras) do
que as fontes de alta tensdo utilizadas em electroforese capilar. Por outro lado, os sistemas de injecgio de
amostras sdo mais simples e facilmente controldveis nos cromatégrafos.

Finalmente, deve atender-se a que devido as reduzidas dimensdes do didmetro interno do capilar, a
sensibilidade de alguns métedos de detecg@o é menor na electroforese capilar o que continua a langar desafios
aos construtores de instrumentagdo analitica.

Os compostos fenélicos correspondem a uma familia muito numerosa de compostos ¢ além de poderem
apresentar uma enorme variedade de estruturas sio bastante instdveis quimicamente pois podem estar
envolvidos em reaccdes dcido-base, oxidagio-redugio, complexagdo com ides metdlicos, oligomerizagio e
esterificagdes.

Estes compostos ocorrem muito frequentemente na natureza e, em especial, nas plantas onde podem actuar
como componentes estruturais, funcionais e de protec¢do. Em produtos alimentares, podem ser responsdveis
por sabores ¢ cores caracteristicas e recentemente tem havido bastante divulgagio dos efeitos benéficos para a
satide de certos produtos como por exemplo o chd e o vinho tinto em que os compostos fendlicos parecem
desempenhar um papel muito significativo.

A clectroforese capilar (EC) tem sido utilizada na andlise de compostos fenélicos e nesta comunicagio além
de se fazer uma revisdo de alguns desses estudos pretende dar-se um exemplo de aplicagdo na andlise de

compostos fendlicos da cortiga.

EXPERIMENTAL
As amostras foram analisados por electroforese capilar (Lauerlabs, Prince) com detecgio UV a 254 nm. A

separagdo, em solugdo tampdo 10 mM de borato a pH=9.2, ocorreu a 35°C, a potencial de 25 kV.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A fim de se fazer uma comparagiio dos diferentes amostras, apresentam-se na figura os perfis electroforéticos
obtidos nas andlises de extractos de madeira de carvalho nacional (Quercus pirenaica) cortiga de sobreiro

(Quercus suber) e de uma aguardente envelhecida em madeira de carvalho.

10000

30000
o)
o) 19)
ko) 2 Q
o) o 0 O
v 3 © Z
20000 + 0 oo o} T
£ 05 e} ()
Q. D 0 o)
oio? P iS)
= R
:
4

T
= rnsnon.
“,
RN AAR ot 0.
;

tempo (min)

Figura — Perfis electroforéticos de: A extracto de cortica; B — extracto de madeira de carvalho
sujeita a queima forte; C aguardente envelhecida em carvalho

A comparagdo destes perfis permite evidenciar as semelhangas de composi¢do entre a aguardente ¢ 0s
compostos extractdveis existentes na madeira de carvalho. Por outro lado, também se podem apontar algumas
semelhangas entre os compostos fenélicos existentes na madeira e 0s da cortiga.

Neste trabalho, também se analisaram amostras de dguas de cozedura de cortiga obtidas em ensaios
industriais, tendo em vista o estudo da composigdo quimica destas dguas bem como a possivel existéncia
destes compostos nas rolhas produzidas.

Os resultados obtidos confirmam a aplicabilidade da técnica de Electroforese Capilar na andlise deste tipo de

amostras.
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Analise de Aminodcidos: Tudo feito ou tudo por fazer?

H.J. Chaves das Neves., Departamento de Quimica, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova
de Lisboa, 2825-114 Monte da Caparica, Portugal

A importéncia biolégica dos aminoécidos tem sido um motor para um interesse continuo na investigagao de
métodos analiticos para sua separagdo e quantificagio em matrizes complexas, com objectivos clinicos,
farmacéuticos, alimentares, bioquimicos, etc.. O cardcter zwetteribnico dos aminodcidos, tornando-os
compostos polares e ndo voldteis, a variada natureza quimica da cadeia lateral ¢ a geral auséncia de
croméforos de elevada absortividade, constituem um conjunto de obsticulos que tornam a aplicagio de
métodos cromatogrificos um desafio, sob ambos os pontos de vista de separagdo e detectabilidade. Tais
dificuldades reflectem-se claramente na existéncia de mais de cerca de 5.000 publicagdes desde 1980 até aos
dias de hoje.

As duas grandes dreas de investigacfio cobrem a cromatografia gis-liquido de alta resolugdo (HRGC) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). No primeiro caso, as metodologias buscam a preparagéo de
derivados voldteis de qualidades cromatogréficas adequadas a separagdo, quantificagio e detecgdo. No
segundo caso, onde o niimero de varidveis cromatograficas & mais largo, as técnicas mais usuais fixam-se
primeiro no tipo de coluna (trocadores i6nicos ou fases reversas). Embora os trocadores iénicos sejam um
tipo de fase estaciondria que favorece a separagdo dos aminoédcidos ndo derivatizados, necessitam de
cuidadoso controlo de pH em modificagfo continua para a elui¢@o de todos os aminodcidos em uma corrida,
de acordo com o cardcter catiénico do grupo amino terminal. Para além disto, tais colunas sdo susceptiveis a
gradientes de pressdo devido a expansdo contracgio do copolimero, e requerem tempos de equilibrio elevados
antes da andlise. A detectabilidade dos aminodcidos é aqui a questdo de fundo, requerendo a preparagio de
derivados activos. Os métodos em fase reversa, requerem a preparagio a cabega de derivados adequados as
condigdes do conjunto coluna - fase mével e igualmente capazes de serem detectados com sensibilidade
adequada. Qualquer dos métodos existentes para superar estas dificuldades traz consigo dificuldades na
recuperagdo quantitativa, exige métodos de derivatizagdo gerais, reprodutiveis e quantitativos, riscos de
introdug#io de materiais estranhos, na coluna levando a sua deterioragdo.

Acresce ainda o quase nunca falado problema do isolamento da fracgdo aminodcido a partir da matriz
analitica.

A presente comunicagdo procurard trazer uma contribuigdo critica comparativa dos métodos mais populares,
introduzir novos conceitos cromatograficos ¢ levantar a extraordindria importéncia dos fenémenos envolvidos

na preparacio da amostra.

17



LC-MS no Limiar do Novo Milénio

Maria Helena Floréncio
Departamento de Quimica e Bioquimica, Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa, Campo Grande
1749-016 Lisboa

LC-MS, cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massa, € uma técnica hifenada por exceléncia
para andlise de compostos polares e/ou térmicamente instdveis, que combina o poder separador da
cromatografia liquida com o poder de identificaggo, sensibilidade e selectividade, da espectrometria de massa.
Quando da sua introdugfio na década de 70, suscitou grande interesse e despertou enormes expectativas, mas
as dificuldades inerentes a este tipo de acoplamento fizeram com que muitos investigadores tivessem
desacreditado da sua implementagdo, do que resultou um certo atraso no seu desenvolvimento. Estas
dificuldades foram alids bem expressas por Patrick Arpino num artigo sob a designagdio ‘“‘convite para um
casamento” publicado em 1982 na revista Trends in Analytical Chemistry, no qual uma figura representando
o “namoro” entre um pdssaro e um peixe ilustrava a incompatibilidade aparente da juncfo fase liquida - fase
gasosa. O desenvolvimento da técnica de LC-MS prosseguiu no entanto ¢ embora este desenvolvimento nio
tenha ocorrido no sentido de obtengdo de uma interface universal, como foi o caso em GC-MS, vérias
interfaces foram surgindo, capazes de dar resposta com rapidez e eficiéncia a problemas analiticos complexos
nas mais variadas dreas.

Cada uma das interfaces comercialmente disponiveis tem as suas vantagens e desvantagens, podendo cada
uma delas ser particularmente adequada para um determinado tipo de compostos. A denominada infrodugdo
liguida directa, DLI, ¢ a correia de transporte, ‘moving belt’, foram das primeiras interfaces desenvolvidas,
mas problemas intrinsecos & sua constitui¢do fizeram com que tivessemn uma aplicagio limitada e tivessem
sido usadas num ndmero restrito de laboratérios. O desenvolvimento da técnica de termospray, veio
modificar drasticamente esta situagfo, levando ao reconhecimento das potencialidades de LC-MS e a uma
aceitag@o mais generalizada desta técnica. Com o advento de novas interfaces como a de feixe de particulas,
‘particle beam’, FAB de fluxo continuo, CFFAB, ou Frit FAB e posteriormente  electrospray, LC-MS
passou a ser usada como técnica de rotina. Qutros desenvolvimentos surgiram, tais como o spray de ides,
‘ion spray’, também designado por electrospray assistido por nebulisagéo, em que se usa um gds auxiliar de
dessolvatagdo, o qual também € usado com a finalidade de impedir a formag@o de ‘clusters’ de ides.

E também importante no contexto de LC-MS a ionizacdo & pressdo atmosférica, APCI, que se pode
considerar uma precursora das técnicas de electrospray e ionspray. APCI é uma técnica mais energética que
electrospray e embora seja igualmente eficiente para ionizagio de pequenas moléculas polares, ndo se revela
adequada para andlise de biomoléculas uma vez que dd origem & decomposigdo das mesmas.

Pode considerar-se que LC-MS, usada presentemente como técnica de rotina nos mais variados laboratérios e
com virtudes amplamente reconhecidas, é uma técnica que atingiu ji a maturidade no limiar do novo
milénio. E se ndo conseguiu ainda a aceita¢fo universal obtida pela sua congénere GC-MS, ¢ de prever que
muito em breve o atinja, tendo em conta a evolugfo tecnoldégica que se tem vindo a registar durante a dltima

década. Como exemplos podem citar-se:
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e anova’geracdo de interfaces ao nivel de termospray ; feixe de particulas, APCI ; electrospray e
ionspray

e o acoplamento de electroforese capilar, CZE

° LC-MS-MS on line

e o desenvolvimento de instrumentacdo nas vertentes informética e de miniaturizagéo.

No que se refere a este dltimo ponto, tanto HPLC capilar, ao nivel da cromatografia, como micro- e nano-
spray/electrospray, ao nivel da espectrometria de massa, vieram revolucionar a anélise no dominio da
separacio e identificagiio de amostras de dimensdes cada vez mais pequenas.

Na figura seguinte € apresentado um exemplo de um espectro de massa obtido com nanespray numa amostra

com a concentragdo de 25UM.
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Inverse Gas Chromatography : A powerful technique

Mohamed Naceur Belgacem
Universidade da Beira Interior, Departamento do Ciéncia e Tecnologia do Papel,
6200 Covilha, Portugal, E-mail : belgacem@alpha2.ubi.pt

This paper deals with the possible applications of Inverse Gas Chromatography (IGC) in the characterisation

of organic and inorganic substances [1,2]. First, the historical development of the technique, its principle, its

advantages and limitations, the experimental methodology it requires, the instrumentation used and the

calculation procedures adopted to exploit its data, as well as some practical aspects of this technique will be

presented, then the different parameters which could be measured using IGC will be listed and examples will

be given from the literature. Thus, the following characteristics will be treated :

iz

The specific areas of powders and fibres,
The dispersive component of the surface energy and the acid-base properties of the solid surfaces,
The glass transition temperature of some polymers, and

The solubility parameter.

The classical method used to characterise the surface area of powders and fibres is the BET technique,
based on the determination of the adsorption isotherms of different gases (nitrogen, argon, krypton etc...)
on the solid surface [3]. IGC can also be applied to these substances, since it allows to obtain the
adsorption isotherms of a given gas on the surface of the investigated products. It was successfully used

to determine the surface areas of cotton, cellulosic fibres, etc... [4-6]

The surface free energy (dispersive and acid-base) of solids is usually evaluated using static and
dynamic contact angle (CA) measurements [7-9]. However, this technique is not adapted to porous or
rough solid surfaces or to materials such as fibres and powders which cannot be converted into
continuous flat surfaces. The macroscopic character of the CA technigue can moreover be the source of
erroncous evaluations of surface properties. Examples in this context are (i) the partial degradation of
polymers during the processing of films or plates which will influence CA values more than the actual
surface composition; (ii) the atmospheric contamination of high-energy surfaces like metals, oxides, etc.
which again gives rise to abnormally large changes in CA values and (iii) the partial migration to the
surface of additives present in polymeric materials. IGC was used in this purpose and it allowed to
determine the surface properties of fibrous materials like cellulose, glass, carbon and aramid fibres and
powderous materials like synthetic polymers, lignin, organic and inorganic pigments and fillers. These

parameters were obtained from measurements at infinite dilution conditions [2].
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Glass transition temperature (Tg) is usually determined by differential scanning calorimetry, dynamic
mechanical analyses, thermal analyses, dilatometry et... IGC was also used to determine the Tg of some

synthetic polymers [1].
The solubility parameter of cellulose was also determines by IGC, and found to be in good agreement

with those determined by using other common methods [10].
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Deteccio Electroquimica de Compostos Fenolicos em HPLC: Conversdo em
voltamogramas hidrodindmicos ciclicos e simulacdo de voltametria integrada

Rui Lopes Margues'?, Mirio C. Patricio®, Luis Vilas Boas"?

! . Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica, ? - Instituto Superior Técnico, ° - Instituto de Biologia

Experimental Tecnolégica

1. - INTRODUCAO

A aplicagdo de detecgio electroquimica em HPLC ¢ uma técnica muito util para compostos
electroquimicamente activos apresentando vantagens significativas a nivel de sensibilidade e selectividade
[1]. A maioria dos artigos publicados descreve a utilizagio de amperometria a potencial constante,
voltametria integrada e coulometria [2]. A utilizagdo de um detector electroquimico em série com detector de
diodos (absor¢do no ultravioleta e visfvel) potencial a identificagdo e quantificagio dos componentes de
amostras complexas, pois permite a aquisi¢do de informagio sobre o espectro de UV-VIS, tempo de retengio
e caracteristicas electroquimicas de cada molécula.

Neste trabalho, desenvolvemos uma aplicacdo informdtica que, a partir dos dados obtidos em aquisigiio
continua de intensidades de corrente (i) em fungdo do tempo (f) a partir do detector electroquimico, efectua a
sua decomposi¢io num perfil tridimensional i=f{V,z) (V = voltagem aplicada). A partir deste perfil, podem
obter-se cromatogramas a potencial constante ou voltamogramas (hidrodindmicos) ciclicos. E também
possivel simular voltametria integrada.

E descrita a aplicagdo deste procedimento 2 separacio de uma mistura de oito compostos fen6licos.

2. - METODOS

Usou-se um cromat6grafo Philips com um detector de fotodiodos (Philips PU4021) ligado em série a um
detector electroquimico Dionex (ED40) com eléctrodo de carbono vitreo programado para uma variagio
linear de 1.0 V a 1.0 V em 1.00 s (e retorno nas mesmas condigdes). Os dados do detector electroquimico
foram capturados & frequéncia de 50 Hz com um conversor analégico/digital e o programa 4880 (Unicam).
Foi ensaiada uma mistura de oito padres: dcidos gélhico (1), vanilico (2), cafeico (3) e ferilico (4),
siringaldeido (5), miricetina (6), quercetina (7) e luteolina (8).

O programa de tratamento de dados foi elaborado em Visual Basic for Applications para Excel (Microsoft

Corp). A representagio grifica foi efectuada com SigmaPlot (Jandel Scientific).

3. - RESULTADOS E DISCUSSAQ

Na figura 1 ilustra-se a comparagdo entre a detecgdo electroquimica e por absorgéio no UV.

O vasto conjunto de dados obtido com o detector electroquimico foi tratado no sentido de tirar partido da
informagfio e na figura 2 apresenta-se uma representagio 3D de i vs (V,r) para dar uma perspectiva global do

conjunto de resultados.

25



1
2 3
5
DE
4 6
78
uv ‘ k J
[+] 20 40 60 80
t(min)

Figura 1 — Comparacdo entre a detecgio por
UV (254 nm) e a detecgiio electroquimica (0.76
V no varrimento anédico)

Fazendo cortes a potencial constante obtém-se
cromatogramas como, por exemplo, o da figura
1. Por outro lado, tomando os valores de
intensidade e potencial durante um ciclo
completo de voltagem podem obter-se
voltamogramas hidrodindmicos ciclicos, tal
como se ilustra na figura 3.

Pode ainda simular-se voltametria integrada a
fim de optimizar as condi¢des de integragdo, o
que permite reduzir o nimero de ensaios
experimentais a realizar.

4, - REFERENCIAS

1 — LN.Acworth ¢ M.Bowers, An introduction
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Progress in HPLC, Volume 6, LN.Acworth,
M.Naoi, S.Parvez ¢ S.Parvez (eds.) VS Press,
The Netherlands (1996).

2 — LN.Acworth e P.H.Gamache, American
Lab., 5, 33-37, 1996.
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Figura 2 — Representa¢io 3D dos valores obtidos
com o detector electroquimico.
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Figura 3 - Voltamograma hidrodinimico
ciclico obtido ao tempo de retengdo do 4cido
gélhico.

A Utilizagdo de Factores de Correlagdo na Andlise Quantitativa de Esteres
Metilicos de Acidos Gordos por Cromatografia Gas-Liquido

Ana M. Partiddrio
INETI-DTIA, Estrada do Pago Lumiar, 1649-038 Lisboa

Introdugio

A andlise por cromatografia gés-liquido dos ésteres metdlicos de 4cidos gordos (FAME) constituintes de
gorduras e Gleos animais ou vegetais requer, na maioria das situagdes, a utilizagéo de factores de correcgdo
(F.C.). No caso particular das gorduras ou Gleos que possuem 4cidos gordos com niimero de dtomos de
carbono inferior a 8 ou com fungdes secunddrias a sua utilizagio torna-se indispensdvel. Para além disso
sempre que se pretenda urna melhor exactiddo de resultados, é conveniente a utilizagiio de F.C. na conversdo
das percentagens em drea dos picos cromatogréficos em percentagens em massa de constituintes. As dreas
dos picos dos FAME detectados em detector de ionizagdo de chama (FID) ndo sdo proporcionais s suas
massas mas sim 4 massa dos dtomos de carbono activos, dal que seja inaceitdvel a situagdo, muitas vezes
verificada, da nio utilizacdo de qualquer tipo de correcgdo (tedrica ou prética). A utilizagio de misturas de
calibragio permite determinar F.C. empiricos os quais englobam os erros sistemdticos ocorrentes durante o
processo analitico. Em situagio ideal, estes valores deverdo ser préximos dos valores tedricos, que se
calculam com base no nimero de dtomos de carbono e nas insaturagdes da molécula do éster metilico de
4cidos gordos (3). A Norma ISO 5508 (2) refere a utilizagdo de uma mistura de referéncia de composigio
conhecida para o célculo dos F.C. a qual deverd ser analisada em condigdes operatérias idénticas & amostra.
Esta indicagdo ndo & suficiente para tomar evidente a necessidade de utilizac@o de misturas de referéncia com
composi¢do semelhante & da gordura ou éleo em anélise. Este pormenor, por vezes descurado, conduz na
maioria das situacGes a graves erros quantitativos. Também a utilizagio de misturas de padrdes comerciais
cuja composicéio, vem em geral, expressa em relagio A massa dos ésteres metilicos de dcidos gordos, pode
conduzir a erros na quantificagio dos 4dcidos gordos da gordura de leite ou queijo, visto que para estes
produtos os resultados sdo, por convengdo, expressos em relagdo 4 massa do total de dcidos gordos (1).

Nesta comunicagfo pretende-se alertar para estas e outras situagdes, que contribuem para a diminuigio da
exactiddo na determinagio da composigdo quantitativa de dcidos gordos constituintes de gorduras e éleos

animais e vegetais.

Parte Experimental e Resultados

Os F.C. apresentados foram calculados com base nos resultados da andlise cromatogréfica de 3 materiais de
referéncia certificados de composi¢do semelhante a gorduras e leos comestiveis de uso comum: mistura de
dleo de soja e milho (BCR 162), mistura de gordura corporal de bovino e suino (BCR 163) e gordura de
manteiga anidra (BCR 164) e ainda, numa mistura comercial contendo quantidades conhecidas de 37 dcidos
gordos de C4 a C24:1 (Sigma). Os FAME foram analisados em coluna de silica fundida com 60 m de
comprimento, 032 um de didmetro interno e 025 pm de espessura de filme (50%
cianopropilmetilpolisiloxano). Temperatura da coluna: 70°C —195°C (10 min.) — 220°C (20 min.), 4 razdo de
5°C/ min. Temperaturas do Injector e Detector, respectivamente 195°C e 210°C. Gés vector: Hélio i pressio
70 kPa. Injecgdo com divisdo de fluxo na razdo 1/10.

Em condiges ideais os F.C. deverdo decrescer desde C4 até C18, tal como se verifica para os F.C. tedricos.

Nos resultados obtidos sdo evidentes alguns desvios & situagfo ideal, tendo-se observado que :
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- a utilizagdo de seringas de 1jl (amostra dentro da agulha), conduziu a maiores perdas dos dcidos mais
volteis (C4 e C6) e, consequentemente, os F.C. sdo superiores aos obtidos quando da introdugdo da amostra
com seringa de 10pl;

- a utilizagdo de seringas de 10yl (amostra no barril) sobrevalorizou os dcidos de cadeia média (C8 a Cl4), o
que é evidenciado pelos F.C. inferiores a unidade obtidos. Pelo contrdrio, os dcidos de maior massa

molecular, apresentaram F.C. superiores a unidade, em consequéncia de discriminagdes na prépria seringa

(retengdo no barril);

As diferengas obtidas para os F.C., calculados nas mesmas condi¢ges analfticas mas distanciados de 9 meses,
ndo contrariam as constatagdes anteriores.
Finalmente verificou-se que para os mesmos dcidos gordos, a utilizagdo de materiais de referéncia com

composigdo méssica relativa diferente conduziu também a diferentes valores para os respectivos F.C,

Conclusdes
Os F.C. deverfio ser calculados com base em materiais de referéncia de composicio conhecida e exactamente

nas mesmas condigdes das amostras que irdo ser analisadas. Para além disso, os seguintes factores deverdo

também ser considerados:

1- A obtengdo da melhor correcgdo possivel das concentragdes dos diferentes dcidos passa pela utilizagdo de
misturas de referéncia de composigdo o mais semelhante possivel & amostra. Uma das grandes fontes de erro
na andlise quantitativa dos dcidos gordos constituintes, é a utilizagdo de misturas comerciais nas quais as

percentagens méssicas dos componentes ndo se aproximam da composigfio da amostra.

2- A utilizagio de seringas de émbolo na agulha (1p) conduz a maiores perdas dos dcidos mais volateis, mas

a melhores resultados nos 4cidos de cadeia média e longa.

3- A utilizagio de seringas de 10pl conduz a discriminagdes dos dcidos mais pesados, o que pode ser
compensado por uma técnica de injecgdo mais lenta (agulha quente). Esta situagdo ndo € apropriada para
gorduras como por exemplo do leite e seus produtos, pois conduz a percas dos dcidos mais volateis, em
particular do butirico.

O célculo periddico (no minimo 2 vezes/ano) de novos F.C. mesmo quando ndo se verifiquem alteragdes no
sistema analftico devers ser uma prdtica corrente. Situagdes como a substituicdo de uma coluna
cromatografica, mesmo que por coluna com iguais especificacGes, alteragdes da razio de reparti¢do, mudanga

de seringa, etc., justificam a reconfirmacio dos F.C.

Bibliografia
1 - BCR information, 1993, Community Bureauof Reference. Reference Materials, Report EUR 15277 EN
2 - 150 5508, 1995, Animal and Vegetable Fats and Oils- Analysis by g.c. of methyl esters of fatty acids

3 - Wolff, R.L., 1989: Le Lait, 69, 33-46.
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Trace Analysis of Pesticide Residues in Ground and Drinking Waters by
High Performance Thin-Layer Chromatography with Automated Multiple
Development

Holger Hegewald*, Gottlieb Basch#;f (*LACROME - Laboratdrio de Apélises Cromatogrificas, Lda.; Rua
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Classical thin-layer chromatography (TLC) is a simple, inexpensive and flexible method of chromatographic
analysis requiring little instrumentation. It is suitable for separation of simple mixtures and for qualitative
identification or semiquantitative analysis of samples.

Whereas gas chromatography (GC) and high performance liquid chromatography (HPLC) have gained wide
acceptance as fully instrumentalized, highly efficient methods, thin-layer chromatography has long been
considered a technique that only provides raw qualitative and quantitative data.

After some time of stagnation thin-layer chromatography — now also called planar chromatography - has
gained increasing importance as an analytical separation technique, which is a result of the advances in
instrumentation and automatization. The applicability of TLC was also enhanced by the development of new
efficient, fine-particle adsorbents and ready-to-use layers.

Modern high performance thin-layer chromatography (HPTLC) is nowadays capable of producing high-
resolution separations and quantitative analysis with accuracy, precision and sensitivity rivalling those of GC
and HPTLC.

The advantages of TLC/HPTLC include their flexibility due to the fact that there are no restrictions in the
choice of stationary and mobile phases. Analysing samples without or with minimal cleanup, including those
containing components that remain sorbed to the start position of the layer, is no problem for planar
chromatography. The possibility of separating up to 72 samples and standards simultaneously on a single
HPTLC plate is another advantage, leading to high throughput, low cost analysis and very low solvent usage
per sample. After separation the analytical information can be stored on the TLC layer for a longer period of
time. Separated substances can be subjected to subsequent analytical spectroscopic methods like e.g. UV/VIS,
IR, FTIR, MS, and RAMAN.

Modern planar chromatography plays an important role in the quality control of foodstuffs and in
pharmaceutical analysis. It is laid down by the European Pharmacopoeias as the official method for testing
the identity and purity of medical drugs. It has found particular application in the field of environmental
analysis, e.g. in trace analysis of pesticide residues in ground and drinking waters. This is due to the recent
introduction of a new development method — the Automated Multiple Development with gradient elution
(AMD-HPTLC). The authors will focus their presentation on this variant of HPTLC that offers an
appreciably better separation performance than conventional planar chromatography with 20 to 30 baseline
separations per chromatogram. The AMD development takes place in usually 10 to 30 individual runs. Each
run is a constant increment (between 1 and 3 mm) longer than the previous. Furthermore changing the
polarity of the mobile phase for each successive run generates a stepwise gradient. Using this method zone
focusing is achieved. Between the individual runs the plate is vacuum-dried to restore its capillary forces. The
entire development process is completely automated and computer controlled. AMD is the only method that
offers a reproducible gradient elution on silica gel. The method allows the quantitative analysis of hundreds
of pesticides from different classes with an instrumental detection
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Comparaciao dos Métodos “SPME” e “SDE” na Anilise de Compostos
Responsaveis pelo Aroma do Vinho

Luis Vaz Freire, Angela M.S. Relva e Ana M, Costa Freitas
CQFB do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia 2825-114 Caparica

RESUMO

O objectivo deste trabalho € proceder & escolha de um método que permita quantificar a presenga de um
conjunto alargado de compostos orginicos presentes nos vinhos. Apresenta-se um estudo comparativo entre o
método de microextracgdo em fase sélida (SPME) e o processo de extracgio por solvente e destilagdo
simultdneos (SDE), seguidos de cromatografia em fase gasosa. Estes métodos foram comparados em termos
de exactiddo, precisdo inter-ensaio e limites de detecgdo, utilizando solugies padrio de uma série de
compostos orgénicos conhecidos como fazendo parte da matrix a estudar. Para o método de SPME foram
estudados dois métodos analiticos; (1) utilizando um padrio interno e uma curva de calibracdo (2) recorrendo
a0 método das adiges. A comparagio dos resultados obtidos por estes dois métodos mostra que apesar da
utilizagéo do método das adigdes permitir evitar o efeito de matrix, o erro na determinagdo, para um intervalo
de confianga de 95% € de tal maneira elevado, que os resultados apresentaram uma imprecisio inaceitdvel. A
utilizagdo de um padrdo interno com recurso a rectas de calibragiio revelou resultados com uma precisdo
muito maior, 0 mesmo se tendo verificado em relagfio  exactiddo. O método € linear pelo menos para trés
ordens de grandeza com coefecientes de correlagio normalmente de 0,996 ¢ apresenta limites de detecgao que
variam para cada composto e vao desde 0,036 a 0,169 ppm, considerando trés vezes o desvio padrio da
ordenada na origem.

As mesmas soluges foram analizadas por SDE, tendo-se verificado que este método apresenta uma precisdo
inter ensaio semelhante a0 SPME, verificando-se no entanto recuperagdes muito baixas. Este problema foi
ultrapassado recorrendo a introdugio de um padrio interno na solugdo a extrair e utilizando uma curva de
calibragdo ou, pela introdugiio do factor de recuperagio, previamente determinado, aos calculos finais. A
figura 1 mostra um estudo comparativo entre os métodos SPME ¢ SDE (ambos com recurso a padrdo interno
¢ curvas de calibragdo). A curva apresenta um declive b = 0,75 e uma ordenada na origem a = 0,46. Os
intervalos de confianga para um nivel de significincia P = 0,05 permitem concluir que, a ordenada na origem,
ndo difere significativamente do valor "ideal" de zero; o mesmo nio acontece com o declive que é
significativamente diferente de 1, o que traduz a existéncia de um erro sistematico nos declives das rectas

correspondentes a cada um dos métodos.
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Figura 1 Estudo comparativo entre os

257 métodos SDE e SPME (ambos com
204 recurso a padrdo interno) e para solugdes

o padréo de linalool de 4,17, 8,33, 16,67,

it 33,33 e 66,67 ppm. Os intervalos de
10 confianga para P = 0,05 sio: a =

0,4634%3,997 e b = 0,7478+0,1761

(1] 5 0 14 19 24 29 34 38 43 48

Serdo igualmente apresentados resultados da aplicagiio destes dois métodos a amostras de vinho moscatel

produzido em condigdes controladas.

31



Eteres Bifenilicos Quirais: Resolucio enantiomérica em fases derivadas de
polissacarideos (HPLC)
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Integrado no trabalho de investigagio do CEQOFFUP, que visa a obtencdo de derivados xanténicos por via
sintética, foram obtidos como intermedidrios vdrios éteres bifenilicos qu1rals (Derivagio do método de

Ullmann', Fig. 1).

oeHs OCH3
COOCH3
1
. I coon
Br & 2. MeOH THF/NaOH

1: R=H; 2: R=0OCH;

Figura 1: Sintese dos éteres bifenilicos.

Estes compostos apresentam estruturas muito semelhantes as de alguns profenos, nomeadamente o naproxeno
e o fenoprofeno e, em ensaios preliminares, demonstraram também actividade anti-inflamatéria’. Na medida
em que os compostos obtidos correspondem a misturas racémicas, é de extrema importincia um método para
resolugdo dos enantiémeros, possibilitando assim avaliar a actividade com os enantiémeros isolados.
Este trabalho descreve a resolugdo enantiomérica por HPLC dos éteres bifenilicos em fases estaciondrias
quirais de derivados de amilose e celulose. Os resultados obtidos com os produtos 1 e 2 na forma de ésteres
sdo promissores para separacdo preparativa. Das fases estaciondrias quirais utilizadas, a fase derivada de
amilose foi a que apresentou os melhores resultados frente aos derivados na forma de ésteres. Estes
compostos nunca tinham sido sujeitos a este método de resolugiio enantiomérica. As fases estaciondrias
quirais utilizadas neste trabalho sio resultados de investigagdes anteriores que demonstraram que o uso de
silica microporosa melhora tanto a eficiéncia como a durabilidade da coluna >,
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Procyanidins are important phenolic compounds owing to their contribution to sensory properties of plant-
derived foods and to their various biological activities, especially their powerful antioxidant activity and their
oxygen free radical scavenger capacity. In our previous work, the methods for isolation of oligomeric and
polymeric procyanidin fractions from grape seeds, both in a analytical scale using C,g3 Sep-Pak cartridges
(Sun et al., 1998) and in a preparative scale by an open column (20 x 2.5 ¢cm) packed with LiChroprep RP-18
(Sun er al., 1999), were established. However, the chemical properties of the two procyanidin fractions were
only partially characterised (Sun et al., 1998).

In this work, the ranges of polymerisation degree (DP) in the oligomeric and polymeric procyanidin samples
were determined. Furthermore, both samples were fractionated by normal-phase HPLC to obtain various sub-
fractions (Fig 1). Each sub-fraction was then submitted to acid-catalysed degradation in the presence of
toluene-at-thiol followed by reverse-phase HPLC analysis, which permits to quantify the terminal units
(released as monomeric flavan-3-ols) and extension units (released as toluene-o-thiol derivatives) of
procyanidins and thus to calculate the mean DP (mDP) of procyanidins in each sub-fraction (Table 1).

Since all dimeric procyanidins were present in the oligomeric sample as confirmed by reversed-phase HPLC
in our previous work (Sun et al., 1998), we may roughly estimate, according to table 1, that the DP of
oligomeric procyanidins ranges from 2 to 17-18. Note that the mDP of the first sub-fraction (I} of oligomeric

procyanidins was about 3, not 2, because the method only estimated the mean DP of each sub-fraction.
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Fig.1 Normal phase HPLC chromatograms of oligomeric and polymeric procyanidin samples
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Table 1. Mean DP (mDP) of procyanidins of the sub-fractions presented in Fig. 1.

oligomeric procyanidins polymeric procyanidins

I 11 I v v VI VII VII IX r I nr v’
mDP* 31 49 65 85 59 114 128 153 17.4 100 129 296 336
SD** 00 02 03 02 04 03 0.6 03 0.6 1.1 0.7 02 1:2

* Mean values of two replicate measurements; **SD = standard deviation

Similarly, the range of DP of polymeric procyanidins could also roughly be estimated to be from 9-11 to 32-
35. Otherwise, the mDP of the last estimable sub-fraction of oligomeric procyanidins (sub-fraction IX) is not
the same as that of the first sub-fraction of polymeric procyanidins (sub-fraction 17), indicating that there was
no absolute or exact border between oligomeric and polymeric procyanidins. However, the overlap between
these two samples was relatively slight.

These results provide useful information to further study these oligomeric and polymeric procyanidin

samples.

Sun B.S., Leandro M.C., Ricardo-da-Silva J.M., Spranger M.L, 1998. Separation of grape and wine
proanthocyanidins according to their degree of polymerisation, J. Agric. Food Chem. 46, 1390 - 1396.
Sun B.S., Belchior G.P., Ricardo-da -Silva .M., Spranger M.I., 1999. Isolation and purification of dimeric

and trimeric procyanidins from grape seeds, J. Chromarogr. A 841, 115 - 121.
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Factores Interferentes na Quantificacio dos Alcaléides Maioritarios do
Tabaco

Arlete Matos®, M. Conceicio Oliveira®, M. Graca Lourengo®
*Centro de Investigagdo Ciéncias Agrérias Tropicais - DAIAT - Instituto Superior de Agronomia - Tapada da
, Ajuda, 1399 Lisboa Codex - Portugal

Centro de Espectrometria de Massa - Complexo I - Instituto Superior Técnico

Av. Rovisco Pais, 1049-001 Lisboa Codex - Portugal

A Cromatografia Capilar de Alta Resoluggo (HRGLC), com recurso a colunas polares de polietileno glicol,
de base ligada e basificada, tem sido a técnica mais utilizada na separagio e quantificagcio dos alcaléides
maioritarios do tabaco e fumo do tabaco [1].

E de realgar a conhecida absor¢iio do alcaldide nornicotina [2] neste tipo de fases e a consequente
variabilidade dos resultados obtidos na sua quantificagio.

Em extractos de alcaldides de tabaco, obtidos por diversos métodos de extrac¢io verifica-se a existéncia de
compostos que interferem na sua quantificagdo. Neste trabalho evidencia-se a localizagdio, em diferentes

colunas, dos compostos interferentes e identificam-se pela técnica hifenada de GC-MS.

PARTE EXPERIMENTAL
MATERIAL:

Padrdes de alcaldides e padrdes internos; Tabacos curados tipo Burley e Flue-cured.
METODOS:
EXTRACCAOQ: Liquido-Liquide, Soxlhet e Ultrasons
QUANTIFICACAO E IDENTIFICACAQ: HRGLC e GC-MS
Equipamento:
- Banho de Ultrasons Elma, Transsonic T 660/H; Cabega termostatizada Clifton.
- Cromatégrafo HP 5890 série II, Injector split/splitless, Detectores FID e NPD, Integrador HP 3396
série I, Peak 96.
- Espectrémetro de Massa HP 5070 acopolado a Cromatégrafo HP 5890 série II, interface directa e
Livraria NBS GERAL.
- Colunas: Supelcowax (30m x 0,25mm x 0,25um); Superox II (30m x 0,32mm x 0,25pm); CP Wax
51 CB (30m x 0,32mm x 0,25pm) e PTA 5 (30m x 0,32mm x 0,5pm)
Condi¢des de Trabalho:
- Injector 250°C; Detector 280°C e 300°C; Temperatura do forno: isotérmica a 150°C, 160°C e 200°C e
programada de 160°C a 240°C ou 280°C (4°C/min); velocidade linear do gés de arraste (He) 20, 30, 35 e
39; Split: 1:20; volumes de injecgdo 0,5 a 3ul.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em cromatogramas de extractos de alcaldides do tabaco verifica-se a presenga de 2 compostos que interferem
na quantificagio da nicotina e da nornicotina e anabasina. O composto interferente com a nicotina era
previsivel ser o neofitadieno [3] o que foi confirmado por GC-MS.

No que reporta ao composto interferente com a nornicotina e anabasina, partindo da informag#o da livraria do
Sistema GC-MS que apontava para tratar-se do éster metilico do 4cido hexadecandico, preparou-se este
composto, injectou-se no sistema GC-MS e confirmou-se a sua localizagdo e identificagfio. Fizeram-se ainda
ensaios de sobrecarga do éster aos extractos de alcaléides e ensaios com o detector NPD.

E de realgar que em maltiplas experiéncias realizadas com colunas polares se verificou que a posigdo relativa
destes compostos interferentes em relagio aos alcaldides € varidvel, numa dada coluna, com as condigbes
cromatogréficas, havendo situagdes em que o neofitadieno se sobrepde & nicotina e o éster 4 anabasina ou
nornicotina.

Nos tabacos tipo Burley o éster metilico do 4cido hexadecandico estd presente em quantidades da ordem dos
alcaléides nornicotina e anabasina enquanto nos tabacos flue-cured aparece em quantidades muito superiores
4 dos alcaldides.

Ao optimizar-se as condigdes cromatograficas para a separagdo dos alcal6ides maioritdrios do tabaco em
colunas polares, deverd ter-se em atengdo a localizagfo dos compostos interferentes para evitar quantifica¢des

erraticas.

REFERENCIAS:

1. Lourengo, M.G.; Moreira, A.P., Rev. Ciénc. Agr., XVIII (4) (1995) 85-95.
2. Severson, R.F. et al., J. Chromatogr., 211 (1981) 111-121.

3. Wagner, J. R.; Thaggard, N.A., J. AOAC, 62 (4) (1979) 229-236.
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Hormonas Esterdides Radioiodadas com Interesse Biomédico: Sintese
quimica e purifica¢do por HPLC

M.C. Melo e Silva, A. Rodrigues e L. Patricio
Instituto Tecnolégico e Nuclear, Sacavém

Compostos isotopicamente marcados tm desempenhado um papel bastante importante em Medicina Nuclear
na investigacio de uma grande variedade de situagGes clinicas. Moléculas esteréides marcadas com

131, 125 ¢ BI[ t8m tido nas dltimas décadas um impacto significativo

radionuclidos emissores ¥, tais como
quer no doseamento de hormonas no soro quer na detecgio de tumores [1]. A sintese de esterdides
radioiodados, para serem usados como tragadores, envolve a incorporagdo de um 4dtomo de iodo radioactivo
na molécula biologicamente activa. O método de sintese difere de acordo com a sua natureza quimica e
também com a aplicagfo clinica a que se destinam.

No dmbito do nosso programa de desenvolvimento de compostos radioiodados foram sintetizados alguns

derivados de esterdides, cujas vias de sintese quimica a seguir se apresentam.

— Conjugagio de um grupo prostético (histamina e tirosinato de metilo)
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- Substitui¢do electrofilica (iododestanhagio)
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A purificagiio e caracterizagio dos compostos radioiodados foram efectuadas por Cromatografia Liquida de
Alta Pressdo associada a um detector de UV e um detector de radiagfo . Os produtos foram obtidos com
elevada radioactividade especifica e pureza radioquimica superior a 95%. A caracterizago quimica dos
compostos radioiodados foi feita por comparagio do seu comportamento cromatografico com o do respectivo
andlogo nio radioactivo.

(@] cortisol-3-(o-carboximetil)oxima-histarrﬂna-m[) e a progesterona-1 lo-hemissucinato-TME-'**1 foram
utilizados no doseamento radioimunolégico do cortisol e da progesterona no soro humano, respectivamente
[2]. A sintese dos isémeros (170,20E)- e (170,20Z)-3-metoxi-'*I-iodovinil-6-desidroestradiol insere-se¢ na
linha de investigagdo em curso que visa o desenvolvimento de agentes de imagem para detec¢do de tumores

mama ricos em receptores de estrogénio [3].

[1] - Rijks, L. I, Sokole, E. B., Stabin, M. G., de Bruin, K., Janssen, A. G. and van Royen, E. A. Eur. J. Nucl.
Med. 25, 40-47, 1998.

[2] - P. Raposinho, C. Oliveira, A. Rodrigues, I. Santos, L. Patricio (1991) Radioimmunoassay and Related
Procedures: perspectives in Developping Countries, [AEA-SM-324/57, WHO International Symposium,
Austria.

[3] - M. C. Melo e Silva, L. Patricio, L. Gano, M. L. S4 e Melo, E. Inohae, S. Mataka, T. Thiemann (1999).
Appl. Radiat. Isot., in press.
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Deteccdo de Tributilo Estanho em Estuarios Portugueses por CGC-FID

J.M.F. Nogueira
DQB/FCUL, Campo Grande Ed. C1, 5° Piso, 1749-016 Lisboa, nogueira@fc.ul.pt

Os derivados orginicos de estanho sfo considerados entre os compostos mais t6xicos alguma vez
introduzidos deliberadamente nos ecossistemas naturais pelo Homem. Desta gama de compostos, destaca-se o
tributiloestanho (TBT) que é usado sobretudo na composigdo das tintas antivegetativas, que impedem o
desenvolvimento de incrustagbes em barcos, navios e docas.

As ostras sdo dos organismos marinhos mais estudados a nivel internacional, em virtude de serem seriamente
afectadas pela presenga do TBT e correspondentes produtos de degradag@o.

Os estudrios dos rios nacionais, sdo igualmente alvo deste tipo de problemas e os mais recentes trabalhos de
investigagio comprovam o efeito negativo dos organoestanosos sobretudo nas fémeas das populagdes da
espécie Hinla reticulata, nos estudrios dos rios Tejo, Sado e Mira e em diversos pontos da costa sudoeste
portuguesa, sendo causadores da quase extingdo das populagdes da espécie Crassostrea angulata Lmk.

Nos paises da Unido Europeia, o uso de TBT em tintas antivegetativas foi completamente banido durante a
presente década e actualmente, a meta considerada de qualidade ambiental que minimiza os efeitos téxicos
nas diversas populagdes biotas, cifra-se em concentragdes de TBT inferiores a alguns ppt’s, apesar de
persistirem no ambiente concentragGes superiores.

Em Portugal, o decreto-lei n.°54/93 de 26 de Fevereiro, que estabelece diversas medidas relativas a limitagéo
do uso, fabricagdo e comercializagio de certas substincias perigosas, como sdo o caso dos organoestanosos,
foi introduzido com o objectivo de salvaguardar a saide publica e o meio ambiente em geral.

No entanto, o recente decreto-lei n.°236/98 de 1 de Agosto, que determina normas, critérios e objectivos de
qualidade com a finalidade de proteger o meio aquético nacional, nfio especifica nenhum valor méximo
admissfvel para o TBT, contrariamente a muitas instincias internacionais, que actualmente o recomendam
como inferior a Ing/L.

Para as baixas concentragGes no qual o TBT costuma ser detectado no meio ambiente, geralmente situadas na
ordem das partes por bilifio ou trilido (ug/L ou ng/L), diversas metodologias analiticas sdo genericamente
implementadas.

Os esquemas analiticos mais comuns para dosear 0 TBT, combinam trés passos bdsicos, nomeadamente, pré-
concentragio do analito, que envolve a extracgdo do TBT de matrizes liquidas ou sélidas, apés ou com prévia
de derivatizagio, em geral por alquilagdo com reagentes de Grignard, geragfio de hidretos ou formagio de sais
de cloreto; separagio cromatogrdfica, usando colunas capilares de alta resolugio com diversas fases
estaciondrias; e finalmente, detecgiio por fotometria de chama, captura electrénica e emissdo atémica, assim
como por emissdo atémica de plasma induzida por microondas, espectrometria de absorgdo atémica de forno
de quartzo, espectrometria de massa e espectrometria de massa acoplada a plasma induzido, como detecgdo

“hifenada”.
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Neste contexto, a presente contribuicdo, evidencia a andlise de TBT em amostras aquosas e sedimentos com
origem em diversas estagdes de amostragem dos estudrios do Tejo e Sado, recorrendo-se a cromatografia
gasosa capilar com detecgdo por ionizagio de chama (FID), apés prévia preparagio das amostras.

Verificou-se razodvel linearidade nas gamas de concentragio estudadas, tendo-se observado niveis de TBT da

ordem dos ppt’s em sedimentos do estudrio do Tejo e ppb’s em amostras aquosas do estudrio do Sado.
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Validacdo de um Método Cromatografico para Andlise do Pentobarbital
Sédico em Supositérios

Paulo Costa, M. Rosa Pena Ferreira e M. Fernanda Bahia
Centro de Tecnologia do Medicamento, Faculdade de Farmacia, Universidade do Porto

O pentobarbital s6dico é um barbitdrico utilizado, por via rectal, como pré-anestésico em pediatria. O
controlo dos supositérios inclui um conjunto de operagdes necessdrias que permitem garantir o efeito
farmacolégico esperado, apés adequada aplicagéio e dentro de um determinado perfodo de tempo. O objectivo
deste trabalho-,foi validar um método analitico para a quantificagdo do pentobarbital sédico em ensaios de
dosearnento e de dissolugdo/libertagio em supositérios moldados. A validagdo do método para a andlise do
pentobarbital sédico foi feita de acordo com o especificado nas ICH Harmonised Tripartite Guidelines.
Procedeu-se ao estudo da exactidio, precisio (repetibilidade e precisio intermédia), especificidade,
linearidade e amplitude. Estuda,ram-se também outros parimetros relacionados com o procedimento
cromatografico, tais como o factor de capacidade, o factor de simetria, etc. O método adoptado para o
dosewnento deste fannaco recorreu & cromatografia liquida de alta pressdo em fase reversa com a utilizagdo
de padroes externos.

A especificidade de um procedimento analitico pode ser definida como a capacidade de determinar um
analito na presenca de outras substfincias susceptiveis de estarem presentes na amostra. Os cromatogramas
nao apresentaram qualquer outro pico com tempos de retengdo préximos, mesmo fazendo variar as
proporgoes dos eluentes escolhidos. A exactiddo expressa a proximidade entre um valor aceite como valor
convencional ou um valor de referéncia e o valor encontrado. A exactiddo média obtida foide 1 01,1 %. A
precisdo de um método € urna medida da proximidade dos valores em relagio uns aos outros para um nimero
de determinagGes nas mesmas condigdes analiticas. Este conceito engloba componentes: repetibilidade
(precisdo medida nas melhores condi¢des possiveis), preciséo interinédia (medida da precisdo devida as
variagdes provocadas dentro laborat6rio), e reprodutibilidade (medida da precisio determinada em estudos
inter-laboratoriais). A repetibilidade deve ser assegurada

utilizando no minimo 9 réplicas (3 réplicas em 3 diferentes concentragdes) ou 6 determinagdes a 100 % da
concentragdo esperada. A precisio de resposta do detector foi verificada injectando-se 3 réplicas de 5
diferentes concentragdes. Para todas as concentracdes o coeficiente de variagdo foi sempre inferior a 1%. A
linearidade de um método pode ser definida como a capacidade de obter resultados directamente
proporcionais a4 concentragdo do analito na arnostra. A lincaridade deve ser verificada utilizando no minimo 5
padrdes em diferentes concentragdes (preparados de modo independente) sendo o coeficiente de regressio
linear (R) > 0,999. A lincaridade foi verificada preparando-se solugdes metandlicas do firmaco, em cinco
concentragdes sendo as solugdes analisados em triplicado. Construiu-se um gréfico resposta do detector
versus concentragio e foram calculados o coeficiente de regressio linear (R), o coeficiente de determinagio
(R), a ordenada na origem (b), a inclina¢do da recta de regressdo (m) e a soma dos quadrados dos residuos
(SQR). Através da equagdo da recta obtida pode determinar-se m = 2,21 x 10-'e b = -4,13 x 10-4. Os valores
de R, R'e SQR obtidos foram respectivamente de 0,9992, 0,9983 e 9,96 x 109. Esta lincarizagdo permitiu um

bom ajuste entre o modelo tedrico e os dados obtidos como pode ser visto pelo valores de R e W. A amplitude
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¢ geralmente derivada a partir dos estudos de linearidade e depende do objectivo do método analitico. No
caso do doseamento de uma

substincia activa de um lote de matéria-prima ou num produto fan-nac€utico acabado as

gamas de amplitude minimas devem estar compreendidas entre 80 ¢ 120% da concentragio esperada. No caso
de ensaios de dissolugio as gamas de amplitude minimas devem ser cerca de +1-20% dos niveis das
concentragdes previstas. Deste modo, utilizou-se uma gama de concentragdes alargada, espagada de modo
equilibrado, 25%, 42%, 68%, 80% e 112% do valor médximo esperado (0,06 mg/ml).

Para um bom comportamento cromatografico o factor de retengiio (k') deve estar compreendido entre 1 e 20.
O pentobarbital nas condigdes cromatogréficas escolhidas apresentou um t,, de 6,0 min, sendo assim o k' de
1,6. O nimero de pratos teéricos (N) ) deve estar deve em regra ser > 2000. O valor de N obtido com este
método foi superior a 4000. A simetria ou assimetria de um pico cromatografico pode ser quantificada através
do factor de simetria (fs.). Por vezes é necessario especificar um valor maximo permitido para a assimetria de
um pico, sendo geralmente admitido como limite fs. < 2. Nas condi¢des cromatograficas ensaiadas o factor de

simetria variou entre 1,2 e 1,4.
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Aplicacio de GC-MS e HPLC ao Estudo de Extractos de Madeira de
EUCALYPTUS GLOBULUS.

Ténia M. Silva, Sara M. Cravo, Fernando M. Domingues, José A. Cavaleiro
Departamento de Quimica - Universidade de Aveiro

No dmbito de um projecto que tem como objectivo estudar a evolugio das caracteristicas de madeira de
eucalipto durante a armazenagem e o impacto no processo de produgdo de pasta e propriedades do produto
final, foram estudados por GC-MS e HPLC os extractos de diversas amostras de madeira, com diferentes
tempos de armazenagem.

Neste trabalho apresentam-se estudos de GC-MS dos extractos em éter etilico e estudos de HPLC dos
extractos em metanol de uma madeira armazenada em estilha a uma temperatura de 40°C, humidade relatica
de =43% e protegida da luz, por um perfode de 170 dias, durante o gual foram efectuadas diversas
amostragens por forma a poder-se acompanhar a sua evolugo.

Do estudo gravimétrico dos extractos obtidos por extracgdo em Soxhlet com solventes de polaridade
crescente, verifica-se que a quantidade de extractiveis em éter etilico, acetato de etilo e etanol diminui com o
periodo de armazenamento.

Da andlise por GC-MS dos extractos em éter etilico, foi possivel obter uma caracterizagio completa,
verificando-se que estes sdo muito ricos em C-sitosterol, O-sitostanol, dlcoois e acidos de cadeia longa. A
quantificagdo por GC-MS permite-nos ainda visualizar variagdes nio sistemdticas em algum componentes,
com o tempo de armazenamento.

No estudo de HPLC, modo isocritico, obtiveram-se boas rectas de calibragio para os dcidos gdlico e eldgico.
Embora a quantificagdo nao possa ser rigorosa, dadas as baixas percentagens de recuperagio é aparente uma
tendéncia para a diminuigdo dos contetidos em 4cido gilico e eldgico com o envelhecimento. A quantificagio
destes € importante pois permite antever a formagdo de depésitos problemdticos (pitch) que ocorre durante o
processo de produgdo de pastas [1]. O processo isocrdtico permite obter de uma forma mais rdpida uma
quantificagdo aproximada dos dois 4cidos.

O estudo dos mesmos extractos por HPLC, modo gradiente, permite verificar a existéncia de virios outros

compostos polifendlicos, nomeadamente elagitaninos e flavonéides.

[1] B. Charrier, M. Marques, J.P. Haluk, Holzforschung, 1992, 46, 87-89.
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Optimization of Solid-Phase Microextraction Analysis for Headspace White
Wine Aroma Compounds

S. Rocha', V. Ramalheira’, M. A. Coimbra', I, Delgadillo’, A. Dias Cardoso®
! Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro, 3810 Portugal
? Estagio Vitivinicola da Bairrada, Apartado 7, 3781 Anadia Codex, Portugal

Solid-phase microextraction (SPME) is a relatively new and simple adsorption technique for the isolation of
headspace flavour compounds. These compounds are those that are perceived by the human nose and are
related to the wine flavour quality.

SPME headspace sampling requires neither solvent extraction or purification steps nor a complicated purge-

and-trap apparatus. The application of this technique to wine flavour analysis will improve the

reproducibility, sensitivity, and resolution of the gas chromatograms, allowing a more accurate quantification

of these compounds.

However, SPME analysis is quite sensitive to experimental conditions such as sampling temperature, time,

volume, concentration and matrix uniformity, parameters not yet defined for the white wine analysis.

In the present study, it was examined a headspace SPME sampling in a test solution comprising 9 wine

flavour components that are present in white wines: 3- methyl-l-butanol, hexanol, ethyl hexanoate, ethyl

octanoate, ethyl decanoate, linalool, geraniol, nerol and 2-phenylethanol 1n a 10% ethanol solution. The

experimental conditions studied were: sarnple volume ( 20-40 mL ), quantity of NaCl added ( 0-16 g ),

equilibrium time ( 15-45 minutes ), temperature ( 25-40°C ) and stirring ( stirring/no stirring ). The pH, the

ethanol content and the volume of the sampling glass vial were kept constant: 3,3, 10% and 120 mL,

respectively. The headspace aroma compounds of this matrix were isolated by a fibre coated with 85 pum of
polyacrylate and separated by gas chromatography.

The best reproducibility and sensitivity were obtained for the following conditions: 40mL of sample with 8 g

of NaCl, allowing an equilibrium of the aroma compounds between the SPME coating and the matrix of 45

minutes at 25°C with stirring. As the adsorption response of the fibre is not similar for all compounds, for

quantitative analysis, an individual response factor is proposed for the conditions under operation.
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Sais Soliveis e Deterioracao de Azulejos Antigos
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cDire:c(;ﬁo Geral de Edificios e Monumentos Nacionais, Av. Infante Santo 69-1°, 1300 Lisboa

A deterioragdo de pedras, monumentos e de diversos tipos de obras de arte devido a presenca de sais soldveis
& um fenémeno bem conhecido'. O caso dos azulejos tem a particularidade de, como este é vidrado ¢ esta € a
parte qué estd visivel, quando a presenga de sais é detectada jd a deterioragio estd num estddio bastante
avangado.

A dgua circula através das paredes onde os azulejos estdo aplicados ou das argamassas de assentamento e
provém ou de ascensdo capilar a partir do solo, ou de infiltragdes nos telhados dos edificios. Os sais soliveis
em 4gua sdo introduzidos no corpo cerdmico € no vidrado dos azulejos e, ou vém jd com a dgua infiltrada, ou
resultam da lexiviagio dos materiais do edificio com que a dgua contacta.

Um dos primeiros passos no restauro de azulejos € a remogdo dos azulejos das paredes. Em seguida os sais
t&m de ser extraidos dos azulejos, ou seja, tem de se fazer a dessalinizagdo dos azulejos. Para isso podem ser
usados diversos tipos de procedimentos que foram testados no presente trabalho. Para monitorizar estes
processos, identificar e quantificar as espécies removidas utilizou-se cromatografia idnica, condutimetria e
um analisador de carbono inorgénico e orgénico.

Os principais anides extraidos sdo CI, NOj, SO42’ e carbonato mas o oxalato, fosfato e nitrito foram
ocasionalmente também analisados. Os princip ais catides sdo Na*, K*, Mg?* e Ca®. A cinética de remogio
varia depende do tipo de iGes.

Fez-se também a quantificagdo de iGes presentes em diversos tipos de argamassas retiradas de diversos locais
da Igreja de S. Salvador em Coimbra. O tipo e quantidade de espécies presentes sdio as mesmas dos azulejos
aplicados Nesses locais. Os azulejos provenientes desta igreja contm uma enorme quantidade de sais, sendo
as quantidades de CI', NO5 e carbono organico particularmente elevadas. Pensa-se que a presenca destas
espécies nas paredes e azulejos resultou da presenga de pombos durante anos e infiltragdo de dguas através

dos telhados em mau estado.

Referéncias
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Introducio
Os estudos de aromas em enologia sio complexos e possuem alguma especificidade. Efectivamente, o0s

produtos alimentares envolvidos (uvas, mostos, vinhos e aguardentes) caracterizam-se por ter uma matriz
extremamente complexa, necessitando os constituintes do aroma de ser extraidos, concentrados, separados,
identificados e quantificados. Se acrescentarmos, que se trata de constituintes com uma gama muito variada
de teores e de fungdes quimicas [1,2] e que se tem de avaliar a sua qualidade aromdtica, o seu limiar de
percepgdo olfactiva, a sua importincia relativa no aroma final do produto e estabelecer as respectivas
correlagBes, pode-se perceber um pouco da complexidade destes estudos. No entanto, a utilizagdo de diversas
técnicas cromatogrificas tornou possivel o conhecimento cada vez mais aprofundado de toda esta

problemadtica.

A cromatografia na concentragio e separac¢iio de constituintes do aroma
De acordo com o produto em estudo e os objectivos pretendidos, pode-se recorrer a diversas técnicas de

extracgdo/concentragio dos constituintes do aroma. Quando se pretende estudar a fracgdo voldtil, a técnica
mais utilizada é a extraccdo liquido-liquido, com posterior concentragao do solvente.

Nos casos em que se pretende estudar substincias precursoras do aroma, geralmente sob a forma
glicoconjugada e dificeis de isolar e separar, recorre-se a técnicas de retengio selectiva em Amberlite XAD-2
[3] ou em RP-C18 [4,5] e posterior concentragio dos eluidos. No caso dos derivados dos carotenoides,
nomeadamente dos norisoprenoides em C13 voliteis, apds o isolamento da fracgdo glicosidica (adsorgdo em
RP-C18) procede-se ao fraccionamento por DCCC-droplet countercurrent chromatography [6,7]. Outra
técnica que se pode utilizar € MLCCC-multi-layer coil countercurrent chromatography [8], que sendo uma
técnica de cromatografia liquido-liquido, torna-se apropriada para a separagdo preparativa de produtos

naturais ldbeis.

A cromatografia na identificaciio e na quantificagio de aromas
Os estudos de aromas em enologia sempre acompanharam o desenvolvimento das técnicas de cromatografia

em fase gasosa. Actualmente a identificagio e a quantificagio, quer da fracgiio livre, quer da fracgio
glicoconjugada realizam-se por CGAR efou CG-EM. Os avangos realizados na andlise da frac¢do conjugada

nos ltimos anos levardo brevemente 2 utilizagdo de técnicas de CL-EM.
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A cromatografia na determinagéo da qualidade e importéncia relativa do aroma

Na determinagfo da qualidade e da importincia relativa de substancias voldteis no aroma final do produto
existem hoje métodos que permitem efectuar medi¢es quantitativas das sensagdes odoriferas relacionando-as
com a identidade quimica dos compostos que produzem esses odores. Desses métodos deve salientar-se a
AEDA -Aroma Extraction Dilution Analysis [9] e a Charm Analysis™ [10]. Ambas estas técnicas produzem
“cromatogramas” de registos de andlise sensorial olfactiva dos componentes eluidos numa coluna de CGAR,

em dilui¢es sequenciais.

Conclusées

Os progressos actuais na quimica dos aromas aplicados aos produtos da fieira enolégica mostram que em
todas as fases destes estudos estdo presentes diversas técnicas cromatogrificas e que o seu acoplamento 2
andlise sensorial olfactiva e a um sistema de recolha e tratamento de informagdio, permite avaliar

objectivamente os dados olfactivos e efectuar correlagdes entre as andlises quimica e sensorial.
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P1. Micro-Geracdo de Metano para Determinacio do Tempo Morto em
Cromatografia Gasosa Capilar

J.M.F. Nogueira
DQB/FCUL, Campo Grande Ed. C1, 5° Piso, 1749-016 Lisboa, nogueira@fc.ul.pt

A velocidade linear média, u (cm/s) de um gds de arrastamento em cromatografia gasosa capilar é
vulgarmente estimada na tentativa de se trabalhar na maxima eficiéncia.

Genericamente, utiliza-se um composto que ndio apresente retengo e responda simultaneamente ao detector
utilizado, que no caso da ionizagdo de chama, condutividade térmica e espectrometria de massa € geralmente
metano. No entanto, outros métodos mais sofisticados podem ser utilizados apesar de serem menos praticos.
Se atendermos 2 equagdio de Golay, H=B/u + Cg.u + Cy.u, onde H (mm) € a altura equivalente a um prato
tedrico, a velocidade linear 6ptima ugy = (B/Cs+Cy)"” , pode ser facilmente estimada através da razdo entre o
comprimento da coluna usada, L (cm) e o tempo morto, ty (s), u=L/ty, por ajustamento da pressdo & cabega
do injector.

Para as colunas capilares mais utilizadas (10-60m x 0,25-0,32mm d.i. x 0,1-0,5um espessura de filme), as
velocidades lineares médias geralmente adoptadas para os gases de arrastamento sdo da ordem de 10-15cmvs,
25-30cm/s e 35-45cmy/s para o azoto, hélio e hidrogénio, respectivamente.

Uma das limitagdes que por vezes surge na determinagdo de u, prende-se com a inexisténcia de metano nos
laboratérios, para além das garrafas comerciais serem dispendiosas. Por este motivo, muitos analistas
recorrem ao uso de outros compostos, nomeadamente solventes de cadeia curta, para estimar a velocidade
linear média. No entanto, o metano é sempre mais desejdvel face a outros compostos, uma vez exibir um
tempo de retengdo desprezivel e assim, contribuir para parimetros cromatogrificos mais correctos.

Uma forma simples de produzir metano (CH,), consiste na redugdo de iodometano (CHsl) com tetrahidreto

borato de s6dio (NaBH,) em meio de éter dietileno-glicol-metilico (diglime):

Diglime
CH;l + NaBH; = CH; (99%)

onde um bom rendimento de metano é sempre obtido (99%).

Se pequenas porgdes de metano forem produzidas no laboratério, sem grandes riscos uma vez ser um géds
explosivo, inflamével e téxico, este procedimento parece ser convenientemente simples e prético para
calcular com eficdcia o tempo morto em cromatografia gasosa capilar, fundamentalmente se sdo usados
detectores adequados.

A presente contribuiciio tem como objectivo a abordagem a um método fécil, répido e seguro de gerar metano
a escala micro, no sentido da determinagdo do tempo morto em cromatografia gasosa capilar, para estimar a

velocidade linear média.
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1-Butanol+3-Metil-1-Butanol em Aguardentes Vinicas por CG

Ilda Caldeira; Carla Lopes; Maria Cristina Climaco

1)Estagdio Vitivinicola Nacional. INIA. 2565-191 Dois Portos. Portugal.
E-mail:inia.evn@ mail.telepac.pt

INTRODUCAO

O controlo de qualidade de aguardentes vinicas implica o controlo do teor de um conjunto de compostos, cuja
anélise se realiza por cromatografia em fase gasosa de acordo com a NP 3263 [1].

Neste trabalho é apresentada a optimizagio das condigdes de andlise do método proposto na norma NP 3263

[1], utilizando uma coluna capilar DB-225.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras — solugio padrio constituida por etanal, acetato de etilo, metanol, 2-butanol, 1-propanol, 2-metil-1-

propanol, 2-propeno-1-ol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol+3-metil-1-butanol, 4-metil-2-pentanol (padrdo
interno) em solugfo alcodlica a 50%.

Andlise cromatogrdfica —~ cromatdgrafo (Shimadzu-GC-17A) com detector de ionizagdo de chama (250°C),
coluna capilar (DB-225-30mx0.25mmx0.25pm) e injector (250°C) com repartidor de fluxo. A eluigdo foi
realizada com hidrogénio em gradiente de temperatura

Optimizacdo do gradiente de temperatura utilizado - ensaiaram-se vérios gradientes de temperatura para a
separacio dos compostos da solugdo padrio, nomeadamente 35°C-4min, 10°C/min até 200°C, 200°C-1min;
35°C-12min, 11°C/min até 200°C, 200°C-1min; 35°C-6min, 10°C/min até 75°C, 75°C-3min, 10°C/min até
200°C-1min; 35°C-6min, 10°C/min até 69°C, 69°C-3min, 10°C/min até 200°C-1min.

Optimizacdo _do fluxo _de gds vector - ensaiaram-se vdrios fluxos para o gds de arraste
nomeadamentel.4ml/min,1.2ml/min, 1.0ml/min e 0.9 ml/min.

Estudo da repetibilidade da injec¢do: calculou-se a repetibilidade realizando 10 injecgdes de dois destilados
de aguardentes vinicas envelhecidas (aguardente 1 e aguardente 2), obtidos de acordo com a norma NP 3263

[1]. Para célculo da repetbilidade seguiu-se a metodologia proposta por Olschimke [2]

RESULTADOS
Optimizacdo _das condicdes de separacdo cromatogrdfica - As condigdes de melhor separagio

cromatogréfica, para os compostos em estudo, foram: fluxo de gds vector de 0.9ml/min e gradiente de
temperatura de: 35°C-6min, 10°C/min até 69°C,69°C-3min, 10°C/min até 200°C-1min, apresentando-se na

fig. 1 o cromatograma de uma solugo padrdo nas condigdes optimizadas.
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Figura 1 - Cromatograma de uma solugdo padrao (1- etanal, 2-metanol, 3-acetato de etilo, 4-1-propanol, 5-2-
butanol, 6- 2-propeno-1-ol, 7-2-metil-1-propanol, 8-1-butanol, 9-4-metil-2-pentanol (padriio interno), 10- 2-

metil-1-butanol3-metil-1-butanol.)

Repetibilidade - procedeu-se ao célculo da repetbilidade conforme se descreveu na parte expermental. Os

valores encontrados sdo apresentados na tabela 1

Tabela 1.
Aguardente 1 Aguardente 2
Composto valor medio (mg/1 repetibilidade valor medio (mg/l de repetibilidade
de etanol) (mg/1 de etanol) etanol) (mg/l de etanol)

Etanal 44.83 7.91 47.75 6.70
Metanol 131.68 6.85 129.58 3.67
Acetato de etilo 94.64 11.02 101.97 8.48
1-propanol 39.16 1.66 39.21 1.39
2-butanol 7.80 1.34 7.55 1.33
2-metil-1-propanol 65.18 3.36 63.67 2.72
1-Butanol 1.65 2.10 1.61 2.16
3-metil-1-butanol+2- 268.67 1777 264.86 13.42

metil-1-butanol
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P3. Estudo da Fraccao Livre do Aroma de Vinhos Brancos Elementares das
Castas Loureiro, Alvarinho e Albarifio
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INTRODUGAO
A composi¢do aromdtica do vinho é afectada pela fermentagio e pela composigao das uvas, sendo de destacar

o factor casta. Tradicionalmente, o aroma tem sido um dos factores que mais significativamente contribui

para a avaliago da qualidade de um vinho e revela-se de extrema importancia na sua tipificagdo. O aroma do
vinho é de grande complexidade devido ao elevado ndmero de compostos que o constituem (vdrias centenas
de compostos), que pertencem a diversas classes de compostos quimicos: ésteres, alcodis, dcidos, aldeidos e
cetonas, terpenos, lactonas, etc. No presente trabalho foi o estudada a fracgdo livre do aroma de vinhos
elementares das castas Loureiro, Alvarinho e Albarifio numa tentativa de conseguir a discriminagéo dos trés

tipos de vinho assente no diagrama dos componentes desta fracgdo.

MATERIAL E METODOS

Amostras: Vinhos elementares das castas Loureiro (4 amostras), Alvarinho (4 amostras) ¢ Albarifio (3
amostras) adquiridos no comércio.

Extracgfio: A extracgio da fracgdo livre do aroma foi efectuada de acordo com o método proposto por Cocito
et al. (1995). Uma aliquota de 50 mL de amostra foi extraida sucessivamente por 15, 5 ¢ 5 mL de
diclorometano durante 10 minutos num banho de ultra-sons a 20°C. O extracto final, resultante da mistura dos
trés ciclos de extracgio, foi desidratado com sulfato de sédio e concentrado num evaporador rotativo a 42°C,

sem vécuo, até um volume final de cerca de 0,2 mL.

Equipamento e condigdes de andlise cromatografica: A andlise do extracto foi efectuada num
cromatégrafo de gases Hewlett Packard HP6890. A coluna utilizada foi uma coluna capilar DB-
Wax da J&W (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). As condigGes de trabalho foram as seguintes: gds de
arraste, hélio ao fluxo de 1 ml/min; temperatura do injector (de divisdo) e do detector (DIC),
250°C; programa de temperaturas, 5 min a 50°C, seguido de 4°C/min até 210°C e por fim 30 min a

210°C; volume injectado, aproximadamente 1 pL; razdo de diviséo, 30:1.
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RESULTADOS

Foram detectados diversos compostos (figura 1): acetato de isobutilo (1), butirato de etilo (2), 1-
propanol (3), 2-metil-1-propanol (4), acetato de isoamilo (5), 1-butanol (6), 2-metil-1-butanol + 3-
metil-1-butanol (7), hexanoato de etilo (8), piruvato de etilo (9), acetato de hexilo (10), lactato de
etilo (11), 1-hexanol (12), trans-3-hexenol (13), cis-3-hexenol (14), octanoato de etilo (15),
benzaldeido (16), 2,3-butanediol (17 e 19), linalol (18), decanoato de etilo (20), succinato de
dietilo (21), o-terpineol (22), acetato de 2-feniletilo (23), dcido hexandico (24), dlcool benzilico
(25), 2-feniletanol (26), 4cido octandico (27), dcido decandico (28). Efectuou-se a quantificagdo

destes compostos e a comparagio dos perfis aromdticos dos vinhos elementares das 3 castas.
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Figura 1. Cromatograma resultante da andlise do extracto de um vinho elementar da casta
Albarifio.
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Introducio

Na inddstria dos vinagres, o aroma assume uma importincia crescente, tornando-se urgente a optimizagao de
um método que permita realizar a sua andlise. Nos trabalhos efectuados sobre este tema notam-se duas
tendéncias, uma que defende a necessidade de neutralizar a amostra com éxido de magnésio antes da sua
andlise, para diminuir a quantidade de dcido acético [1], outra que afirma que a neutralizagao altera a
composi¢io da amostra [2]. Este trabalho pretende contribuir para a inddstria dos vinagres através da
optimizacio de um método que permita extrair, separar, identificar e dosear os constituintes voldteis de

vinagres de vinho.

Andlise cromatogréfica

Foi realizada num cromatégrafo de fase gasosa Vega 6000, com injector de splitter a 250°C, detector de
ionizagdo de chama a 250 °C, e coluna DB-Wax de 30 m de comprimento, 0.32 mm de didmetro interno e
0.25 Om de espessura de filme com um programa de temperaturas de 5 min, a 35 °C, rampa de 2,5 °C/min até
210°C e 10 min. a 210 °C. O gés transportador foi o H, com um fluxo de 1.5 mL/min.

Extraccio de constituintes voldteis

Efectuou-se preliminarmente um ensaio com e sem neutralizagdo prévia da amostra com 6xido de magnésio
s6lido. Assim, fizeram-se 3 extrac¢des do mesmo vinagre: uma sem qualquer tratamento prévio da amostra,
outra com neutraliza¢fio da amostra a pH 7 e outra com neutralizagio da amostra a pH 4. A extracgio liquido-
liquido realizou-se por ultrassonificagdo, utilizando como solvente diclorometano bi-destilado [3,4].

Dos resultados obtidos, conclufu-se que as duas neutralizagGes efectuadas provocaram grandes alteragdes na
composi¢do quimica da amostra, jd que os extractos obtidos nfio eram representativos do aroma global da
amostra. Deste modo optou-se por ndo se efectuar qualquer tratamento & amostra, utilizando-se
posteriormente, durante a andlise cromatogrdfica, um programa de temperaturas mais lento para conseguir

separar 0s compostos com tempos de retengio préximos do do 4cido acético.

Estudo do padrdo interno
Verificou-se que o 2-octanol, utilizado para vinhos, originava um pico mal separado, por eluir muito préximo
do 4cido acético. Das outras substincias ensaiadas: 4-nonanol, nonanoato de metilo, 1-decanol, 1-undecanol,

4-metil-2-pentanol e 3,4-dimetil-fenol, apenas as duas Gltimas originaram picos bem separados, e como
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luf as bem distintas do cromatograma, optou-se por utilizar as duas: o 4-metil-2-pentanol para
elufam em zon:

compostos anteriores ao dcido acético e o 3,4-dimetil-fenol, para os restantes.

Repetibilidade do método
ilidade do método,
s condigdes cromatograficas acima descritas. Os constituintes foram identificados

P dod (ib realizaram-se 7 extrac¢des do mesmo vinagre, e injectou-se cada
ara o estudo da repeti

extracto em triplicado, na

3o com os tempos de reteng@o de substincias puras injectadas nas
P mpos de retenca

por comparagio dos seus te o

cas, por injecgdo de extractos e de substéncias puras numa coluna de

mesmas condigdes cromatogréfi N )
¢ cromatografia gasosa/espectrometria de massa. A quantificagdo foi

polaridade diferente (DB-225) € po
efectuada em dreas relativas de 4-metil-2-
A partir destes resultados calculou-se a are;

i im, que O
dos 30 picos isolados. Concluiu-se assift, qu
: 14 valores do coeficiente de variagdo sdo, na quase
B ternos usados, ja que 08
qualquer um dos padroes i

pentanol e de 3,4-dimetil-fenol.
a média, o desvio padrio e o coeficiente de variagio para cada um

método apresenta uma boa repetibilidade em relagdo a

. . [
totalidade dos casos, inferiores & 10%.

Conclusdes

< doseamento de constituintes voldteis de vinagres de vinho, uma vez que
Este método parece ser adequado a0

ermitiu a separagio de cerca 30 compostos, € rdpido e simples, ndo provoca alteragdes na composigdo
D ar

quimica das amostras ¢ tem boa repetibilidade.
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A indistria do vinho, tenta cada vez mais aprofundar o conhecimento de todos os factores responsdveis
pela qualidade do produto final. A fermentagio malo-ldctica (FML) tem sido objecto de vdrios estudos, no
sentido de verificar a sua influéncia nas propriedades organoléticas de vinhos jovens. Tem sido publicada
muita informag@o 2 cerca da produgdo de compostos activos, durante a FML, responsdveis pelo aroma dos
vinhos, sem que se tenha, contudo, estabelecido uma relagdo entre a contribui¢io individual dos compostos
no efeito sensorial. O objectivo deste trabalho é determinar a influéncia da fermentagdo malo-lctica na
composic@o quimica dos constituintes voldteis de vinhos portugueses.

Foram estudados quatro vinhos diferentes, para dois deles foram-nos fornecidas amostras antes e apds a
FML tendo os outros dois a FML terminada. Todas as amostras foram previamente analisadas por HPLC
quanto ao teor em dcidos mdlico e lactico. Apesar da informagfo fornecida quanto a FML, pode observar-se
Tabela 1, que os dados obtidos por HPLC para as concentragdes de dcido mdlico e ldctico ndo sdo
concordantes. Foi valorizada neste estudo a diminui¢@ao na concentragaao de dcido mélico como indicativo da

FNL, uma vez que o dcido mélico pode ser produzido por outras vias.

TABELA 1 Valores encontrados para a concentragio dos dcidos mélico e ldctico nos vinhos estudados

Informagaao do fornecedor sobre a FML

Vinhos . Ac. mélico Ac. Léctico

Sim Nio mol dm™ mol dm™

Acougue (1)* X 1,04 x10* 7,75 x 10°
Agougue (2)* X 4,38 x107 3,23 x10
Agougue (3) X 2,80 x10° 1,34 x10°
Acougue (4)* X 1,82 x103 2,22 x10™
Agougue (5) X 1,26 x10 2,95 x107
Sinete X 3,16 x10° 1,76 x107?

Piriquita X 1,32 x10° 5,9 x10?

* Refere-se a vinhos brancos; os restantes sdo tintos

Para andlise dos componentes voldteis utlizou-se um método de extracgido e destilagdo simultédneos (SDE)
seguido de GC e GC-MS. A figura 1 mostra os cromatogramas de corrente i6nica total obtidos para uma
amostra de vinho (agougue 3 e 3) tabela | antes e apds a fermentag@o malo-ldctica. Embora considerando estes
resultados preliminares, € possivel verificar diferencas, nio apenas na concentragio, mas ainda na composi¢ao

das amostras.
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Figura 1: Cromatogramas dos vinhos acougue 3 e acougue 5 respectivamente sem e com FML. Condigdes
50°C 3°C/min a 210°C . Gés de arraste He a 100kPa. Injecg@io em splitless 1 min. Fonte iénica a 200°C;
interface 250°C. EI 70 eV.

TABELA 2 Identificagfio dos picos dos cromatogramas da figura 1

Peak |Identificagio Peak |Identificagdo Peak |Identificagdo

Nr Nr Nr.
1 | Acetato de isoamilo 6 [Lactato de etilo 11 | Lactato de isoamilo
2 | 2-butanol 7 | Hexanol 12 | Caprato de etilo
3 | Acetato de hexilo 8 | 3-etoxi-propanol-1-acetato 13 | Succinato de dietilo
4 | 2-pentanol 9 | Caprilato de etilo 14 | 2-feniletanol
5 | Capronate de etilo 10 | Ac. acético 15 | Monoetilsuccinato
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P6. Determinagao de Enantiomeros de Aminodcidos em Alimentos na Forma
de Esteres N(O,S)-toxicarbonil heptafluorobutilicos

Susana Casal, J. O. Fernandes, M. Beatriz Oliveira e Margarida A. Ferreira
CEQUP / Faculdade de Farmdcia da Universidade do Porto
Rua Anibal Cunha, 164, 4050-047 Porto, Portugal email: bromato @ff.up.pt

Introdugéo

Para a andlise dos enantiémeros dos aminodcidos por cromatografia gasosa (GC) estdo descritos variados
processos de derivatizagdo e o recurso a colunas quirais (Chirasil-Val, Lipodex E, etc.). Estes processos de
derivatizagdo sdo, normalmente, laboriosos e envolvem normalmente aquecimentos intensos (60-150°C)
durante tempos prolongados. Com o objectivo de conseguir um processo mais répido, com derivatizagio 2
temperatura ambiente, testamos vdrias combinagdes de dlcoois e cloroformatos com vista & formagio de

ésteres N-alcoxicarbonilalquilicos.

Materiais e métodos

Reagentes: Prepararam-se solugdes equimolares dos amino4cidos D e L a 4umol/mL em HCI 0,1M. Como
cloroformatos testaram-se os cloroformatos de etilo e de isobutilo e como dlcoois o etanol, o isobutanol e o
heptafluorobutanol.

Derivatizagio: Os derivados com melhor coeficiente de resposta e resolugio foram os ésteres N(O,S)-
etoxicarbonil heptafluorobutilicos, para os quais se estabeleceu as condicdes de derivatizagio’. A uma
solugdo aquosa de aminodcidos (100 pL) é adicionado 30 uL de heptafuorobutanol/piridina (2:1) e 7 pL de
cloroformato de etilo. Apés uma agitagio de cerca de 10 segundos em vortex, os derivados sdo extraidos com
100 pL de cloroférmio, sendo esta solugdo directamente injectada no cromatégrafo.

Cromatografia gasosa: A cromatografia gasosa foi realizada num cromatégrafo Chrompack (CP-9001). A
coluna utilizada foi uma Chirasil-L-Val (25 m x 0,25 mm). As condigdes de trabalho foram as seguintes: gis
de arraste, hélio; temperatura do injector, 250 °C; temperatura do detector de ionizagiio em chama, 280 °C;

forno com um programa de temperatura desenvolvido para o efeito.

Resultados e discussdo
O processo de derivatizagdo desenvolvido foi aplicado 4 determinagfio do perfil de aminodcidos livres de

vérios alimentos, seguindo a metodologia cldssica de precipitagio proteica seguida de limpeza i6nica
selectiva em colunas de fase sélida. Como padrio interno utilizou-se a p-clorofenilalanina. A Tabela 1

apresenta os resultados.
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Tabela 1: Perfil de aminoacidos livres de vérios alimentos

Leite UHT Leite fermentado Togurte Cerveja preta Vinagre balsdmico
Aminodcido D L D L D L D L D L
% (mg/100mL) % (mg/l00mL) %  (mg/100mL) % (mg/l00mL) %  (mg/l00mL)
Alanina 34 0,28 459 337 60,2 0,41 NC 1,51 283 3,70
Glicina 0,18 0,99 0,56 0,81 1,82
Valina - 0,29 5,0 0,76 2,9 0,33 9.5 0,19 - 3,35
Prolina # 0,36 # 5,02 # 1,61 # 30,17 # 33,70
Isoleucina - 0,16 27 0,72 20,0 0,12 53 0,18 - 12,83
Leucina 17,4 0,19 9,6 0,85 12,1 0,29 - 0,38 52 6,98
Ac. Aspirtico* - 0,49 43,9 0,87 9,6 6,77 20,9 1,40 - 3,12
Ac. glutimico* - 4,67 10,0 1,08 44,6 041 183 0,94 317 1,24
Metionina - 0,36 - 0,10 - 0,08 83 0,11 16,1 0,52
Fenilalanina - 0,08 09 1,09 15,8 0,32 10,8 0,33 1,1 11,38
Histidina - 0,03 26,8 0,60 BT 0,36 12,0 0,22 1.8 4,98
Lisina - 1,46 36,3 2,04 293 1,81 - 0,69 28.8 4,38
Tirosina - 0,25 - 0,04 11,1 0,08 - 0,26 - 4,56
Triptofano - - 0,07 - 0,05 12,9 0,54 - -
AA totais (mg/100 mL) B.85 22.80 16.04 38.50 85.42
NC = ndo calculado devido a separagdo incompleta de um pico interferente; # os enantiéimeros da prolina ndo separam;
* O 4cido aspértico inclui a asparagina e o 4cido glutdmico inclui a glutamina; - = abaixo do limite de detecgio
Conclusoes

A andlise quiral de AA, embora ndo seja ainda um procedimento de rotina em quimica alimentar, poderd
complementar, outros métodos de controlo higio-sanitdrio e de autenticidade dos produtos alimentares.
Este processo rdpido de derivatiza¢do poderd constituir uma alternativa vantajosa a outros processos
descritos na literatura.
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P7. Micro-extraccao em Fase Soélida para Analise de Compostos Voliteis
Caracteristicos de Produtos de Panificacio

S. Castro, I. Delgadillo e J.A. Lopes da Silva
Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro, 3810-193 Aveiro — Portugal

A micro-extracgdo em fase sélida (SPME) ¢ uma técnica recente, apresentando como vantagens o facto de
ser rdpida, livre de solventes, barata, e capaz de integrar a amostragem, a extracgo, a concentragio e a
introdu¢do de compostos orgénicos voliteis e semi-voldteis num tnico passo (1,2). Esta técnica consiste na
introdug@o de uma fibra de silica fundida, com um revestimento polimérico especifico, no espago de cabega, &
na desorgdo no sistema analitico, por exemplo, num cromatégrafo de gases (3). Desde o inicio da sua
utilizagdo, o dmbito das aplicagdes estendeu-se 4 andlise de amostras forenses, farmacéuticas e alimentares
4,5).

Neste trabalho utilizou-se a técnica de SPME na extracgdo e andlise de compostos voldteis representativos do
aroma associado a produtos de panificagio, estudando-se alguns dos factores que terfio influéncia
significativa neste processo. Entre a grande variedade de compostos voldteis que caracterizam quer o aroma
das farinhas de trigo ndo processadas, quer o aroma caracteristico dos produtos de panificagio, apds cozedura
(6,7), apenas se scleccionaram os seguintes: hexanal, nonanal, decanal, frans-2-nonenal, 2-acetilpiridina,
(E,E)-2,4-decadienal, e 2-feniletanol.

O sistema de andlise consistiu na extracgio dos compostos voldteis no espago de cabega, através de SPME,
seguida de introdugio na cdmara de injec¢io do cromatégrafo de gases (GC) e detecgiio por ionizagio de
chama (FID). A fibra utilizada foi de 85 um de poliacrilato (PAc), com um tempo de extracgio de 15 min. As
condi¢bes utilizadas foram: T;=35°C, rampa a 2°C/min até T=135°C, 10 min.; temperaturas de detector e
injector 255°C e 250°C, respectivamente. As amostras foram analisadas segundo vdrios parimetros:
Temperatura (20°C, 37°C e 50°C), tempo de equilibrio (30, 45 e 60 min.), forga iénica (NaCl 0,5 e 1,5 mol/L)
e complexicidade da matriz, procedendo-se, neste tltimo caso, ao estudo da libertagio dos compostos volateis
a partir de dispersdes de amido a 20% (m/m), gelatinizadas e ndo gelatinizadas. O amido foi seleccionado por
se tratar do constituinte mais abundante da farinha de trigo e pela sua capacidade de formar complexos de
inclusdo com determinadas moléculas orginicas (8).

Verificou-se que a extracgio dos compostos voldteis aumenta, quer com o aumento da temperatura, quer com
o tempo de contacto entre as duas fases. Para alguns compostos esta tendéncia geral ndo foi verificada, o que
traduzird o diferente comportamento dos compostos em estudo, dependendo das suas caracterfsticas quimicas,
face aos processos em que participam (difusdo, particdo entre a fase liquida e gasosa, adsorgio/desorgio).
Com o aumento da forga iénica, a 20°C e 45 min., verificou-se o aumento da quantidade de compostos
extraidos, o que traduziré a esperada diminuic@o da sua solubilidade na matriz.

A presenga do amido ndo gelatizado na fase aquosa levou 2 diminuigfio da quantidade extraida da maioria dos
compostos. Apenas no caso da 2-acetilpiridina e do 2-feniletanol se observou um aumento da quantidade
extraida. Os resultados obtidos até ao presente nfo permitem discernir qual dos factores, diminuigio da

difusfio em fase aquosa devido ao aumento da viscosidade da matriz ou interac¢io especifica (composto
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voldtil)-amido, terd um papel predominante. Provavelmente ambos influenciam o processo e o seu efeito
estard dependente das caracteristicas quimicas dos compostos em estudo. Qualitativamente verificou-se um
comportamento semelhante quando a matriz estudada foi amido gelatinizado, o que sugere que a maior
libertagdo de amilose a partir dos gl:ﬁos de amido, promovendo a provdvel complexacio de alguns dos

compostos em estudo, ndo serd um factor predominante nem suficiente para se opor 4 maior taxa de

libertagdo esperada a temperaturas mais elevadas.
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1. Introdugdo
As pirazinas sdo compostos azotados de cadeia heterociclica que desempenham um papel importante no

flavour de muitos produtos e que possuem propriedades sensoriais potentes e caracterfsticas (Maga, 1982).
Estes compostos sdo particularmente importantes nos alimentos, tendo sido j4 identificados em mais de 50
produtos diferentes. Embora possam estar presentes em produtos crus, sdo os que foram submetidos a acgdo
do calor que apresentam maiores quantitativos. Os microrganismos podem também introduzir pirazinas nos
produtos em que se encontram.

Nas sementes de cacau torradas, as pirazinas sdo o grupo quimico dominante entre os mais de 500 compostos
voléteis identificados, correspondendo a cerca de 17% do nimero total de compostos (Nijssen et al., 1996).
Por outro lado, devido aos elevados teores em que estiio presentes e aos baixos limiares de detec¢do, algumas
pirazinas encontram-se entre os compostos odoriferos principais do cacau torrado (Chanliau, 1995;
Schnermann e Schieberle, 1997; Almeida e Pires, 1999).

Embora a presenca de piraziné‘é tenﬁé’ sido detectada em muitos dos estudos realizados sobre os compostos
voldteis do cacau, sdo reduzidos os trabalhos em que estes compostos sdo quantificados e, mesmo nesses, €
notéria a disparidade de resultados entre os diferentes autores (Almeida, 1998).

O objectivo deste trabalho foi identificar e quantificar pirazinas em sementes de cacau torradas, provenientes

de duas diferentes zonas de produgio (S3o Tomé e Principe e Brasil).

2. Material — Sementes de cacau comercial provenientes de S3o Tomé e Principe e do Brasil que foram

sujeitas a tratamentos pés-colheita diferentes.

3. Torra e moenda da amostra - A torra foi realizada a 156°C durante 27min (Almeida, 1998). Os cotilédones
das sementes torradas foram arrefecidos com azoto lquido e moidos em moinho de facas (500pm), sendo

depois conservados a -40°C.

4. Determinagfio das pirazinas — Utilizou-se a seguinte metodologia descrita em Almeida et al. (1999):
Isolamento por destilagio por arrastamento de vapor; identificagio e quantificagdo por Cromatografia Gés-

Liquido.
5. Resultados e discussiio — Foram quantificadas doze pirazinas diferentes, cujos teores estiio apresentados no

quadro seguinte. Apresenta-se, também, os valores extremos referidos na bibliografia para os compostos

estudados.
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Teores de pirazinas das amostras

Pirazinas* teores nas amostras** (ppm)

STS STL STP STT BS BM Bnd Bd  Bibliografia
2,5Dp 0,629 0489 0,757 1,410 1,158 1,294 1,046 1,819 0,02-5,6
2,6Dp 0,404 0,353 0,445 0,636 0542 0,522 0479 0,597 0,1-3,5
2,3Dp 0,657 0,648 0,808 1,124 0,739 0,902 1,064 1,749 0,1-1,4
2(5)p 0,290 0,251 0,315 0509 0,652 0,495 0,580 0,671 0,02-0,5
2(6)p 0,350 0,277 0399 0666 0678 0679 0537 0,819  0,02-0,2

Trp 3,251 2,660 4,110 4,361 2,683 4379 4310 10,145 0,1-10,6

2(3,6)Dp 1,236 1,012 1,048 1,460 2,025 1.862 2,009 3,219 0,62-1
2(3,5)Dp 0,898 0,663 0,960 1,072 0,807 1,283 1,187 2,082 -

Tetp 2,883 3,877 4,571 3,904 1,034 7,909 27,567 85207 0,1-164
2,3(5)p 0,295 0240 0243 0,338 0,558 0,571 0,481 0,711  0,03-0,56
3.52)p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,530 3264 0,14-2,1

2,5D3(3)p 0,405 0344 0,305 0530 0633 0,776 0,569 0,866 -

Total 11,298 10,814 13,961 16,010 10,951 20,672 41,359 111,149 -

*  2,5Dp=2,5-dimetilpirazina;  2,6Dp=2,6-dimetilpirazina; 2,3Dp=2,3-dimetilpirazina;  2(5)p=2-etil-5-
metilpirazina; 2(6)p=2-etil-6-metilpirazina;, Trp=2,3,5-trimetilpirazina; 2(3,6)Dp=2-etil-3,6-dimetilpirazina;
2(3,5)Dp=2-etil-3,5-dimetilpirazina; Tetp=2,3,5,6-tetrametilpirazina; 2,3(5)p=2,3-dietil-5-metilpirazina;
3.5(2)p=3,5-dietil-2-metilpirazina;  2,5D3(3)p=2,5-Dimetil-3(3-metilbutil)-pirazina, **ST=Sdo Tomé e
Principe; B= Brasil; M=secagem em secador mecinico; S=secagem directa ao sol; L=secagem em secador de
lousa; P=secagem em secador de plataforma; T=secagem em secador “Tromag™; nd=ndo despolpado;
d=despolpado.

Destaca-se, tanto quanto nos € possivel saber pela bibliografia consultada, que foi possivel quantificar, pela
primeira vez, a 2-etil-3,5-dimetilpirazina e a 2,5-Dimetil-3(3-metilbutil)-pirazina que sio importantes
compostos odoriferos principais do cacau.
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E actualmente do conhecimento geral que, o processo de tratamento de dguas de abastecimento por cloragio,
leva & formagio de compostos voldteis que podem, quando presentes em niveis elevados, afectar a saide dos
consumidores, designados de trihalometanos (THM’s). Deste modo, hd a necessidade de controlar e
monitorizar os niveis de trihalometanos existentes nas dguas de consumo humano.

Neste sentido, foi desenvolvido o método por microextracgio em fase sélida (SPME) para monitorizar cinco
trihalometanos (CHCI,;, CCl;, CHCl,Br, CHCIBr, e CHBr3) em dguas de abastecimento, sendo a andlise
efectuada por cromatografia gasosa capilar com detecgfo por captura electrénica (CGC-ECD).

Deste modo, procedeu-se ao estudo das condig¢bes 6ptimas de andlise dos THM’s por SPME, tendo sido
utilizada como fase estaciondria um revestimento polimérico de carboxeno/PDMS de 75um e a extracgio
efectuada por espago de cabeca (headspace). Verificou-se que os pardmetros influentes na extracgéo séo os
determinantes na andlise dos THM's, tendo sido encontradas as seguintes condigdes Optimas: T=45°C;
Vaugie=300r.p.m.; 10%<[NaCl] <30% (p/v).

As constantes de distribuigdo estimadas para os analitos, sdo concordantes com as expectdveis para
componentes voldteis, evidenciando no entanto, valores inferiores aos apresentados por outros autores,
quando usam fibras com revestimento polimérico de dimetilpolisiloxano de 95um,

O estudo de implementagdo do método evidenciou curvas de calibragio lineares para uma gama de
concentra¢do compreendida entre 0,1 e 2png/L. Os limites de detecgo obtidos por SPME-CGC-ECD, variam
entre 0,05 e 0,1ug/L, sendo mais baixos relativamente a outras técnicas analiticas convencionais e dando
resposta aos niveis guia de 1pg/L, referenciados pelo decreto-lei n.° 236/98 de 1 de Agosto.

O método demonstrou ser selectiva mas nao especifica e revelou possuir uma precisio média razodvel (1,5-
2,8%RSD), sendo no entanto, inferior para os analitos com menor afinidade para a fase estaciondria usada.
Evidenciou igualmente, percentagens de recuperagio muito baixas, especialmente para o cloroférmio.

As diversas amostras de 4dgua de abastecimento analisadas por SPME-CGC-ECD, evidenciaram niveis de
THM’s, acima do nivel guia do decreto-lei.
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Um dos processos de tratamento de #guas de consumo Humano (ACH) mais importante consiste na
desinfec¢io.

Com esta operagio pretende-se eliminar o risco de ocorréncia de doengas, tais como, doengas
gastrointestinais, doengas parasitdrias, c6lera, hepatite A e febre tiféide.

Para a destruigdo dos agentes patogénicos recorre-se quase sempre ao uso de reagentes quimicos, sendo o
cloro livre ou combinado, 0 biocida mais comum.

Um dos grandes problemas destes tratamentos prende-se com o facto destes compostos terem cardcter
oxidante e reagirem com outros compostos de natureza orgnica, presentes na dgua, quer de origem natural,
quer artificial, originando subprodutos, alguns com potencial risco carcinogénico cu mutagénico. E neste
grupo de compostos que podemos incluir os Trihalometanos (THM).

Da adigdo & agua de cloro gasoso ou na forma de hipoclorito formam-se as espécies activas ifio hipoclorito ou
dcido hipocloroso que em contacto com substiincias himicas, com compostos soliveis segregados pelas
algas, compostos azotados e bromo dio origem aos THM.

Por recomendagdo da Organizagio Mundial de Sadde (OMS) quando for necessdrio decidir entre os
pardmetros microbiolGgicos e os parfimetros referentes a subprodutos da desinfeccdio, a qualidade
microbiolégica deve ter sempre precedéncia.

Neste 4mbito pretende-se com o presente trabalho monitorizar a presenga de THM numa 4gua de consumo
humano produzida a partir de uma captagio de dgua superficial — captagdo de rio.

O controlo decorreu entre Margo de 1998 e Setembro de 1999, com periodicidade semanal, correspondendo a
cerca de 80 amostras, das quais serdo analisadas as referentes a 4 pontos de amostragem da rede piiblica, um
Hotel, um Posto médico, um bar e um café.

Tecnicamente aplicou-se um método cromatografico, utilizando uma coluna capilar de fase DB 5, 30 m, 35
mm e 0,25 um, e detecgiio por captura de electrdes (ECD), detector especifico e de elevada sensibilidade a
compostos halogenados. Recorreu-se 4 técnica de injecgio de “head space” estitico. Esta técnica consiste em
fazer tomas de 5 ml de dgua para frascos de 10 ml, que sdo devidamente encapsulados. Estes sdo aquecidos e
mantidos a 60°C durante 20 min, para assegurar o equilibrio de fase Liquido-Vapor. Uma seringa tipo “gas
tight” € aquecida a temperatura superior a 60°C para evitar fenémenos de condensagio e é injectado no
cromatografo 1 ml do vapor localizado no espago de cabega do frasco.

O método de quantificagio baseou-se na aplicacio da Norma ISO 8460, usando recta de calibragdo pelo
método de padrdo externo para os compostos Cloroférmio, Bromodiclorometano, Clorodibromometano e
bromoférmio.

Pretende-se confrontar os teores encontrados com os valores referidos na legislagdo nacional, comunitéria e
valores da OMS e estabelecer valores guia para o total de THM , assim como referenciar o limite de detecgdo
do método.

Como conclusdo apontam-se condigdes que permitam a optimizagio dos binémios desinfeccdo/teor de
matéria orgénica na dgua de partida e desinfecgio/teor de subprodutos na dgua de consumo.

Referéncias
ISO 8140 i
Hemetério Monteiro, Aguas e Residuos-Ano I, Julho de 1996

C.A.Weston, R.P.Albert, D.N. Speis, L.Williams and W.Martin, American Laboratory, 30-35, December
1992
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A poluig@o de origem fecal (efluentes domésticos ou agricolas) constitui um grave problema de saude piblica
pois provoca a contaminagio de 4guas ¢ sedimentos com microorganismos patogénicos. Os métodos
microbioldgicos utilizados tradicionalmente na monitorizagdo deste tipo de contaminagio apresentam a
desvantagem de serem afectados pela variabilidade inerente aos sistemas bioldgicos para além de ndo
fornecerem informago sobre a fonte de contaminagdo’.

A utilizagdo de marcadores quimicos de poluigdo fecal, como sejam os 4lcéois e cetopas esterélicos tem sido
frequentemente proposta como metodologia alternativa®, A quantificagio dos compostos esterdlicos
presentes em dguas ¢ sedimentos permite avaliar o grau de contaminagdo orgénica e identificar as principais
fontes de poluigao fecal.

A implementagio desta metodologia em programas de monitorizagio ambiental tem no entanto sido
dificultada pela complexidade e morosidade dos métodos analiticos propostos. A sequéncia de operagdes a
realizar para isolar e quantificar a fraccgdo ester6lica, no caso de amostras de .':’1guz:12’3 € esquematizada na

Figura 1:

Filtracdo de 10 L a Extracgdo Soxlet Concentragio
50 L de dgua —» | dosfiltros/36h | —P> do extracto
Saponifica¢do com Extracgio Fraccionamento
KOH / MeOH —>» liquido/liquido —» em coluna

v

Derivatizagdo com
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida

Figura 1: Sequéncia de operagdes a realizar para proceder ao isolamento de compostos esterélicos a partir de

amostras de dgua
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Neste trabalho pretendemos estudar a utilizagdo da técnica de microextracgdo em fase sélida no isolamento de
dlcoois e cetonas esterélicos a partir de dgua, com o objectivo de simplificar o processo analitico global. A
quantificagdo dos analitos extraidos foi efectuada por cromatografia gasosa com detecg@o por ionizagdo de
chama.

Os pardmetros optimizados no método de SPME foram: o tempo de adsor¢io e de desorpgdo, o efeito de
“salting-out” e o tipo de fibra utilizada.

Ap6s optimizados estes pardmetros foi construida uma recta de calibragdo e foram determinados os limites de

detec¢do e de quantificagio do método.
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As dguas subterrdneas tém sido tradicionalmente consideradas como fontes de dgua mais puras do que as
dguas superficiais. O facto de serem naturalmente filtradas através do solo e de permanecerem longos
periodos de tempo no subsolo, faz com que apresentem teores mais baixos de matéria orgénica bem como
menos microrganismos patogénicos que as dguas superficiais. No entanto, a crescente contaminagdo destas
dguas com poluentes quimicos tem vindo a suscitar preocupagdes cada vez maiores.

O estudo levado a cabo neste trabalho compreende a monitorizagio de quatro amostras de dguas subterrineas
(um furo dos servigos municipalizados para captacfo de dgua para consumo humano e trés furos particulares)
e uma amostra de dgua superficial (uma ribeira). Todas as amostras foram colhidas num raio inferior a 5 Km
¢ durantel2 campanhas a intervalos regulares durante 6 meses (inicio de Janeiro a final de Maio de 1998).
Os pontos de amostragem apresentavam como principais fontes de possiveis contaminagdes uma lixeira
municipal e os residuos resultantes das préticas agricolas da regifio (essencialmente vinha e pastoricia).

De entre os vdrios pardmetros fisicos e quimicos analisados apenas serfo discutidos neste trabalho os
referentes ao diagrama da fig.1 sendo, no entanto, correlacionados com outros pardmetros analisados tais
como pH, Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO), Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBOS5), Sdélidos
Suspensos Totais (SST), S6lidos Dissolvidos Totais (SDT) e Carbono Orgénico Total (TOC)

Para a monitorizacdo dos anides ( Fluoretos, Cloretos, Fosfatos, Nitratos e Sulfatos) recorreu-se a
cromatografia idnica com detec¢io por conductividade e supressio electrolitica. Utilizou-se neste trabalho um
cromatografo i6nico DX 300 com uma pré coluna AG4*, uma coluna AS14 e um supressor de ides em
autosupressdo com dgua ASRS. O detector utilizado foi um detector electroquimico em modo de
condutividade. Utilizou-se ainda uma fase mdvel aquosa com 1,0mM NaHCO; e 3,5 mM Na,CO; com um

fluxo de 1,2 mi/min, tendo as amostras sido injectadas directamente num loop de 50ul.

Fig. 1
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No que respeita & determinagiio dos pesticidas organoclorados foram monitorizados 11 pesticidas. Foi
efectuada uma extracgdo liquido/liquido com uma mistura de n-hexano/éter dietilico (85:15) com posterior
concentragdo sob fluxo de azoto a 10 ml. A andlise foi efectuada num cromatografo gasoso (Carlo Erba) com
uma coluna capilar DB-608 (J&W) 15m, 0,53mm LD e 0,850m de espessura de filme e um detector de
captura electrénica.

Foram ainda analisados 5 pesticidas organofosforados por cromatografia gasosa utilizando um cromatografo
Fisons, com uma coluna DB-17 (J&W) 30m, 0,53mm 1D e 10m de espessura de filme ¢ um detector
especifico de azoto e fésforo. Foi levada a cabo uma extracgdo liquido/liquido com diclorometano a cerca de
3L de cada amostra com posterior concentragdo a 1 ml em evaporador rotativo. Os volumes de amostra para a
determinagdo de pesticidas organofosforados e organoclorados foi de cerca de 3L por amostra.

Como conclusdo geral do trabalho ressalta o facto de se terem observado teores de contaminagao superiores
na amostra de dgua superficial, em especial no que se refere ao teor em anides. No que respeita as dguas
subterrineas € de referir que a analise quimica permite distinguir amostras recolhidas a diferentes

profundidades pelos seus contaminantes caracteristicos.
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Introdugao
O Propariz € um herbicida formulado na fdbrica da Rhéne Poulec Agro no Cacém, cuja substdncia activa é o

propanil - propionamida - devendo a concentragio nominal média ser de 360g/L no produto final.

O método da cromatografia gds-liquido (GLC), utilizando como detector a ionizagdo de chama (FID), tem
sido adoptado para quantificar substincias activas presentes em herbicidas [1].

A construgio de uma curva de calibragio com uso de padrdo interno e a aplicagdo do método da adigio
padrdo, permitem estimar a concentragio de propanil nas amostras de Propariz.

A validagio do método cromatogréfico pode ser feita através de testes estatisticos adequados, que permitam
avaliar o bem desempenho do mesmo [2].

No presente trabalho, a linearidade na gama de concentragdo estudada, a selectividade e a precisio e
exactiddo, foram igualmente avaliadas, tendo-se procedido igualmente & estimativa dos limite de detecgio e

quantificagéo.

Experimental
O equipamento utilizado foi um cromatégrafo HP 5890 series II com detector FID, sendo a coluna de

enchimento a OV-17. Utilizou-se azoto como gds de arrastamento e a programagdo da temperatura do forno
foi linear.

A curva de calibragio foi efectuada com solugdes padriio constituidas pelo herbicida padrio (propanil) e
padrdo interno (DMF). As concentragdes destas solugbes foram aproximadas 4 concentragcdo do herbicida a
quantificar na amostra formulada (apGs as respectivas dilui¢Ges).

No método da adigiio padrio, adigdes crescentes de padrdo propanil foram adicionadas as amostras de

Propariz.

Resultados e Discussdo

A curva de calibragiio usada apés estabelecimento de condigdes cromatograficas optimizadas ¢ a apresentada
na figura 1. Observa-se nitida linearidade no intervalo de concentragdes estudade (0,1-0,3g/L), tendo sido
confirmada através dos testes da Homogeneidade de Variincias, Mandel, Homogeneidade de Coeficientes de

Varia¢io e Andlise de Residuos.
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Curva de Calibracgao
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Figura 1 - Curva de calibragio obtida para doseamento do propanil.

Por aplicagdo do método de adigao de padrao a amostras do herbicida Propariz, obteve-se boa linearidade nas

recuperagoes de propanil, como pode ser observado na figura 2.

M étodo da Adicdo Padrido (propanil)

y=8,0019x + 0,328
R?=10,996

o By MEdi0
=
»

Sinal A
propanil
o o
- n
i L

-0,086 -0,05 -0,04 -0,03 -0,02 0,01 [ 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

ug propanil adicionado

Figura 2 - Aplicagio do método da adig@o padrdo a amostras de Propariz.

Conclusdes
O método cromatogrifico (GC-FID), mostrou ser selectivo ao propanil, apresentando a curva de calibragio

obtida excelente linearidade na gama de concentragdes estudadas (0,1 até 0,3g/L), como comprovaram 0s
testes estatisticos efectuados.

Através do desvio padrdo residual da recta (Sy/x), calculou-se o limite de detec¢do (LD=0,0246g/L) e o limite
de quantificacdo (LQ=0,0820g/L).

Os testes de repetibilidade efectuados & precisio do método evidenciaram niveis significativos (6-13).

A exactidio do método foi analisada com recurso ao método da adi¢io de padrdo a amostras de Propariz,
tendo-se obtido recuperagdes com cerca de 98%.

Apés o método cromatografico implementado e validado, verificou-se que a concentragdo nominal média de

propanil nas amostras produzidas na fibrica é de 357,0g/L.
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INTRODUCAO

Os compostos voldteis existentes numa quartola de madeira podem ser compostos origindrios da madeira ou
outros que se formaram durante o aquecimento realizado no seu fabrico, operagdo esta designada por queima,
0s quais tem uma grande influéncia no aroma de bebidas alcoélicas envelhecidas. Os estudos desenvolvidos
tem incidido fundamentalmente sobre a madeira de carvalhos franceses e americanos [1,2,3]. Chatonnet [4]
apresenta uma boa revisdo bibliogréfica sobre os compostos aromdticos da madeira de carvalho

Neste trabalho pretende-se apresentar os resultados relativos & composig¢io de uma madeira de carvalho
portugues (CNG), a qual deu origem, em estudos anteriores [5], a aguardentes de boa qualidade
comparativamente a uma de carvatho francés Limousin (CFL), tradicionalmente recomendada para o

envelhecimento de aguardentes.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras — aparas de madeira de carvalho portugués (CNF) e carvalho francés Limousin (CFL), submetidas a

diferentes niveis de queima (Q0-sem queima, QL-queima ligeira, QM-queima média; QF-queima forte).
Obtencdo de um extrato hidroalcodlico de aparas —apés optimizagio prévia, realizou-se a extracgdo (3 h) de
5 g de aparas moidas em 100 ml de solugdo hidroalcodlica a 55% v/v, (pH 4.2), e com agitagio mecénica.
Andlise dos compastos voldteis

Extracgdo e concentragdo — o extrato hidroalcoélico de aparas foi extraido com diclorometano, utilizando-se
como padrdes internos o 2-octanol e o 3,4-dimetilfenol, e concentrado até um volume de 200 pl (método
adaptado de Coccito er al. [6]).

Andlise cromatogrdfica — cromatdgrafo (Carlo Erba 6000 Vega Series) com detector de ionizagdo de chama
(250°C), coluna capilar (DB-Wax-30mx0.32mmx0.25pum) e injector (250°C) com repartidor de fluxo (razdo
de repartigdo 1:15). A eluigio foi realizada com hidrogénio (1,4 ml/min}, em gradiente de temperatura de
45°C (5 min isotérmica) até 210°C (3,5°C/min) e 30 minutos a 210°C .

Identificagdo dos compostos — por comparago dos tempos de retengdio com os de padrdes analisados nas
mesmas condigdes, em duas colunas, (DB-Wax e DB-225) e por cromatografia gasosa-espectrometria de
massa (CG-EM).

RESULTADOS

Foram identificados 18 compostos de diferentes familias quimicas, nomedamente 5-metil-furfural, furfural,
5-hidroximetil-furfural, 4-metil-guaiacol, guaiacol, eugenol, siringol, 2-fenil-etanol, 4-alil-siringol, 4cidos
acético, propandico, hexandico, octanéico e decanéico, vanilina, y-lactona do 4cido 4-hidroxi-buteno-2-6ico,

Y-lactona do dcido 4-hidroxi-3-metil-octandico e 3-metil-1-butanol+2-metil-1-butanol.
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A andlise de varidncia aos resultados permitiu verificar que a madeira CFL apresentava relativamente 28 CNG,
teores significativamente mais elevados nos seguintes compostos y-lactona do dcido 4-hidroxi-buteno-2-6ico,
4cido hexandico, guaiacol, 4-metil-guaiacol, 4-alil-siringol e vanilina. No que respeita & queima, foi possivel
verificar que este procedimento tecnoldgico provocou um aumento significativo do teor de vdrios compostos
nomeadamente furfural, 5-metil-furfural, 5-hidroximetil-furfural, guaiacol, eugenol, siringol, 4-alil-siringol,
dcido octanéico e vanilina, resultados estes concordantes com os obtidos por outros autores [1] em madeiras
de carvalho francés. No grifico seguinte apresentam-se os resultados de alguns dos fendis voldteis, para as

duas madeiras e nas duas situagdes extremas de queima (QO-sem queima, QF-queima forte).

mg de3.4-dimetilfenc 11000 g
aparas (peso seco)

8.000
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2.000
0.000

guaiacol eugenol siringol 4-alilsiringol

OCNG Q0 [ICNG QF OCFL Q0 @CFL QF [
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INTRODUGAO

O periodo de consumo de frutas € relativamente curto pelo que podem ser sujeitas a transformagdes agro-
industriais. Processos como a secagem ou a desidratagfio osmética tém sido frequentemente utilizados com
este objectivo. Durante o processamento, a fruta sofre alteragdes pelo que terd todo o interesse estudar a
composigdo quimica dos frutos frescos e dos produtos resultantes. Nesse sentido estdo a ser feitos estudos
para optimizar as condigdes de andlise das frutas e produtos afins e o trabalho descrito nesta comunicagdo
estd na sequéncia de outros estudos [1,2].

Produtos de desidratagdo osmética de frutos estio a ser estudados por meio de técnicas instrumentais de
andlise quimica tendo em vista a sua caracterizagdo e posterior comparago de resultados com a avaliag¢do
sensorial.

Neste trabalho, apresentam-se os resultados preliminares obtidos no desenvolvimento de métodos de
tratamento de amostra e andlise tendo em vista o estudo de péssegos, damascos e nectarinas,

A micro-extraccdo em fase sélida (MEFS) foi utilizada como técnica de preparagdo da amostra para anlise
de compostos voldteis, tendo sido utilizadas para o efeito fibras com diferentes revestimentos. A andlise foi

feita num cromatdgrafo de fase gasosa acoplado a um espectrémetro de massa (GC-MS).

EXPERIMENTAL

Amostras de péssego e damasco fresco bem como secado foram cortadas e colocadas num frasco Schott (100
ml) que foi tapado. Fibras com diferentes revestimentos (PDMS 100 pm, PDMS/DVB 65 upm,
DVB/CAR/PDMS 30 pm, Poliacrilato 85 pm da Supelco) foram postas em contacto, durante 60 minutos,
com a “frac¢lio de espago de cabega” em equilfbrio com a amostra no interior do frasco e A temperatura
ambiente. No injector do cromatégrafo (Shimadzu) a 250°C, os compostos voldteis foram libertados e
analisados numa coluna (DB1701P da JW, | = 30 m, d.i. = 0,25 mm) com o seguinte programa de
temperaturas: 40 °C durante 5 min; rampa a 5 °C min-] até 240 °C, 7 min a 240 °C. A identificagio dos
principais compostos presentes nas amostras foi feita por comparagio com os espectros da biblioteca de

espectros.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Na figura 1 comparam-se os cromatogramas obtidos na andlise da frac¢do voldtil em equilibrio com uma

amostra de péssego quando se utilizaram fibras com diferentes revestimentos e foi possivel fazer a

identificagdo de alguns picos.
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FiFigura 1. Cromatogramas de uma amostra de nectarina com fibras

A fibra com um revestimento de DVB/CAR/PDMS 30 um era a mais eficiente na concentragao
dos compostos, dado que se obtinham 4reas de picos bastante superiores quando esta fibra era
usada. Na figura 2 comparam-se os perfis cromatograficos obtidos na anilise de amostras de

nectarina, péssego e damasco seco.
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Figura 2. Cromatogramas de nectarina, péssego e damasco seco
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Conclui-se que a fibra mais adequada & concentragio dos compostos voldteis era a de
DVB/CAR/PDMS 30 um por permitir diminuir o tempo de exposi¢iio da fibra 4 amostra. Esta
vantagem € importante quando se analisam produtos naturais que facilmente sofrem alteragdes na

sua composigdo quimica, como é o caso dos frutos.
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P16. Thaumetopoea Pityocampa (Den. & Schiff) Pest Management: A
chromatographic overview
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(2) OARDC-Dept. of Entomology, Ohio State University, Wooster,

OH 44691-4096,USA

The winter pine processionary moth Thaumetopoea pityocampa is one of the major defoliator pine pests in
southern Europe and North Africa. In Portugal, the processionary moth attacks both endemic and introduced
species. Severe pine defoliation, caused by the caterpillars, frequently occurs causing economic damage M,
Additionally, humans are also plagued by this moth, since the larvae posses urticating hairs, which cause
irritation to the skin and mucous membranes, often leading to severe allergic reactions.

The chemical structure of the sex pheromone of T. pityocampa was identified as (Z)-13-hexadecen-11-ynyl
acetate ®. Traps baited with the synthetic pheromone have been frequently used in several Mediterranean
countries, mainly for monitoring the phenology of male flight activity, but occasionally also aiming at
masstraping and population dynamics studies.

Monitoring the adult flight periods can provide an approach to the forecast of the peaks of larval hatching and
defoliation, as well as an estimation of the threshold of economic damage.

However few data are available regarding the pheromone biology of this insect defoliator and the
composition of the volatiles emitted by the dispensers used to bait the traps.

The present study compared the pheromone emissions of virgin females, 1 to 5 days old, with those of
synthetic baits. The abdominal tips of calling females were cut and extracted with pentane and cleaned up
with silica gel .The volatiles emitted by the pheromone dispensers were analysed by purge & trap.

The analysis were performed using a HP-5890 chromatograph connected to a Mass Selective Detector HP-
5970 with a MS-Chemstation. The column used for all analysis was a DB-5 with a 30mm x 0.32 mm i.d. and
1.0 Um film tickness (J&W Scientifics, Folsom, USA).

In this poster some preliminary results are presented. Figure 2 shows that the sex pheromone is a trace peak
among the volatile components emitted by the dispensers. The amounts of pheromone extracted from the
abdominal tips of virgin females were not related to female age, which contrasts with previous observations

indicating an age dependent pheromone emission for this defoliator.

M Lamy, M., 1990: J. Applied Entomology 110, 425-437
@ Gerrero, A. et al: Tetrahedron Letters 22, 2013-2016
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Figure 1: Total ion chromatogram of an abdominal tip extract obtained from a T. pityocampa

virgin female with a close up of the pheromone region.

TIC: EDU98CS.D
Abundance sample: 2 cuted pheromone dispensers
exraction by P&T, 2 hours, 40 ml/min
1.28+07 “yispenser by AgriSense)

1.1e+07 ]

1e+07 | :
9000000 1
8000000 -
7000000 1
6000000 {
5000000 ] Y11Z13-16AC
4000000 |

3000000 4

2000000 4

1000000 A

Wl h

TPt e . _— T e
6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.00

Figure 2: Total Ion Chromatogram from the pheromone trap dispenser obtained by purge and trap
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P17. Comparative Study of the Aromas of Ten Pinus Species Using
Olfactroscopy and High Resolution Chomatography.

MATEUS, Eduardo; MUNHA, José C.; PAIVA, Maria Rosa
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P - 2825 - 114 Monte de Caparica, PORTUGAL

The analysis of the terpene composition emitted by different trees has proved useful in a wide variety of
studies. Thus chemotaxonomy was used to characterise some coniferous species and this tool can further be
exploited to decode insect-pine interactions ', A new tool is now used to evaluate differences in the pinus
species “bouquet”: the AromaScan®.

Ten pine species, 3 native ones, Pinus halepensis, P. pinea and P. pinaster, and 7 introduced ones, P. brutia,
P. patula, P. radiata, P. taeda, P. elliottii, P. kesyia and P. sylvestris were sampled in central Portugal,
Abrantes, region.

The aroma analysis of Pinaster species was performed using a sensor array detection device equipped with a
multi-element array of 32 chemical sensors. The plant material studied consisted of pine needles from ten
pine species. A multivariate analysis (Sammon Mapping ) (figure 1)) of the data was carried out in order to
summarise the sensor responses.

In addition, 0.85g +0.02g of needles, were taken from each species, cut and transferred to 7.0 ml vials
(Supelco, Bellefonte). After 30 minutes equilibrium at room temperature, the headspace was extracted by
solid phase microextraction (SPME) during 45 minutes, using a 100 Om PDMS fiber (Supelco, Bellefonte).
Following extraction, the fiber was thermally desorbed and the compounds eluted separated in a DB-5
capillary column, with a 30 m x 0.32 mm i.d. and 1.0 Om film (J&W, Scientific, Folsom).

The Sammon Map produced was compared with a previous study of Principal Components Analysis (PCA)
obtained using the monoterpenes peaks areas of the monoterpenes identified from the ten Pinus species [1].
Results suggest a better correlation of the Sammon Mapping than the PCA with the level of attack by an
insect defoliator, the pine processionary moth. The cluster distance from the origin obtained with the Sammon
Mapping is inversely correlated with the level of attack by the insect defoliator.

An apparent discrepancy was observed for P. patula, for witch the attack level was low. This observation
might be explained by the morphological characteristics of P. patula, such as long and soft needles in

comparition to other pine species whitch could deter feeding and oviposition by T. pityocampa.

UIMATEUS E. P.et al, Differentiation of twelve pine species from central Portugal by monoterpene composition analysis
using HS-HRGC. - Nineteenth International Symposium on Capillary Chromatography and Electrophoresis May 18-22,
1997- Wintergreen, Verginia USA pp 338

I AromaScan Manual, AromaScan Inc., Hollis, U.S.A.
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Figure 1 — Sammon Mapping of the ten species of Pinus produced with the AromaScan data

2 1 T I
- Pine Specias Attack level
(%)
1 F 0O Taedn - P. pinaster 80
e P. elliouii 73.9
@ Pata
— , P. taeda 57.65
#_Ealeponsis
g O [] Emea YV Radiala
5 A Bt P. radiata 42.85
— & Efiotii
O P. pinea 33.3
< -1 .
P. kesyia 14.2
P. Patula 12.5
=0 | 1 e
-3 -2 -1 0 1 2
FACTOR(1)

Figure 2 - PCA of the ten Pinus species analysed, produced with peak areas of the monoterpenes obtained by

chomatography and attack levels by the processionary moth of seven pine species.
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P18. Flavour a Cacau: Identificacio de Compostos Odoriferos Principais

M. H. G. Almeida, A. M. Pires

Centro de Investigagio de Ciéncias Agrdrias Tropicais, Departamento de Agro-indistrias e Agronomia
Tropical, Instituto Superior de Agronomia

Tapada da Ajuda, 1399 Lisboa cédex, mhga@mailcity.com

1. Introdugdo
O odor a cacau é devido a mais de 500 compostos (Nijssen er al., 1996) sem que, até hoje, tenha sido possivel

apontar um que, por si s6, 0 possa representar.

Os compostos odoriferos principais do cacau sé muito recentemente foram objecto de estudo através dos
trabalhos de Chanliau (1995) e Schnermann e Schieberle (1997) que utilizaram o método de diluigio do odor
AEDA associado 2 técnica de Cromatografia Gés-Liquido/Olfactometria (GCO) para identificar 0s compostos
odoriferamente mais activos em extractos de sementes de cacau e de pasta de cacau, respectivamente.

Uma outra abordagem a este tipo de investigagdo pode ser feita através do conceito de “unidade de odor” (U,)
mas ainda ndo foi aplicada ao cacau. Baseia-se na relagdo entre a concentragdo de um dado composto ¢ 0
respectivo limiar de detecgdo (LD), o que possbilita o calculo do niimero de “unidades de odor” (U,) com que
esse composto contribui para o odor do produto (Teranishi et al., 1971).

O objectivo deste trabalho ¢é identificar e quantificar alguns compostos odoriferos principais em sementes de
cacau comercial torradas, através de metodologia por nés afinada, por calculo do respectivo nimero de Uo.

2. Material — Sementes de cacau comercial (fermentadas durante 136h e secas ao sol e em secador artificial

“Tromag") provenientes de Sdo Tomé e Principe.

3. Métodos - Compostos voldteis: Apés torra e moenda, procedeu-se ao isolamento por destilagdo por
arrastamento de vapor e & identificagdo ¢ quantificagdo por Cromatografia Gas-Liquido (Almeida ef al.,
1999); Niimero de unidades de odor (Uo) = ¢/LD, onde: c=concentragdo do composto no produto, LD=limiar

de detec¢do do composto em dgua.

4, Resultados e discussdo — No quadro seguinte apresenta-se o niimero de U, dos compostos quantificados no
extracto para os quais existem valores de LD publicados.

Da andlise dos dados ressalta a importincia de 3-metilbutanal, hexanal, trimetilpirazina, 2-etil-3,6-
dimetilpirazina, 2-etil-3,5-dimetilpirazina, fenilacetaldeido e benzaldeido, todos com valores de log (n® U,)

superiores a 1, no odor das sementes de cacau comercial torradas.

84

Niimero de unidades de odor (U,) de alguns compostos quantificados nas amostras torradas

Composto IR" LD (ppm)® sol "Tromag"
n® U, log (n°Uy n’ U, log (n° Uy)
Diacetil 881 0,003 284,6 2,45 1234 31
3-Metilbutanal 910 0,0002 112930 5,05 67705 4,8
Hexanal 1075 0,0045 31,77 15 24 14
2-Metilpirazina 1247 60 0,005 -2,25 0,00255 -2,6
2,5-Dimetilpirazina 1300 1,75 0,386 -0,41 0,37 -0,43
2,6-Dimetilpirazina 1308 1,5 0,355 -0,45 0,27 -0,561
2-Etilpirazina+outro 1314 6,0 0,138 -0,86 0,136 -0,864
2,3-Dimetilpirazina 1233 25 0,198 -0,70 0,206 -0,685
2-Etil-5-metilpirazina 1363 0,1 4,32 0,64 2,04 0,309
2,3,5-Trimetilpirazina 1369 0,023 61,08 1,79 68,86 1,84
2-Etil-3,6-dimetilpirazina 1421 0,0086 105,46 2,02 76,74 1,89
2-Etil-3,5-dimetilpirazina 1437 0,00004 4875 3,69 6600 3,82
Benzaldeido 1493 0,35 22,4 1,35 5.2 0,72
Fenilacetaldeido+outro 1616 0,004 1899,5 3,28 1230,75 3,09
Alcool furfurilico 1653 1,9 0,977 -0,01 0,924 -0,03

@ IR=Indices de retencdo calculados com a fase CP — Wax 52 CB.; ? Limiar de detecciio na dgua

(Boelens e Gemert, 1995; Buttery e Ling, 1997; Buttery et al., 1997).

Os resultados confirmam os obtidos, através da técnica GCO, por Chanliau (1995), Schnermann e Schieberle
(1997) e por nés préprios em estudos preliminares (Almeida, 1998). O calculo do nimero de U, permitiu-nos
assim, apesar das suas conhecidas limitagdes, superar alguns dos condicionalismos da GCO que impediram a

utilizagdo desta técnica no nosso laboratorio.
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P19. Online HPLC Chiroptical Detection of 2-Hydroxyglutaric Acid
Enantiomers and Diagnostic of 2-Hydroxyglutaric Acidurias

H. J. Chaves das Neves, M.D.R. Gomes da Silva, M. M. P. Gongalves, and M. R. Tojeiro, Departamento de
Quimica, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova de Lisboa, 2827-114 Monte da Caparica.
K. Andert, IABW eV, Robert-Roessle Strasse 10, D-13125 Berlin, Germany

L-2-Hydroxyglutaric acidura is a rare metabolic disease with a neurological presentation but new cases keep
appearing regularly. Diagnostic relies heavily upon the determination of the absolute configuration of 2-
hydroxyglutaric in the urinary organic acids' profile. The same applies for the D enantiomer, since D-2-
hydroxyglutaric aciduria is a different disease . Until now analytical diagnostic of such cases is based on the
preparation adequate diasteromeric derivatives for gas chromatography or liquid chromatography but the
derivatisation procedures may have some detrimental effects in the analysis, principally if quantitative data
are required or are less adequate for the daily routine work. 2-Hydroxyglutaric acid is very prone to
lactonisation. Even very mild reaction conditions may lead to appreciable lactone formation. This tendency is
enhanced under acidic reaction conditions and with temperature. Other possible side reactions in acidic media
are solvolysis and partial racemisation. The presence of extraneous peaks in samples may arise from these
side reactions. Recoveries of 77% can be achieved in urine samples with a coefficient of variation of 5.5%.
Chiral resolution of both enantiomers of racemic dissodium 2-hydroxyglutarate is achieved on a commercial
HPLC column, where the macrocyclic antibiotic Teicoplanin, chemically bonded to a silica gel bed is used as
chiral selector, under ELSD monitoring. Since elution is carried out at pH 4, with triethylammonium acetate
buffer, the free acids are released with the formation of unretained sodium acetate that is detected by the
evaporative light-scattering detector. Although enantiomer identification and quantitation can still be
achieved, a cleaner chromatogram is obtained by elimination of sodium acetate by treatment of the sample

with a strong cationic ion-exchanger resin (Figure 1).
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Online chiroptical detection is achieved by a in-house constructed CD detector still at prototype stage. Under
CD detection conditions or polarized light conditions the enantiomers originate positive (L) or negative (D)
signals relative to the base line (Figure 2). This type of chiroptical spectroscopic detection allows direct
configuration assignment by direct observation of the chromatogram together with the corresponding
polarized light absorbance or/and the CD spectra .

Figure 3 shows the potential application to direct diagnostic of 2-hydroxyglutaric acidurias, The chiroptical
HPLC assay of a simulated patient’s urine shows a negative sign corresponding to the presence of D-2-

hydroxyglutarica acid.
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P20. Online HPLC Chiroptical Detection of Active Pharmaceutical
Enantiomers and Enantiomeric Purity Determination without Chiral
Separation

H. J. Chaves das Neves, M.D.R. Gomes da Silva, M. M. P. Gongalves, and M. R. Tojeiro, Departamento de

Quimica, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova de Lisboa, 2827-114 Monte da Caparica.
K. Andert, IABW eV, Robert-Roessle Strasse 10, D-13125 Berlin, Germany

Diltiazem is the commercial name of (28-cis)-3-(acetyloxy)-5-[2-(dimethylamino)ethyl]-2,3-dihydro-2-(4-
methoxyphenyl)-1,5-benzothiazepin-4(5H)-one; (+)-cis-5-[2-(dimethylamino)ethyl]-2,3-dihydro-3-hydroxy-
2-(p-methoxyphenyl)-1,5-benzothiazepin-4(5H)-one acetate (I).
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It is pharmaceutically active as a calcium antagonist used in the treatment of variant angina, with
antiarrythmic and antihypertensive effects. A number of methods for the chromatographic assay of Diltiazem
have been published in the last 20 years, involving gas chromatography (HRGC), thin layer chromatography
and HPLC. Once only the S-cis form is active, methods for assessing enantiomer purity have become
mandatory in the last few years. Recently CZE methods and been recommended for enantiomer separation,
but associated stability problems may complicate the unequivocal assignment of the peaks in real samples of
pharmaceutical or physiological origin.

We have been developing a new spectroscopical detector for online HPLC chiroptical detection by UV and
CD spectroscopy. The present results show the potential application of the new instrument, still at prototype
phase, in the resolution of chiral chromatographic detection. Figure 1 shows the detector output in UV and
CD modes for a batch of the raw drug analysed by HPLC on a Chirobiotic T™ column. Both enantiomers are

recognised, chromatographically as well as spectroscopically.
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The importance of this new online chiroptical detection is the ability to deconvolute incomplete enantiomeric
separations, as shown in Figure 2. The detector in CD mode allows assessment of enantiomeric purity without
enantiomer separation. Complementary identification can be achieved by means of both UV and CD spectra
(Figure 3).
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P21. Sintese e Separacio de Estereoisémeros de Kielcorinas

Carlos M. M. Afonso®, M. Emilia Sousa®®, Madalena M.M.Pinto®
(a)C.E.Q.O.F.F.U.P.; Faculdade de Farmicia, Rua Anibal Cunha, 164
4050-047, Porto, Portugal

(b)I.S.C.S. - Norte, Rua Central da Gandra, 1317, 4580 Gandra

As kielcorinas s@o derivados 1,4-benzodioxanicos, pertencentes & classe dos xantonolignéides, que mostram
interessante actividade biol6gica [1,2].

O processo de obtencdo das kielcorinas € baseado no acoplamento oxidativo de um niicleo xanténico com o
dlcool coniferilico [3]. Tendo como blocos construtores a 3,4-diidroxixantona e o dlcool coniferilico foram

obtidas a trans-(*)-kielcorina C (1) e a cis-(¥)-kielcorina C (2) no produto bruto da reacgéo [4].

A trans-(¥)-kielcorina C (1) e a cis-()-kielcorina C (2) demonstraram actividade promissora em estudos de
citotoxicidade e proliferagdo de linfécitos-T humanos, in vitro [3].
Os isémeros cis/trans foram separados por RPHPLC, utilizando como fase mével metanol/dgua (20:80).

Neste trabalho s@o descritos os processos de sintese e separagdes cromatogrificas efectuadas.
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P22. Development and Full ICH Validation of a Direct HPL.C Method for the
Quality Control of a Pharmaceutical Dosage form Containing Phenol and
Salicylic Acid

R. Manadas, F. Veiga, J. J. Sousa, M. E. Pina

Laboratério de Tecnologia Farmac@utica (Unidade de Controlo de Qualidade de Medicamentos) Faculdade de
Farmiécia

Universidade de Coimbra

Salicylic acid (SA) associated to Phenol (PHE) is being used to treat sormne skin diseases caused by a
vegetable parasite called Trichophyton tonsurans. These substances are present in a pharmaceutical dosage
form commercially available in Portugal as a lotion.

At the moment there are few chromatographic methods for the determination of these two components. Those
methods referred in the literature have been developed to determine salicylic acid and its related substances -
phenol, 4-hydroxybenzoic acid and 4-hydroxyisophthalic acid-, which are present in small amounts. They are
time consuming, the peaks are often not well resolved or have not good shapes, and use expensive
chromatographic columns.

The method developed was optimised aiming the fastest run time without compromising the resolution of the
peaks in the drug product (drug substances, impurities and excipients).

The validation of the method complies with the latest ICH (International Conference Harmonisation)
recommendations for the analytical method validation procedure.

We have performed the specificity tests (including the identification, the assay and impurity test), the
linearity, the range (according to the working concentrations), the accuracy (concerning the drug substance
and the drug product), the precision (repeatability and intermediate precision) and some parameters of the
robustness test (temperature, pH and flow rate).

The chromatographic system consisted of a solvent-delivery pump (Shimadzu LC-10AD) equipped with a
variable dual wavelength SPD-10Avvp UV/Vis detector, a quaternary FCV-10AL solvent delivery system,
and an injector with a 2011 loop. Data were recorded and analysed in a Pentium 11 computer by the LC-
Workstation (Class LC-10Version 1) interfaced with Shimadzu's CBM- 10A Communications Bus Module.
The column used was a Chrompack 250 x 4.6 mm i.d. Spherisorb 10 ODS at room temperature. The mobile
phase consisted of a methanol/water mixture adjusted to pH 3 with acetic acid glacial. The flow rate was set
at 1 ml/min and the detector at 270 nm.

Standards and samples were dissolved in the mobile phase and diluted to the appropriate concentration prior
to injection.

Identification of the raw materials was performed by comparison of its chromatograms with those of the
standard materials (USP RSMs) after injection of the solutions on the system. The impurities of salicylic acid
(4-hydroxybenzoic acid -4HBA, and 4-hydroxyisophthalic acid -4-HIPA), which are commercially available,
were identified using the same method.

Linearity was studied in the range of 5-30pg/ml for PHE and 10-60ug/ml for SA and good correlation
coefficients were achieved when the calibration curve was plotted.

The accuracy has been established across the range for linearity of the analytical procedure. It has been
studied in the drug substance by comparison of the results obtained from the standards with those of the drug
product, by application of the analytical procedure to a synthetic mixture of the drug product components.
The synthetic mixture has been prepared with the excipients to which known quantities of the drug substances
have been added. We studied two parameters of the precision: repeatability and intermediate precision. The
achieved repeatability, expressed as the coefficient of variation (RSD), was always lower than 0.5% (RSD).
Intermediate precision, expressing within-laboratories variations in different days, was always lower than 1%
(RSD).

Robustness has also been studied through the variation of temperature, pH and flow rate.

We reached a time saving, precise and accurate method for the determination of these substances in the
studied dosage form, with separation, identification and quantification of the related substances of salicylic
acid - other than phenol - that can be used in other matrices (pharmaceutical or biological).
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Permethrin (PER) is an important type 11 pyrethroid insecticide with worldwide use in veterinary medicine,
agriculture, forestry, household, store products, public health and in human preparations as insecticide or as
repellent. It is active against a wide range of pests including lice, ticks, fleas, mosquitoes, and black flies.
Piperonyl butoxide (PBQO) is a synthetic methylenedioxyphenyl inhibitor of cytocrome(s):P450, and is an
important synergist in several insecticide formulations.

There are several methods for the determination of each of these products alone. However, a few processes
determine both components and none is adequate for simultaneous quantification of them and of the two
isomers of Permethrin.

We used a PER standard containing 22.3% of the cis-isomer and 77.7% of its trans-isomer and PBO for the
development of the method and the elaboration of the calibration curve and a sample of shampoo containing
1% of PER and 2% of PBO that is used against pediculosis capitis in humans. Other reagents were HPLC
grade and purchased to Merck.

The chromatographic system consisted of a solvent-delivery pump (Shimadzu LC-10AD) equipped with a
variable dual wavelength SPD-10Avvp UV/Vis detector, a quaternary FCV-10AL solvent delivery system,
and an injector with 20u1 loop. Data were recorded and analysed in a Pentium II computer by the LC-
Workstation (Class LC-10 Version 1) interfaced with Shimadzu's CBM- 10A communications bus module.
We used a RP-8 Lichrosorb (250 x 4.6 mm i.d.) Sum (Jones Chromatography) column at room temperature
(20-23° C). The detector was set at two wavelengths: 20Inm for quantification of PER and 287nm for
quantification of PBO. Analyses were carried out isocratically using a three-component mobile phase:
acetonitrile:methanol:water.

Standards and sample were accurately weighed, dissolved in the mobile phase, diluted to the appropriate
concentration filtered and injected in the chromatographic system without any previous sample preparation.
We tested the selectivity, precision, intermediate precision, linearity and accuracy of the method obtaining
excellent results.

The method was optimised varying the mobile phase composition until obtaining a final run time of 15
minutes and a resolution of approximately 2 between the two isomers of PER.

Precision varied from 0.31%, 1.07% to 2.70% (Mean RSD) for PBO, Trans-PER and Cis-PER, respectively.
The linearity of the method was verified under the range of concentrations of 4- 25ug/ml for PBO, 1.554-
9.713pug/ml for Trans-PER and 0.456-2.788g/ml for Cis- PER.

The calibration curve was calculated using five points and good correlation coefficients were obtained for the
three components: R?=0.9997 for PBO, R*=0.9999 for Trans-PER and R?=0.9999 for cis-PER.

After this work it was demonstrated that the procedure developed is simple, sensitive, precise and accurate.
According to the validation parameters, we can conclude that this is a rapid method for the routine control of
cis and trans-PER and PBO present i a shampoo formulation and may be further studied for the application
in other pharmaceutical matrices.
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Os dcidos fendlicos, designadamente os 4cidos gdlhico, vanilico, siringico, ferilico e eldgico, sio
constituintes da madeira usada no fabrico de quartolas, bem como das aguardentes e vinhos, pela
transferéncia ocorrida durante o processo de envelhecimento em madeira (Delgado e Gémez-Cordovés, 1987;
Chatonnet, 1995; Martinez et al. ,1996; Simon et al., 1996; Canas et al., 1998a; Canas et al., 1999) e ocupam
uma posi¢io de destaque, ao nivel dos compostos fenélicos de baixo peso molecular. Tal importancia reveste-
se de um cardcter tanto quantitativo, como qualitativo, sendo de realgar o aporte da madeira para a presenga
de alguns destes dcidos. Sob este aspecto a madeira coloca-se como outro elemento que poderd contribuir
para sustentar os efeitos benéficos para a saiide associados a um consumo moderado de vinho (Ribeiro de
Lima er al., 1998). As observagdes anteriores tém pois implicito o interesse da determinagdo rigorosa dos
teores dos 4cidos fendlicos nas madeiras, nos vinhos e nas aguardentes envelhecidas. Nesta constatagio
assentou o objectivo do presente trabalho: a avaliagdo intralaboratorial de um método de quantificagio dos
dcidos gélhico, vanilico, siringico, ferilico e eldgico, por HPLC, em aguardentes envelhecidas.

Descrigio do método: Apds filtragio por membrana de 0,45 um (Titan), as amostras foram analisadas nas
seguintes condigdes cromatograficas:

- Solventes: A - d4gna/dcido férmico (98:2 v/v); B - metanol/dgua/dcido férmico (70:28:2 viviv);

- perfil de eluigdo - adaptado de Puech et al. (1988): regime isocrético 0% B em 3 min., seguido de gradientes
lineares de 0 a 40% B em 22 min.; de 40 a 60 % B em 18 min., regime isocratico com 60 % B em 12 min.,
gradiente linear de 60 a 80 % B em 5 min.; regime isocritico 80 % B em 5 min.

- volume de injec¢do - 20 ul; fluxo - 1 ml.min™'; X - 280 nm; temp. da coluna - 40 °C,

Equipamento: Lachrom Merck Hitachi equipado com bomba quaterndria L-7100, detector UV-Vis L-7400 e
injector automdtico L-7250. Coluna Lichrospher RP18 (5 pm), Merck, de 250 mm x 4 mm. Aquisigdo e
tratamento de dados: Millennium 2010.

Reagentes e padrdes: Solventes gradient grade (Merck) e padrdes - 4cido gilhico monohidratado, dcido
eldgico dihidratado, 4dcido vanilico, 4cido siringico e dcido ferdlico - (Fluka).

Avaliagio intralaboratorial do método: Os parimetros relativos 2 praticabilidade, especificidade,
quantificacdo e fidelidade foram estudados com base no protocolo de Monteiro e Bertrand (1994). Para a
determinagdo dos limiares analiticos adoptou-se o procedimento proposto por Caporal-Gautier ef al. (1992).

No Quadro I sdo apresentados alguns dos parimetros analisados.
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Quadro 1 - Alguns parfmetros de avaliago intralaboratorial do método

Composto Eq. curva Gama Coef. Limiar  Limiar Sensib. Repetib.
calibragao conc. Corr, detecgao  quant. (mg/l)
(mg/) (mg/1) {mg/l) (V*sec/mgi’l) A B

éc. galhico y=38422x  0a200 0,9996 0,372 1,239 0,0384 3,873 2,638
dc. vanilico y=23281x 0a20 0,9998 0,266 0,885 0,0244 0,442 0,203
dc. sirfngico y=42544x 0a25 0,9999 0,041 0,136 0,0394 0,498 0,468
dc. ferdlico y=24405x 0al9 0,9999 0,039 0,131 0,0532 0,814 0,325
4c. eldgico y=20398x  0a250 0,9984 0,790 2,632 0,2252 3,163 1,395

y - drea; x - conc. ; A,B = diferentes amostras de aguardentes usadas para o célculo da repetibilidade.

Os resultados obtidos permitem concluir que o método desenvolvido &, de facto, adequado ao objectivo

definido.
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INTRODUCAO

A produgdo de licores no Algarve tem particular importincia por utilizar produtos que habitualmente sdo
excedentdrios na regidio. A sua preparaciio envolve a maceragdo de frutos ou plantas em aguardente de figo,
seguido da adi¢io de um xarope de agticar.

Neste tipo de bebidas sdo muito importantes os compostos responsdvéis pelas caracterfsticas aromdticas,
assim como os que lhes conferem sabores e cores caracteristicas.

A electroforese capilar (EC) tem sido utilizada na andlise de compostos fendlicos em bebidas alcodlicas [1]
(vinhos brancos e tintos, licorosos, aguardentes vinicas), extractos alcoélicos de madeira [1] e de frutas
(tangerina) [2].

Neste trabalho, pretendeu-se mostrar a aplicabilidade da técnica de EC na andlise dos licores obtidos a partir
de virios citrinos (laranja, tangerina e limdo) e que contribuem assim para a composi¢do quimica e
caracteristicas organolépticas destas bebidas. Os resultados das anilises foram comparados com os obtidos na
andlise por HPLC com detecgio espectrofotométrica.

EXPERIMENTAL

Os licores de limdo, tangerina e laranja, foram analisados por electroforese capilar (Lauerlabs, Prince) com
detecgdo UV a 254 nm. A separagiio, em soluciio tampdo 10 mM de borato a pH=9.2, ocorreu a 35°C, a
potencial de 25 kV,

As amostras também foram analisadas por HPLC num equipamento UNICAM com detector de diodos. Foi
utilizada uma coluna Lichrospher RP-18, 5 pm (Merck). Foram utilizados os seguintes eluentes: A-ic.
fostérico 0.1% B-dc. fosférico 0.1%, acetonitrilo 40%, dgua 60% com a seguinte programagio de eluentes: 0-
15 min até 20% B; 15-25 min com 20% B; 25-70 min até 70% B; 70-75 min com 70% B; 75-85 min até
100% B; 85-90 min com 100% B. O fluxo era de 0.7 ml/min e a temperatura da coluna 35°C. A identificagio
dos compostos foi feita por sobrecarga da amostra com solugdes dos seguintes padrdes: cido ascérbico (1),
furfural (2), 4cido citrico (3), 4c. 3-hidroxibenzéico (4), dc. 2-furdico (5), dc. ferdlico (6), 2-vanilina (7),
rutina (8), naringina (9), hesperidina (10), miricetina (11).
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ )
A fim de se fazer uma comparaggo dos diferentes licores, apresentam-se na figura 1 os perfis cromatograficos

obtidos nas andlises de licores de limao, laranja e tangerina.
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Os perfis electroforéticos dos mesmos licores sdo comparados na figura 2. Os resultados obtidos mostram que
os perfis cromatogréficos e electroforéticos dos licores de tangerina e laranja s3o muito semelhantes.

x Fig. 2 - Electroforegramas de licores a 254 nm
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Relativamente ao licor de limao jd se notam algumas diferengas no perfil desta amostra, nomeadamente a
concentragdo de hesperidina (figura 1) € inferior e a concentragio de naringina é superior.

Os resultados obtidos mostram a aplicabilidade das técnicas de EC e HPLC na andlise deste tipo de amostras
e discutem-se as vantagens e desvantagens das duas técnicas relacionadas com o tempo de anélise e volume
de reagentes e de amostra utilizados.
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INTRODUCAO

Os compostos presentes nos vinhos licorosos, provém das uvas e também das madeiras usadas durante 0
periodo de estdgio. Na caracterizagdo de vinhos Moscatel estdo a ser utilizadas técnicas de cromatografia em
fase gasosa no estudo de componentes voldteis.

Os componentes nfio voldteis presentes nestes vinhos, designadamente os compostos fendlicos, sdo
habitualmente analisados por técnicas separativas (cromatografia em fase liquida e electroforese capilar)
associadas a detectores de absorgdo no ultravioleta e em alguns casos de fluorescéncia [1]. Dada a
possibilidade de muitos destes compostos sofrerem reacgOes de oxiredugdo, a detecgiio electroquimica pode
funcionar como uma ferramenta importante que vai contribuir para um conhecimento mais aprofundado da
composigo quimica e propriedades dos compostos existentes nessas amostras.

Neste trabalho, apresentam-se resultados preliminares obtidos no estudo de compostos fendlicos existentes
em vinhos licorosos Moscatel de diferentes proveniéncias e em diferentes fases de processamento, mediante

andlises por HPLC utilizando detectores de absorgio (UV-vis) e electroquimico colocados em série.

EXPERIMENTAL

Amostras de vinhos licorosos Moscatel adquiridos no mercado bem como de um vinho de 1999 que estd em
fase de produgdio foram filtradas em membrana de 0.45um antes de injectar no cromatégrafo, usando
condi¢des de andlise descritas anteriormente [1]. Para confirmar a identificagdo de alguns compostos usaram-
se solugdes de padrdes.

O cromatégrafo estava equipado com detectores de diodos e electroquimico ligados em série, sendo o
tratamento de dados do detector electroquimico feito de acordo com o procedimento descrito em outra

comunicagio [2].

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os cromatogramas apresentados na figura 1 pretendem ilustrar o perfil cromatografico duma amostra de
vinho velho Moscatel de Setiibal de 1955, & comparando os dois modos de detecgdo evidencia-se que apenas
alguns dos compostos responsdveis pelos picos detectados por absor¢dio no ultravioleta sdo
electroquimicamente activos. A identificagio de alguns compostos foi feita por sobrecarga com padrdes (tais

como dcido gélhico (1), 5-HMF (2), furfural (3), 4cido protocatechuico (4) e o acido elédgico (5)).
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Fig. 1. Cromatograma de vinho Moscatel de Setiibal
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Para ilustrar a evolugdo de composigio quimica do vinho Moscatel, apresentam-se na figura 2 os

cromatogramas de um vinho em inicio de produgdo e um vinho com 3 anos.

3 Fig. 2. Cromatogramas de vinhos Moscatel de Setubal em
diferentes fases de envelhecimento
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Os resultados preliminares obtidos no trabalho que estamos a realizar serdo discutidos comparando os
cromatogramas obtidos pelos dois modos de detecgio a fim de estudar a evolugiio que se observa nestes
vinhos ao longo do periodo de envelhecimento.

AGRADECIMENTO — A empresa José Maria da Fonseca pela cedéncia das amostras.
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Introdugio: O carbamato de etilo (CE) é um composto com actividade carcinogénica, presente em
quantidades vestigiais em alguns vinhos. A necessidade de cumprimento da legislagdo referente ao
estabelecimento de limites méximos de CE em vinhos, bem como o desconhecimento actual dos niveis deste
componente nos vinhos de qualidade portugueses, motivou o estudo de uma metodologia fidvel e a0 mesmo
tempo capaz de ser implementada em laboratérios de controlo de qualidade.

Foi desenvolvido um procedimento analitico para a quantificagdo de carbamato de etilo em vinhos, através de
uma derivatizagio pré-coluna com 9-xantidrol e posterior separagdo e detecgio do derivado por HPLC com
detector de fluorescéncia.

Material e Métodos: A derivatizagio pré-coluna envolve a reacgdo de 9-xantidrol com 500 01 de amostra, em
meio 4cido, 2 temperatura ambiente, durante 5 minutos ao abrigo da luz. O derivado fluorescente &
imediatamente injectado num sistema cromatogréfico constituido por um cromatégrafo Hewlett Packard 1090
AminoQuant Series II, um detector Hewlett Packard 1046, tudo controlado por uma ChemStation HP (A06
revision). A separagiio cromatogréfica efectuou-se numa coluna Coluna HP AminoQuant 200 x 2,1 mm 5
Um, associada a uma pré-coluna HP ODS Hypersil 5 0m 20 x 2,1 mm. O volume injectado foi de 15 [IL. A
fase mével A era constituida por tampdo acetato de sédio 20mM pH 7,2 ¢ a fase m6vel B por acetonitrilo,
utilizando-se um sistema de eluicio gradiente. A detecgio efectuou-se aos comprimentos de onda de
excitagdo de 233 nm e de emissdo de 600 nm.

Foram analisadas 42 amostras distribuidas por: Vinho da Madeira (12), Vinho do Porto (9), aguardentes
vinicas (13) e de Vinho do Alentejo (8).

Resultados e Discussdo:. A metodologia analitica é suficientemente rdpida para poder ser implementada em
andlises de rotina, onde o ponto critico é frequentemente o elevado nimero de amostras a serem analisadas.
As caracleristicas principais do método sdo: separacdo cromatogrifica em cerca de 30 minutos, limite de
detecgio de 4,2 [g/L, precisio intermédia para as amostras de 6,3% e recuperagdo média de 96%.

O presente método ndo requer extracgio prévia das amostras, efectuando-se apenas uma diluig¢do antes do
procedimento de derivatizagdo que demora 5 minutos.

Este método € compativel com as exigéncias da legislagdo, relativamente 2 qual os limites mdximos de CE
sd0 150 Og/L para aguardentes, 100 [g/L para vinhos licorosos e 50 Og/L para vinhos de mesa.

Os valores médios de carbamato de etilo obtidos para cada grupo de vinhos estudados foram (média + desvio
padrio): 91,2 + 47,9 Og/L (aguardentes), 31,9 + 21,2 Og/L. (Vinho do Porto), abaixo do limite de
quantificaciio (Vinhos do Alentejo) ¢ 33,5 + 14,5 Ug/L (Vinho da Madeira).

Agradecimentos: os autores agradecem ao Instituto do Vinho do Porto pela disponibilizagdo do equipamento

analitico que permitiu as determinagdes cromatograficas, bem como 4 Fundagdo da Ciéncia e tecnologia pelo
financiamento do projecto PRAXIS 3/3.2/AGR/2307/95 e Bolsa de Doutoramento PRAXIS/BD 3261/96.
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1. - INTRODUCAOQ

Foram iniciados estudos sobre a azeitona de mesa da cultivar ‘Galega’ [1], devido & importincia econémica
que reveste e & necessidade de implementagio da sua ‘Denominagéo de Origem’.

A preparacfio de azeitona de mesa envolve uma fase de fermentagio que decorre em salmouras e pela qual é
responsdvel, em grande parte, flora lictica. Tornou-se pois necessdrio estabelecer meios que possibilitem o
controlo e acompanhamento das transformagdes quimicas, biogquimicas e bioldgicas que vao ocorrendo ao
longo da fermentacdo de forma a conseguir um produto final de elevada qualidade e mantendo as suas
caracterfsticas. Assim, tém sido estudados processamentos de azeitonas desta variedade, analisando quer os
frutos, antes e depois de fermentados, quer as salmouras de fermentagdo em diferentes fases [2].

Neste trabalho, e referente 4 campanha de 1998, s@io descritos os métodos utilizados e os resultados
conseguidos na andlise de salmouras de fermentagio de dois processos fermentativos, um de cardcter artesanal

outro semi-industrial.

2. - MATERIAL E METODOS

Foram ensaiadas salmouras de azeitonas da cultivar ‘Galega’, colhidas ao longo do processo de fermentagdo,
origindrias de um produtor artesanal (Ladoeiro) — A e de um produtor semi-industrial (Envendos, Probeira) —
B.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com detector “diode array” e com programas diferentes, foi
usada para pesquisa de compostos frequentes em salmouras (oleuropeina, luteolina, luteolina-7-glucosido,
rutina) e para a obtengio de perfis cromatograficos de compostos fendlicos; foi utilizada detecgio
electroquimica amperométrica para pesquisa de substincias antioxidantes. O teor de polifendis totais foi
determinado por espectrofotometria de absor¢do molecular.

A andlise de componentes voldteis foi realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria

de massa (GC/MS), sendo a microextracgao em fase sélida (SPME) usada para a preparagdo da amostra.

3. - RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras estudadas, apenas duas da produgio B, e em fase final de fermentagfo, apresentaram um pico
cromatografico cujo espectro de absorgdo no UV se assemelhava ao da oleuropeina.

Relativamente aos perfis cromatogréficos de compostos fendlicos, verificou-se marcadas diferengas entre os
dois processamentos, exemplificados na figura 1. Observa-se que na fase inicial de fermentagio os

componentes volateis detectados nas amostras A sio diferentes dos de B, com excepg¢io do 4dcido acético que é
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0 tnico composto comum. Para o processamento A verifica-se teores mais elevados destes componentes que

parao B.

1200 J‘JJ B final
B inicial

5.00

W Afinal
6.00 i S
A inicial

0.00

18.00 36.00 54.00 72.80  tr {min.)

Figura 1.-Perfis cromatogréficos de salmouras em diferentes estados de fermentagio

Em final de fermentacdo a amostra do produtor B apresenta um maior nimero de compostos volateis que a do
A. Neste estado de fermentagio os compostos identificados nas amostras A e B sio maioritariamente
pertencentes aos grupos dos dcidos e dlcoois orgnicos sendo comuns aos dois processos: dcido acético,

butirolactona, dlcool feniletflco e 3-etil-fenol.
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P29. Monitorizacdo de Hidrocarbonetos Aromaticos Polinucleares por
HPLC, em Aguas de Consumo Humano, num Concelho da Grande Lisboa,
por um Periodo de 4 Anos (1996/99)
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Os Hidrocarbonetos Aromdticos Polinucleares, PAHs, sdo muitas vezes, subprodutos do processamento de
petréleos ou o resultado da combustio incompleta de materiais contendo na sua composi¢io hidrocarbonetos.
Como fontes de produgiio de PAHs destacam-se as de origem natural (os incéndios florestais ou a actividade
vulcinica) e as de origem antropogénica, como as emissdes dos veiculos, os sistemas de produgio de energia
ou calor, a incineragdo ou o fumo de cigarro).

Muitos destes compostos sdo carcinogénicos a teores relativamente baixos. Estes alojam-se profundamente
nos pulmdes, onde iniciam a deterioragfio das células e possfvel mutagdo destas. Uma vez na corrente
sanguinea, os PAHs sfo transformados pelos enzimas em compostos ndo téxicos soliveis em dgua e capazes
de serem eliminados pelo organismo, ou sofrem uma ac¢io metabélica dando origem a uma forma capaz de
provocar a mutagdo do DNA celular.

Apesar de serem relativamente insoldveis em dgua a sua natureza, altamente téxica, exige a monitorizagao
destes em dguas de consumo humano e em 4dguas residuais.

Neste trabalho fez-se um estudo dos niveis de PAHs presentes em dguas de consumo humano distribuidas na
rede de abastecimento piiblico de um concelho da grande Lisboa. O trabalho decorreu no periodo
compreendido entre Junho de 96 e Setembro de 99, tendo sido realizadas 16 campanhas, onde se recolheu
cerca de 110 amostras. O processo de tratamento de cada amostra envolveu uma extracgio liquido-liquido
com diclorometano, seguida de uma concentragdo por evaporagio e retoma em acetonitrilo. A andlise foi
realizada num equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, HPLC, com um detector de
ultravioleta-visivel.

Da andlise dos resultados obtidos verifica-se que os compostos de maior niimero de anéis aromadticos (5 e 6)
como o Benzo (a) pireno, o Benzo (g,h,i) perileno ou o Indeno (1,2,3-cd) pireno, (substincias de maior grau
de toxicidade) estdo na maioria dos casos ausentes das amostras de dgua em estudo. Os compostos de maior
peso molecular, tendem a associar-se a particulas apds a sua emissdo, podendo ser esta a via de retengio
destas moléculas. Pelo contrario, os compostos de 2 e 3 anéis aromdticos, como o naftaleno, apresentam-se na
maioria dos casos na fase gasosa, principalmente nos meses de Verdo, onde as temperaturas sdo mais
elevadas. No estudo realizado observa-se de uma forma genérica maiores teores destes hidrocarbonetos,
quando se compara com os niveis determinados para os PAHs de maior peso molecular.

Apesar da menor toxicidade dos PAHs primdrios, a sua reacgdo fotoquimica na presenca de NO, pode
produzir Nitro-PAHs, como p.e. o 1-nitronaftaleno, que possuem uma elevada toxicidade.

Como conclusido geral do estudo realizado verifica-se que na esmagadora maioria das amostras os teores
determinados para os PAHs encontram-se dentro dos limites mdximos admissiveis estabelecidos pela
legislagdo portuguesa e comunitéria.

Referéncias

Gibson, M.D., Jackson, M. H., Murdoch, M. F,, International Environmental Techonology, 1997, 25
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P30. Anilise de Extractos Polares de Madeira de EUCALYPTUS GLOBULUS:
Optimizacio dos métodos de extracgio e das condigdes de anilise por HPLC

Sara M. Cravo, Ténia M. Silva, Fernando M. Domingues, José A. Cavaleiro
Departamento de Quimica - Universidade de Aveiro

A presenca de taninos na madeira de eucalipto influencia o processo de produgdo de pasta para papel uma vez
que estes contribuern para a formagio de depdsitos (pitch) que viio afectar as caracteristicas da pasta [1].
Estes compostos aparecem essencialmente nos extractos mais polares das madeiras, sendo dificeis de
quantificar.

Neste trabalho compararam-se virios métodos de extraccio e limpeza do extracto para posterior estudo por
HPLC. Foram testados trés métodos de extracgdo directa sobre madeira moida: dois com uma mistura
metanol:dgua (4:1) descritos na literatura [1,2], que diferem no processo de limpeza do extracto, e um terceiro
s6 com metanol, na ausFncia de luz e & temperatura ambiente.

Testou-se ainda a extracgio da madeira em Soxhlet com etanol, apés extracgio sequencial com éter etilico e
acetato de etilo.

Posteriormente foram optimizadas as condigdes para a andlise dos extractos obtidos por HPLC, Verifica-se
que a melhor resolugio se consegue com um programa de gradiente usando como eluentes metanol e
dgua:metanol: 4cido fosférico (94:5:1). Testou-se, ainda, um programa isocrético, que permite determinar
individualmente ¢ de forma rdpida os dcidos gélico e eldgico. Concluiu-se gue o método que permite a
obten¢do de um extracto mais completo para um cromatograma com melhor resolugdo e melhor linha de base
€ o método descrito por B. Charrier er al. [1].

Da extracgéio em Soxhlet resulta um extracto muito complexo, cuja andlise por HPLC s6 ¢é possivel apés
hidrélise e fraccionamento.

Da observagdo dos cromatogramas confirma-se que os extractos mais polares de madeira de eucalipto sdo

bastante ricos em compostos polifenélicos, essencialmente elagitaninos e galotaninos.

(11 B. Charrier, M. Marques, I.P. Haluk, Holzforschung, 1992, 46, 87-89.
[2] E. Cadahia, E. Conde, M.C. Garcia-Vallejo, B. Ferndndez de Simén, Holzforschung, 1997, 51, 119-124,
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P31. Anilise de Aguas de Cozedura de Cortica por HPLC: Deteccio
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INTRODUGAO

Portugal é 0 maior produtor mundial de cortiga e as rolhas sdo o produto mais valioso. Na produgio de rolhas
hd efluentes (4guas de cozedura) com teores elevados de compostos orginicos entre 0s quais compostos
fendlicos dificilmente biodegraddveis.

Estes compostos fenélicos podem ser analisados por HPLC com detecg@o por espectrofotometria de absorgdo
no ultra-violeta[1]. A electroforese capilar também tem sido utilizada nas andlises dos componentes da cortiga
bem como dos existentes nas dguas de cozedura [1,2].

Neste trabalho, usou-se nas andlises por HPLC um detector electroquimico acoplado a um detector de diodos
a fim de estudar o comportamento electroquimico dos compostos separados nas andlises cromatograficas.

A comparagio do conjunto das informagGes obtidas pelos dois detectores permite um conhecimento mais
aprofundado da composigio das dguas de cozedura. O estudo do comportamento electroquimico dos vérios
compostos presentes nas amostras permite prever qual a sua evolugdo ao longo do tempo, o que pode

contribuir para a discussio de métodos possiveis para tratamento destes efluentes.

EXPERIMENTAL
As amostras simuladas de dguas de cozedura de cortiga foram produzidas no laboratério pondo em contacto

dgua a ferver com pedagos de pranchas de cortica crua. Estas amostras bem como amostras colhidas em
instalagio industrial foram analisadas por HPLC com detector de diodos ligado em série a um detector

electroquimico.

Utilizou-se uma coluna RP18 (Merk) e pré-coluna contendo o mesmo enchimento. A anélise foi feita com
programacfo de eluente usando um gradiente com dois eluentes: 4cido fosférico 0.1% e de 4cido fosférico
0.1% com 40% de acetonitrilo.

A identificagiio dos compostos estd a ser feita a partir das amostras fortificadas com padrdes conhecidos:
dcido gdlhico (1), 4cido protocatechuico (2), 4cido p-hidroxi-benzdico (3), 4cido vanilico (4), vanilina (5),

dcido eldgico (6), sinapinaldeido (7) e coniferaldeido (8).

Resultados e Discussdo
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Na figura 1, comparam-se os dois modos de detecgdo (absorgdo no ultravioleta a 254 nm e electroquimica) e

evidencia-se que alguns dos compostos responséveis pelos picos detectados por absor¢io no ultravioleta séo
electroquimicamente activos.
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Figura 1-Cromatogramas de dgua de cozedura de cortiga produzida no laboratério

Os perfis cromatogrificos de 4gua de cozedura de cortica produzida no laboratério ¢ de uma amostra

industrial, apresentam-se na figura 2,
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Figura 2-Cromatogramas de dgua de cozedura com detecgdo no U.V, a 254 nm

Acontece muitas vezes que amostras deste tipo sdo bastante instdveis quimicamente. A detecgio
electroquimica nestas andlises tem a vantagem de permitir a obtencio de informagdes acerca do
comportamento dos compostos presentes nas amostras em reac¢oes de oxi-redugio que podem estar na
origem dessa reactividade,

AGRADECIMENTO - Agradece-se i empresa Dias de Sousa Lda. o empréstimo do equipamento de HPLC
Summit.
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P32. HPLC Assay of Amino Acids and Oligopetides. No Derivatization, No
Multiple Calibration Curves
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The principles for liquid chromatographic separation of amino acids are two-fold: Differences on
hydrophobicity of the side chain and differences in ionic strength of the zwitterionic structures. Generally this
divides the amino acids in two major groups: the ones that can be separated on a reversed phase system (Ala,
His, Pro, Val, Met, Tyr, Ile, Leu, Phe, Trp) and the ones that required a cationic ion-exchange mechanism
(Asp, Glu, Cys, Ser, Thr, Gly, Lys, Arg). This work approaches this problem in an integrated way by using a
mixed-bed column containing a C-18 bonded silica and a strong (SCX) silica-based ion exchanger. The
separation of the 19 free underivatized amino acids occurs in a single run with a simple gradient profile

compatible with ELSD detection. An example chromatogram is shown in Figure 1.

GhyPhs

Wia 15)
Phe
cy2
L
y
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GhyTyr
GlyTrp
Gy His

Figure 1. Figure 2.

The same principle can be extended to simple oligopetptides. The biochemical significance of glycyl
dipeptides has lead to the application of the method to the separation of this type of compounds. The results
of a HPLC assay for 11 glycyl amino acids are shown in Figure 2.

The ELSD response to mass of eluted analyte is not necessarily linear. The observed peak area (A) is related
to the mass of injected compound (m) through the relationship A= a.m" where x is the slope of the response
line and a the response factor, although linearity can be observed at very low analyte concentrations. The
detector response for individual amino acids was measured for injected amounts within the range of 50 to
1,330 ng. A very good log-log linear correlation of injected amount vs. area count (0.9955) is observed within
this range. Except for cystine, which deviates from the general trend, all the amino acids have similar
response line slopes, and comparable response factors. A not yet resolved limitation however is the resistance
of the pairs Leu-Ile and Met-Tyr to be separated under the used conditions.

The operation of the ELSD is very easy. Reproducible response and stable base line are achieved if there are
not involatile salts present in the eluent. The controls available to the operator are the nebulization gas flow

rate and the temperature of the evaporator tube. These factors are responsible for particle size distribution in
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the nebulization process, which may affect the detector efficiency. For the free underivatized amino acids as
well as for the N- glycyl derivatives temperature was found not to be a critical parameter. Between 200 and

270 KPa no significative variance was observed for the peak areas of the analytes.

Conclusions
Free amino acids as well as oligopeptides can be separated easily in a single HPLC run by the use of simple

gradient elution profile in an affordable time. No derivatization is needed and the detectability competes with
the ones achieve by the most popular methods. Since the ELSD is a mass-responsive detector, one single
calibration curve is adequate for all the analytes. No expensive dedicated instrumentation is needed. Except
for the isolation step no other chemical manipulations are involved, Degradation of more sensitive amino
acids like Trp and Cys is avoided. Percent amino acid composition of amino acid mixtures can be obtained

directly from the chromatogram from the integration values of the apparent peak areas.
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P33. Determinacio de Lamotrigina em Soro Humano por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
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A lamotrigina é um fidrmaco antiepiléptico de nova geragdo cada vez mais utilizado na abordagem terapéutica
das crises epilépticas parciais e generalizadas, tanto em tratamento adjuvante como em monoterapia. Com o
objectivo de proceder ao estudo do comportamento farmacocinético/farmacodindmico da lamotrigina
desenvolveu-se uma técnica de cromatografia liquida de alta resolugio (HPLC) para determinagio dos niveis
deste formaco em soro humano.

A lamotrigina BW430C78 [3,5-diamino-6-(2,3-diclorofenil)-1,2,4-triazina)] e o seu padréo interno
BW725C78 [3,5-diamino-6-(2-metoxifenil)-1,2,4-triazina] foram sujeitos a uma extrac¢do liquido-liquido
com acetato de etilo ap6s basificagfo. A fase orgénica foi levada

2 secura sob corrente de nitrogénio e o residuo obtido reconstituido em fase movel. A separagdo
cromatogrifica processou-se numa LiChrospher 100 RP-18 (5 mm) LiChroCART 125-4, a 1 mL/min, durante
10 minutos, sendo a fase mével constituida por 35.0% de metanol, 64.7% de KH2PO4 0.1M e 0.3% de
trietilamina. A detecgio foi realizada num detector UV-Vis a 306 nm.

O método foi validado para niveis séricos entre 0.1 e 5 mg/L. Na andlise dos dados recorreu-se & ponderagio
da recta de calibragdo, tendo em conta que a gama de concentragdes considerada é bastante extensa. A
validag@o consistiu no estudo da linearidade, sensibilidade, especificidade e selectividade, preciséo,
exactiddo, eficiéncia da extracgdo e estabilidade. O método provou ser linear para as concentragdes estudadas,
apresentando um limite de detecgdo de 0.017 mg/L. A especificidade foi demonstrada pela comparagéo dos
cromatogramas de 6 matrizes independentes de soro branco com o cromatograma tipico da lamotrigina e do
seu padrio

interno, ndo se observando picos aos tempos de retengdo médios especificos da lamotrigina (6.90 min) e do
padrdo interno (2.31 min). Os farmacos normalmente utilizados em co-administragdo com a lamotrigina nao
mostraram interferir com a técnica. O procedimento analitico desenvolvido provou ser reprodutivel (precisdo
intra- e inter-dia com coeficientes de variagio de 3.61% e 6.30 %, respectivamente) e exacto (viés intra- e
inter-dia de -0.004 % e -0.01 %, respectivamente). A recuperagdo média da lamotrigina na presenga do
padrdo interno foi de 82.65+3.27 %. O principio activo revelou-se estdvel em soro quando armazenado a 4°C
durante pelo menos 4 dias e a -25°C durante 2 meses.

O método desenvolvido mostrou-se simples, rdpido e adequado para a determinago dos nfveis de lamotrigina

em soro humano.
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P34. Doseamento de Ambroxol em Plasma Humano por Cromatografia
Liquida de Alta Resolu¢io (HPLC)

E. Martins, J. Silva, C. Neta, H. Marques, C.A..Fontes Ribeiro, T.R.A. Macedo, Centro de Estudos de
Biodisponibilidade (CEB) da Associagio de Apoio ao Instituto Biomédico de Investigacio da Luz e Imagem
(AIBILI), 3000-354 Coimbra, Portugal

O ambroxol, [trans-4-(2-amino-3,5-dibromobenzyl)aniinoeyclohexanol bydrochioridel, um metabolito
farmacologicamente activo da bromohexina, possui uma forte actividade mucolitica. E utilizado como
fairmaco expectorante, indicado em doengas agudas e crénicas das vias respiratérias, normalizando a
formagao e volume das secregbes bronguicas e promovendo a remogio das secregdes viscosas.

E apresentado um método por cromatografia liquida de alta resolugfo (HPLC) com detecgdo por ultra-violeta,
para quantificagdo de ambroxol em plasma, utilizando como padrio interno a cetanscrina.

O doseamento do ambroxol, bem come do seu padrio interno, passa por uma extracgio liquido-liquido com
éter dietilico, apés a tamponizagio ¢ agitagio das amostras de plasma. Depois de nova agitacio e
centrifugacdo, o sobrenadante € acidificado com HCI 0.01 M, ao que se segue outra agitagio e centrifugaco.
S@o injectados no sistema cromatogréfico 75 pL da fase inferior obtida.

As colunas analiticas utilizadas sdo de fase reversa (Spherisorb® S5 ODS2, 125x4 mm i.d., 5 um, Waters) e a
fase mével consiste numa mistura de Acetonitrilo /Metanol/Tampio fosfato de potdssio (pH=7) 0.01 M (41:4
1: 1 8), bombeada a um fluxo de 1.5 mL/min.. A detecgio é feita com um detector de UV/Vis focado a 254
nm.

Em plasma e apds concentragdo (e com correcgiio do padrio interno) foi observada linearidade dentro da
gama de trabalho, ou scja desde 10 ng/mL (limite de quantificagdo) até 400 ng/mL, sendo o coeficiente de
correlag@o médio obtido de 0.990 (n=8).

A % de variagdo intra-ensaio calculada foi de 3.02£0.01 e a inter-ensaio de 5.2940.02 (médias+desvios-
padrio). Este método, simples, rdpido e reprodutivel, foi aplicado, em particular, a um estudo de
bioequivaléncia de ambroxol apds administragéo oral de uma dose de 90 mg, tendo-se revelado vidvel e

suficientemente sensivel para aplicagdo em estudos deste tipo.
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P35. Doseamento de Cisapride em Plasma Humano por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucao (HPLC)
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Biodisponibilidade (CEB) da Associag@o de Apoio ao Instituto Biomédico de Investigagdo da Luz e Imagem
(AIBILI), 3000-354 Coimbra, Portugal

O  cisapride,  (#)-cis-4-anino-5-chloro-N-[1-3-(4-fluorophenoxy)  propyl]-3-methoxy-4-piperdnyl]-2-
methoxybenzamide, é utilizado como fdrmaco activador da motilidade gastrointestinal. Tém sido
desenvolvidos alguns métodos para detec¢io e quantificagio de cisapride em plasma humano, mas o método
por nds descrito, sendo mais simples e menos demorado permite a sua aplicacdo em estudos de
bioequival&ncia, onde o factor tempo é um ponto crucial.

O cisapride e o padrio intemo utilizado (metoclopramida) sfo extraidos com 6 mL da mistura
heptano:cloroférnio (65:35) a partir de amostras de 1 mL de plasma. Apés agitagdo e centrifugacio, 5 mL do
sobrenadante sdo evaporados sob atmosfera de azoto, num banho a 55°C. O residuo € reconstituido em fase
mével e sdo injectados 100 UL no sistema cromatogrifico. A detecgo € feita a 276 nm com um detector de
UV/Vis, utilizando colunas de fase reversa (Spherisorb® C8, 150x4.6 mm i.d., 5 pm, da Waters) e uma fase
mdvel composta por dihidrogenofosfato de potdssio 0.02 M/Acetonitrilo/Trietilamina (65:35:0.1), com pH
acertado a 4.0 com &cido ortofosférico, a um fluxo de 1.5 mL/min. Nestas condigdes, os tempos de retengdo
para cisapride ¢ metoclopramida foram de cerca de 2.20 e 8.60 minutos, respectivamente.

O método mostrou-se linear de 5 ng/ml (limite de quantificagdo) a 200 ng/ml (em plasma, apés concentragio),
sendo o coeficiente de correlagio médio de 0.996 (n=13). A precisdo, avaliada em 3 niveis diferentes de
concentragdo (10, 50 e 100 ng/ml) e em termos de repetibilidade e precisdo intermédia demonstrou,
respectivamente, uma % de variagdo inferior a 10% e inferior a 15%. A exactiddo, traduzida em termos de
recuperagio foi sempre superior a 80%.

Este método, simples, rdpido e reprodutivel, foi aplicado, em particular, a um estudo de bioequivaléncia de
cisapride apds administragdo oral de uma dose de 10 mg em solugdo oral, tendo-se revelado vidvel e

suficientemente sensivel para aplicagdo em estudos deste tipo.
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Solidos: Aplicacao da técnica de cromatografia liquida
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Resumo
A identificagdio e andlise quantitativa de catides de troca em residuos sélidos constituem parimetros

importantes a considerar quando se pretendem estudar fenémenos de adsorcio e troca i6nica envolvendo
contaminantes ambientais, tais como, radionuclidos e metais pesados. O objectivo deste trabalho é a aplicacio
da técnica de cromatografia de troca idnica A determinagfio de catiGes trocdveis em residuos sélidos,
acumulados hé vdrios anos em escombreiras (barragens de estéreis), resultantes da inddstria de extraccio e do
tratamento do minério de urinio da mina da Urgeiriga.

Neste estudo utilizaram-se amostras de residuos sélidos recolhidas nas diferentes escombreiras da mina da
Urgeiriga. O método experimental seguido (Chhabra ef al., 1975) baseou-se na saturagdo das amostras com o
idio complexo monovalente tiureia prata (AgTU), o qual apresenta uma forte afinidade de adsorcdo para as
superficies coloidais dos residuos sélidos, carregadas negativamente. A adi¢do de um pequeno excesso deste
ido, relativamente & capacidade de troca catiénica dos residuos, é suficiente para assegurar uma completa
saturagdo dessas superficies. A técnica consistiu na extracgfio dos catides, por centrifugacio, com uma
solugdo de AgTU (0,01 mol dm™). Esta extraccfio vai originar uma troca completa entre a solugfio de tiureia
de prata e os catibes trocdveis existentes nos residuos, que passam para a fase liquida. A identificacio e a
determinaciio da concentragio dos catibes existentes na fase liquida (K¥, Ca®* e Mg?") processou-se por
cromatografia de troca iénica.

O cromat6grafo utilizado (Dionex DX 500 IC) foi primeiro calibrado com uma solugdo de concentragio
conhecida nos ides que se pretendem analisar (padréo) e dentro da gama de concentracbes das amostras a
medir Madruga et al., 1997). Apés o tragado da recta de calibragfio obtida a partir do ajuste linear (método
dos minimos quadrados) entre a drea do pico e a concentragio do padrio, procedeu-se 4 andlise das amostras
desconhecidas. Para a aquisi¢io e processamento de dados utilizou-se o software Chromo-Card.

Os resultados obtidos para as amostras colhidas nas barragens de estéreis apresentam valores que variam
entre 0,15 - 0,40 cmol kg™ de residuo sélido, para o potdssio, 0,3 - 2,9 cmol kg para o cdlcio e 0,1 - 1,0 cmol
kg parao magnésio. Apesar das diferentes idades de formagio das barragens de estéreis, tendo a mais antiga
cerca de 30 anos ¢ dos diferentes tratamentos guimicos a que foram submetidos, ao longo dos anos, os
residuos nelas acumulados, ndo foi possivel encontrar qualquer relagio entre estes factores e os valores das
concentragdes em potdssio, cdlcio e magnésio. Estes valores estdo contudo dentro da gama de valores
medidos em solos ardveis ( Valcke, 1993).

Os valores das concentragdes em potdssio, cdlcio e magnésio obtidos neste trabalho irfio ser aplicados em

estudos sobre o comportamento do ***Ra (descendente do urdnic) no ambiente, permitindo correlacionar a
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transferéncia desse radionuclido, com a dos catides trocéveis, dos residuos sélidos para as plantas existentes

nas barragens (pinheiros, eucaliptos e giestas).
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A cromatografia iénica (CI) tem-se revelado uma técnica analitica de elevadas potencialidades, em particular
desde 1975. A CI ¢ o resultado de duas grandes 4reas em desenvolvimento: a cromatografia e a permuta
iénica. O factor que mais contribuiu para a sua utilizagdo na andlise de solutos i6nicos foi a introducgo da
supressdo da condutividade. Esta supressdo diminui a condutividade do eluente e o ruido de fundo do sistema,
sendo estes insignificantes face & condutividade dos ides a analisar, aumentando os seus limites de detecgdo.
Deste modo, esta inovagdo permitiu a utilizagdo desta técnica para a andlise vestigidria de solutos iénicos em
amostras ambientais. No trabalho apresentado procedeu-se 2 andlise da fracgdo soldvel de aerosdis
atmosféricos.

A amostragem de aeroséis com dimensdes inferiores a 10 pm foi efectuada utilizando amostradores de alto e
de médio caudal de volume de ar. Com amestradores de alto e de médio caudal as amostras foram recolhidas
com fluxos de ar de 0.5 m*min”' e de 0.016 m3min'i, respectivamente. As amostras foram extraidas com H,0 e
a fracgio solivel de aerosol foi analisada por CI para as espécies maioritdrias inorgénicas catiénicas (Na®,
NH,", K*, Mg® e Ca®™) e ani6nicas (CI, NO; e SO,%) e anides de dcidos orginicos (CH,CO0", HCOO',
CH35805" e CH;COCOQ"). A anidlise por CI determina a massa de iGo em Mg por filtro. A concentragio
atmosférica € determinada tendo em conta o volume de ar amostrado.

O facto de a amostra ser extraida com o objectivo de analisar catides, anides e anides de dcidos orgnicos

coloca-nos perante limitagGes analiticas. A andlise da frac¢io soldvel de aerosol implica que o limite de

detecgio da CI seja da ordem dos ppb e que o erro analitico niio seja superior a 0.005 pg por filtro. Tendo em

conta os objectivos a atingir, é necessdrio que o sistema cromatogréfico seja optimizado.

Durante a optimiza¢do do método analitico constata-se que o maior factor de erro analitico & devido a

contaminagdes. Estas contaminages nfio sdo reprodutiveis o que impede a sua contabilizagio. Nalguns casos

elas sao mais elevadas do que a concentragio dos ensaios em branco dos filtros. Conclui-se que este facto é

devido ao modo de injecgdo, tendo sido necessério alterar o injector. O modo de injecgdio dos sistemas

DIONEX ocasiona o toque da seringa na entrada do injector o que implica a contaminagio da amostra

causando problemas de reprodutibilidade analitica e de limites de detecgdo.
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Zinc is essential to the catalytic activity of angiotensin converting enzyme, ACE, a metalloenzime that plays a
major role in blood pressure regulation.

Complexing agents by means of two predominant mechanisms, as suggested by Biinning and Riordan' inhibit
the activity of ACE. One of these mechanisms is proposed to occur by removal of the metal ion by an
effective competition with the enzyme and the other by the formation of a stable mixed complex between
enzyme, metal, and inhibitor",

Angiotensin converting enzyme ACE-inhibitors have became one of the most important classes of drugs for
the treatment of hypertension and chronic heart failure.

It is argued that captopril and other ACE-inhibitors bind directly to the metal atom?®. Moreover captopril,
enalaprilat and lisinopril have been observed to bind copper and iron>*,

In order to further investigate the capability of a set of ACE-inhibitors to bind zinc, we decided to study their
interactions using electrospray ionisation, ESI, mass spectrometry, a soft ionisation technique which maintains
the solution until the last microsecond.

The ACE-inhibitors studied were captopril, enalapril, enalaprilat, lisinopril, ramiprilat, perindopril, and
perindoprilat.

The ESI mass spectra of captopril, enalapril, enalaprilat, lisinopril and ramiprilat exhibited peaks attributed to
the chelation of zinc with a 1:1 metal:ligand stoichiometry. For captopril a preference for a peak attributed to
1:2 metal:ligand stoichiometry was observed in analogy to previous findings when iron was the metal atom.
In addition, for lisinopril two very small peaks were detected, corresponding to 2:1 and 2:2 metal:ligand
stoichiometry.

Under the present experimental conditions, peaks corresponding to the complexation of perindopril and
perindoprilat with zinc, could not be detected. Further experiments in solution using ultraviolet spectroscopy
are currently under study.
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Flavonols and anthocyanins are widespread secondary plant metabolites and while flavonols occur in plants as

the free aglycones as well as O- and C-glycosides, anthocyanins only occur as O-glycosides. Both classes of

compounds exhibit a broad range of biological properties, including anti-carcinogenic, anti-inflammatory and

antiallergenic properties. Anthocyanins are also responsible for the red, prrple-and Dlusealons of s, dnd

have a considerable potential in food industry as food additives. They are widely used for quality assurance

and quality control in food industry. The recognized importance of flavonols and anthocyanins generates the

necessity to develop fast and reliable methods for their identification in plant extracts. Crude extracts from the
juice of blackcurrant berries (Ribes nigrum, spps Saxifragacea) containing both flavonols and anthocyanins

were subjected to LC-MS with an APCI interface using a reversed-phase column and a mobile phase

containing water, acetonitrile, and trifluoroacetic acid. The spectra were collected on positive ion mode, and

: i g ; : re observed together with various
under suitable conditions the [M+H]" ions of the different analytes were g

fragment ions (see example in Figure 1). Fragmentation pathways of the flavonels and anthocyanins present in

the juice of the blackcurrant juice were elucidated, and the identity of the different analytes was inferred.

Patterns for the fragmentation of both classes of compounds urider APCLoonditions were recogaized.
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Figure 1, APCI mass spectra of quercetin derivatives.
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INTRODUCAO

As caracteristicas dos queijos s@o influenciadas por miltiplos factores tais como qualidade das matérias
primas, tecnologia de fabrico e condi¢Bes de maturagdo que influenciam transformagdes da gordura, a lactose
e a protefna vdo sofrer transformacdes, que vdo conferir aos queijos a sua especificidade relativamente ac
aroma, textura e sabor.

No presente estudo desenvolveu-se e optimizou-se uma metodologia para avaliar o teor de lactose e glucose +
galactose em queijos. Apesar destes constituintes estarem presentes em concentragdes muito baixas
(inferiores a 1%), sfo um importante factor na uniformidade do “flavour” e relaciona-se com a extensdo de
utilizagdo da lactose para a produgéo de 4cidos orgénicos [1]. Embora a maior parte da lactose inicial do leite
(= 98%) seja removida com o soro uma pequena parte residual contida no soro retido na coalhada é
transformada em dcido lactico pelas bactérias ldcticas homofermentativas e em dcido acético, férmico, etanol,
anidrido carbénico, 4dcido propidnico, etc. pelas bactérias lacticas heterofermentativas [2]. Os queijos que
utilizam leite cri apresentam geralmente uma microflora endégena contribuindo para uma degradagéo

praticamente completa.

MATERIAL E METODOS

Aparelhagem e Condigdes cromatogréficas

Cromatégrafo liquido de alta performance, marca Gilson, equipado com uma bomba, modelo 305 e injector
Rheodyne, modelo 7125, provido de loop de 20pl. Detector de indice de refracgiio diferencial, marca Gilson,
modelo 132, Integrador Varian 4290. Membranas filtrantes Schleider & Schull, 0,2 pm, NL 17. Como
eluente utilizou-se acetonitrilo/dgua na propor¢do de 83:17, (fluxo de 1,5ml/min.); Coluna cromatografica

Spherisorb NH,, Spum, comprimento 250x4,6mm. Pré-coluna de aminas.

Amostragem

As amostras de queijo em estudo (Serra, Azeitdo, Picante e S. Jorge), devidamente certificadas com selo de
DOP foram adquiridas em supermercados e hipermercados do Grande Porto, no perfodo de Novembro de 98
a Abril de 1990. Para cada tipo de queijo, foram analisados 4 lotes adquiridos em diferentes épocas do ano, as
andlises de cada lote foram realizadas em duplicado. Os queijos foram transportados para o laboratério em
caixa isotérmica (5°C ). Uma fina pelicula externa da crosta foi retirada e a pasta homogeneizada em
almofariz.

Preparagio da amostra

- Homogeneizou-se uma fatia de queijo
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- Pesou-se 5g de amostra e adicionar 15ml de HCIO, 0,04N
- Extraiu-se durante 3 minutos por agitagiio em vortex
- Centrifugou-se a 4000 rpm durante 15 min.
- Retirou-se o sobrenadante ¢ filtrou-se através de um filtro de 0,45 pl
Expressdo dos resultados
Os resultados obtidos apresentam-se em % referido ao produto seco ( % em RS ). O teor de Humidade

avaliou-se segundo a Norma Portuguesa 3544 [3].

RESULTADOS E DISCUSSAO

No que respeita ao doseamento dos hidratos de carbono por HPLC/RI verificou-se a necessidade de optimizar
0 processo de extracgdo dos aglicares do queijo, para obter nio sé um extracto livre de interferentes, mas
também resultados reprodutiveis e elevadas percentagens de recuperagio. Deste modo, foram escolhidos trés
tipos de solugdes de extracgo: HCIO4 0,04M, acetonitrilo-dgua (75:25); acetonitrilo-dgua (83:17). Verificou-
se que a extracgdo com HCIO, era mais eficaz quando comparada com as restantes, por isso este foi o
solvente utilizado.

O limite de detec¢do do métedo foi de 0,2 g/l para a glucose +galactose e 0,3 g/l para a lactose. Obteve-se
linearidade no intervalo de concentragdes de 0,2 a 20 g/l.

Na Tabela 1 apresentam-se os resultados médios obtidos para os 4 lotes de cada um dos queijos em estudo.

Tabela 1 — Composigdo em agiicares”

Serra Azeitdo Picante S. Jorge
Glucose + galactose 0,610,2 0,410,3 0,540,2 0,5+0,2
Lactose n.d. n.d. n.d. 0,310,1

a) Os resultados exprimem-se em % em RS + sd (n=8)

CONCLUSOES

A metabolizagdo da lactose foi quase completa nos queijos da Serra, de Azeitdo e Picante da Beira Baixa.
Somente no queijo de S. Jorge se detectaram pequenas quantidades de lactose (0,3+0,1%).

No seguimento deste trabalho pretende-se avaliar a evolugdo dos teores em agiicares ao longo da maturagio

destes queijos, em simultineo com a formagdo de dcidos organicos.
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Exploraram-se as potencialidades da cromatografia iénica (CI) para separar as fracgdes operacionalmente
ldbeis ¢ inertes de complexos de metais pesados. O método envolve derivatizagio em coluna com 4cido 2,6-
piridinodicarboxilico (PDCA) e separagdo por permuta inica seguida por reacgdo de derivatizagio pés-
coluna com 4-(2-piridilazo)resorcinol (PAR) para formar quelatos metélicos que podem ser detectados
espectrofotometricamente a 520 nm.

Os metais estudados foram o Ni(IT), Mn(II), Zn(II) e, mais extensivamente, o Cu(II). Usou-se como ligandos
(L): citrato, dcido nitrilotriacético (NTA), 4cido etilenodiamina-N,N,N,N "-tetraacético (EDTA) e 4cido 1,2-
diaminaciclohexano-N,N,N",N"-tetraacético (CDTA).

Foram analisadas solugdes contendo 12,6 pmolL™ de catido metdlico (M(ID) e 12,6 ou 25,2 pmolL"' de
ligando. Obtiveram-se 100% de recuperagio para todos os metais com citrato ou NTA, para Cu(Il), Zn(II) e
Mn(ll) com EDTA e para Mn(Il) com CDTA. As recuperagdes obtidas nos restantes casos foram Ni(II)-
EDTA < 68%, Ni(II)-CDTA < 80%, Cu(Il)-CDTA < 20% e Zn(I)-CDTA < 87%. Para interpretar estes
resultados, analisaram-se solugdes mais simples, contendo apenas Cu(II), 12,6 ou 6,3 pumolL! e razdes (R)
Cu(Il):.L compreendidas entre 4,2 e 0,26. Para citrato ¢ NTA obtiveram-se recuperagbes de praticamente
100% com Cu(lI) para todos os valores de R. Para EDTA, apenas se obtiveram recuperagdes de 100% para R
2 1,0. Para CDTA, as recuperagdes situaram-se entre 76% (R=42)e 0% (R < 0,52). Calculos de especiagdo
mostraram que ndo se tratava de problemas de equilibrio quimico, pelo que seriam factores de ordem cinética
0s lnicos responsdveis pela ineficiéncia dos processos de derivatizagdo, tanto em coluna como pds-coluna.
Esta hipétese foi confirmada experimentalmente, As implicagdes analiticas sdo discutidas e sio apresentados

vérios processos de correcgdo deste tipo de interferéncias.
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