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4 Especiacao de Compostos Organicos de Estanho em
Sedimentos Marinhos

A especiacdo quimica descreve as diferentes formas (espécies) em que um
elemento existe num sistema. As espécies de metais em sistemas aquaticos
incluem o ion livre hidratado, complexos orgénicos e inorganicos, ions ligados as
particulas solidas, coloidais ou microorganismos. A biodisponibilidade, toxicidade
e mobilidade dos ions metalicos estdo diretamente ligados a sua especiagdo
(Almeida, 2003).

O procedimento analitico utilizado para a andlise de especiacdo de
organoestanicos em sedimentos envolve etapas criticas como amostragem,
armazenamento da amostra, extragdo (transferéncia de uma analito de interesse de
uma matriz complexa para uma solucdo simples), derivagdo (torna o composto
que se deseja determinar mais volatil) e “cleanup”, eliminacdo de impurezas
extraidas juntamente com o(s) composto(s) de interesse, que podem interferir na
qualidade dos resultados, devido a possiveis fendmenos de degradagdo e
contaminagao por reagentes (Quevauviller ef al., 1992).

Os métodos mais amplamente utilizados sdo baseados na cromatografia em
fase gasosa (CQ), pois apresentam maior resolugdo e maior versatilidade de
detecgdo, permitindo a determinagdo dos compostos butilicos de estanho (Encinar
et al., 2002; Thomaidis et al., 2001). Outra vantagem da CG ¢ a possibilidade de
utilizagcdo de varios padrdes internos e sub-rogados (este ultimo, utilizados para
avaliar perdas durante a manipula¢do, a eficiéncia da extracdo, a conversdao
durante a derivacao, as perdas por evaporacao etc). A principal desvantagem deste
método ¢ que este requer a producdo de derivados volateis para proceder a
separagdo (Abalos et al., 1997).

Os compostos organoestanicos mono-, di- e trissubstituidos ndo sdo volateis,
e algumas formas de derivacdo sdo necessarias. A técnica mais amplamente
utilizada ¢ a formagdo de um derivado tetrassubstituido via reagcdo de “Grignard”,
utilizando brometo ou cloreto de etil, butil ou pentilmagnésio. (Gémez-Ariza et

al., 1994; Vella et al., 2000).
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Do ponto de vista de detecg¢do, a cromatografia a gas ¢ altamente versatil,
podendo ser utilizado para deteccdo de organoestanhos os seguintes detectores:
FID (deteccao por ionizagdo de chama), ECD (detec¢do por captura de elétrons),
AAS (espectrometria de absorcdo atdémica), FPD (deteccdo fotométrica de
chama), AED (detecgdo por emissdo atomica) e MSD (espectrometria de massas)
(Godoi et al., 2003)c. Para este trabalho foi utilizado o PFPD (detector

fotométrico de chama pulsante).

4.1 Amostragem e Armazenagem

Como as concentracdes ambientais de compostos organoestinicos sdo
geralmente muito baixas (ng L™' em amostra de 4gua e ng g em sedimentos e
amostras bioldgicas) deve-se ter particular atengao no processo de amostragem.

As variabilidades espacial e temporal na concentragdo de organoestanhos
devem ser levadas em conta na escolha dos pontos de amostragem (Quevauviller
et al., 1992). No caso da amostragem em sedimentos, somente as camadas
superficiais com pouca perturbacdo devem ser amostradas (Mobarito, 1995).

Altas concentragdes de organoestanhos podem ser encontrados na interface
agua-sedimento. O produto de degradagdo primaria do TBT em sedimentos parece
ser o DBT (Chiavarini et al., 1991; Stang et al., 1992), cuja hidrofilidade permite
que entre na coluna d’agua pouco tempo depois de sua formacdo. O fendmeno de
ressuspensao sedimentar pode conduzir a resolubiliza¢do do organoestanho
adsorvido. Sedimentos coletados at¢ uma extensdao de 10 metros podem mostrar
diferengas significantes em concentragdes de organoestanho em locais de
amostragem com grandes atividades maritimas (estaleiros e embarcagdes)
(Chiavarini et al., 1991).

Variagdes sazonais nas concentracdes de organoestanhos freqiientemente
ocorrem devido ao aumento de fontes antropogénicas durante o verdo (grandes
quantidades de barcos) e a extensdo diferente do fenomeno de degradacdo entre as
estagdes quentes e frias. Altas concentragdes de organoestanho sdo determinadas
durante a primavera ¢ o verdo (Cleary e Stebbing, 1987; Caricchia et al., 1992).

O armazenamento das amostras ¢ um dos aspectos mais criticos de todo o
procedimento analitico devido ao risco de alteragdes fisico-quimicas que podem

afetar a concentragdo destes compostos, principalmente em amostras bioldgicas e
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de sedimento (Quevauviller ¢ Donard, 1991; Li et al., 1990; Caricchia et al.,
1994).

Foi observado que o TBT permaneceu por 4 meses em amostras de dgua do
mar filtradas e acidificadas a pH 2 e, armazenadas no escuro a +4°C e a +20°C;
DBT e¢ MBT foram estaveis apenas em +4°C (Quevauviller ¢ Donard, 1991).
Nenhuma variagdo significante nas concentragdes de TBT e DBT foi observada
em amostras de sedimentos armazenados a +4°C e a +20°C, o contrario foi
verificado com o MBT, que apresentou uma significativa degradagdo (Li et al.,
1990).

Para minimizar os riscos de degradacao ¢ preferivel armazenar as amostras
em freezer imediatamente apds a amostragem. O armazenamento a -20°C, no
escuro, assegura uma boa estabilidade a longo prazo dos organoestanhos

(Caricchia ef al., 1994).

4.2 Especiacao de compostos butilicos de estanho

A especiagdo dos compostos butilicos de estanho envolve etapas de
extragdo, derivagdo, purificagdo, pré-concentragao e dessulfurizagio.

Os compostos organoestanicos sdo encontrados no ambiente aquatico
associados a uma variedade de contra-ions (carbonatos, cloretos, sulfatos, sulfetos,
hidroxidos e biopolimeros) ou como 6xidos, € podem interagir com matrizes
abidticas em diferentes formas (idnica e/ou hidrofobica). Os procedimentos
analiticos para a especiacdo dos organoestanhos geralmente visam preservar
apenas o radical organico durante a extracdo, enquanto o contra-ion e outros
ligantes sdo eliminados (Godoi ef al., 2003)c.

A extragdo ¢ feita usando um solvente organico e um acido (cloridrico,
acético e bromidrico sdo os mais comumente utilizados) por ultra-som, agitacao
mecanica ou por “soxhlet”. Este processo promove a liberagdo dos
organoestanhos do sedimento. O ultra-som tem sido amplamente utilizado devido
ao menor tempo de extracdo e utilizacdo de menor volume de solvente quando
comparado as técnicas convencionais. A combinagdo do solvente organico de
baixa a média polaridade com um dacido complexante (como o 4cido acético)
caracteriza mais de 50% dos procedimentos de extragdo. Solventes como hexano,

tolueno ou diclorometano s3o comumente empregados. Um solvente de
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polaridade elevada ¢ necessario para favorecer a extracdo dos OTs mais polares
como o MBT (Abalos et al., 1998).

A adigdo de agentes complexantes ¢ essencial para o aumento da eficiéncia
da extracdo, especialmente para os compostos alquilados de estanho di- e
monossubstituidos (Ceulemans ¢ Adams, 1995). A tropolona, em uma variedade
de solventes nao-préticos (diclorometano, benzeno, éter dietilico, tolueno e
hexano), tem sido amplamente utilizada (Abalos et al., 1997). Os carbamatos
também apresentam bom desempenho, embora sejam menos utilizados. Entre eles
estdo o acido dietilditiocarbamico (DDTC), pirrolidinoditiocarbamato de amoénio
(APDC) e dietilditiocarbamato de sodio (NaDDC).

A tropolona apresenta a vantagem de ser estavel em solventes orgénicos,
enquanto que os carbamatos tém que ser preparados antes do uso. No entanto, o
uso da tropolona na extracdo de OTs com solventes liquidos a partir de matrizes
bidticas e abidticas aumenta também a solubilidade de compostos que sdo co-
extraidos, o que torna a purificacao indispensavel antes da analise cromatografica
(Abalos et al., 1997 ; Ceulemans e Adams, 1995).

A utilizagdo de uma solugdo aquosa de 0,5% de pirrolidino- ditiocarbamato
de amonio (APDC), forma complexos neutros com OTs, aumentando sua partigdo
para a fase organica. A extragdo liquido-liquido do extrato tolueno-acido acético
com uma solu¢do aquosa de APDC ¢, portanto, recomendada para remover o
acido acético (Abalos et al., 1998).

Os métodos de conversio dos alquilestanhos i0nicos em espécies
determindveis por cromatografia em fase gasosa incluem: hibridizacao “in situ”
utilizando NaBH4 (tetrahidroborato de sodio) ou etilacio com NaBEt,
(tetraetilborato de sodio), derivagdo usando reagentes de “Grignard”
(brometos/cloretos de metil- , etil- , propil- , pentil- ou hexilmagnésio), que
compreende 53% dos procedimentos utilizados (Abalos et al, 1997), e
halogenagdo. A reacdo de alquilagdo de “Grignard” (figura 4.1) processa-se
quantitativamente levando a derivados estaveis (Dirkx et al., 1994).

O tempo de reacdo, a temperatura e a agitacdo da amostra durante a reagao

nao afetam os produtos de derivagdo (de la Calle — Guntiias et al., 1997).
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RoSn™ + R'MgX — R.SnR 'y + MgX

onde B e B" = grupos orgénicos en = variz de 1 a3

Figura 4.1. Reacgao de alquilagdo com reagente de Grignard.

Na andlise de compostos organoestanicos ha a interferéncia de compostos
sulfurados. O enxofre, em seu estado elementar estd presente em sedimentos
anoxicos devido as atividades microbioldgicas que convertem sulfatos e sulfetos
em enxofre elementar. Esse enxofre é co-extraido com os organoestanhos e
também ¢ alquilado na derivagdo. A principal desvantagem da reacdo de
“Grignard” ¢ a formacao simultanea de mono- e dissulfetos alquilados quando o
enxofre estd presente, que sdo coeluidos com os organoestanhos alquilados e,
portanto, interferem na determinagdo destes compostos usando GC-FPD
(cromatografia em fase gasosa com detector fotométrico de chama) (Godoi et al.,
2003)c. Mesmo utilizando-se o filtro de 610 nm na analise por CG-FPD, CG-
PFPD ou no modo SIM por CG/MSD, altas concentragdes de compostos contendo
enxofre podem afetar a quantificagdo dos derivados de organoestanhos propilados,
pentilados ou hexilados devido aos tempos de retengdo coincidentes (Schubert et
al., 1998). Um método efetivo para a eliminagdo quantitativa de compostos
sulfurados ¢ essencial para a determinacao dos organoestanhos.

Trés técnicas de dessulfuragdo ja foram registradas na literatura e adaptadas
a analise de organoestanhos: (a) retengdo seletiva do enxofre em uma coluna
preenchida com cobre em poé ativado, (b) adsor¢ao de enxofre por uma amalgama
de mercurio e (c) precipitacdo de enxofre por sulfito de tetrabutilamoénio. No
entanto, com todas essas técnicas, apenas o enxofre elementar pode ser removido
e os alquilsulfetos interferentes permanecem no extrato (Schubert et al., 1998).

A eliminacdo de compostos sulfurados por cromatografia vem sendo
utilizada recentemente e baseia-se na formagao de ligacdes coordenativas entre o
enxofre e ions metalicos utilizando-se sais de mercurio, cobre, zinco e outros. Na
cromatografia de adsor¢do com silica-gel recoberta com 25% de nitrato de prata
(AgNOs), todos os compostos sulfurados interferentes presentes no extrato de
sedimento derivado (neste caso um sedimento de marina com grandes quantidades

de enxofre elementar) foram removidos quantitativamente (figura 4.2). No
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entanto, apenas os compostos butilicos de estanho foram recuperados, os fenilicos
ndo foram eluidos (Schubert et al, 1998). Portanto, este método nao ¢
completamente util para a determinagdo de organoestanhos, j4 que os compostos

fenilicos de estanho sdo adsorvidos irreversivelmente sobre a silica com AgNO:s.
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Figura 4.2.(a) Cromatograma do extrato derivado de sedimento marinho, apés do “clean-
up” com Al,O3, mostrando altas quantidades de alquil sulfetos e enxofre elementar.(b)
Cromatograma do mesmo extrato de (a) apds do “clean-up” com 25% AgNO; ligado a
silica gel. Identificagdo dos compostos: 1=Pe,S, 2=TPrT, 3=Pe,S,, 4=TeBT,5=TBT, 6=
DBT, 7=MBT, 8=Pe,S3, 9=TPeT, 10=MPhT, 11=DPhT, 12=TCyT, 13=TPhT, S=enxofre
elementar.

Foi proposto um método baseado na oxida¢do de todas as espécies de
enxofre presentes com dimetildioxirano (DMD), formando sulfonas ou 6xidos de
enxofre (Godoi ef al.; 2003)c. Enquanto as sulfonas sdo facilmente eliminadas
pela purificagdo com alumina, devido a sua polaridade maior que a dos
organoestanhos, os o6xidos de enxofre sdo evaporados espontaneamente. A
quimioseletividade do DMD favorece a oxidagao dos compostos de enxofre em
sulfonas (figura 4.3) em poucos minutos, enquanto que os organoestanhos
permanecem sem reagir. Além disso, o excesso de DMD ¢ facilmente removido
pela evaporagdo sob vazao de N, antes da purificagdo. Sua aplicacdo em andlises

de rotina apresenta ainda outras vantagens: facil preparacdo em solugdo de
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acetona e alta reatividade em fase organica (sem necessidade de extracdo liquido-

liquido).
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Figura 4.3. Oxidagao dos compostos de enxofre por dimetildioxirano (DMD)

Extratos de amostras ricas em matéria organica geralmente carregam
substancias que sao co-extraidas e que podem se depositar na coluna
cromatografica, influenciando a separagdo. O processo de purificagdo possui,
portanto, a funcdo de remover os principais interferentes da amostra, resultando
em andlises mais consistentes e reprodutiveis. O principal mecanismo envolvido
no processo de purificacdo € o de adsor¢do, e os sélidos empregados, conhecidos
como adsorventes, em geral sdo caracterizados por uma grande area superficial e
pela presenca de sitios especificos de adsor¢do (Anderson, 1987). A adsor¢do
pode ser fisica, onde as moléculas sdo retidas na superficie do solido
simplesmente por forcas atrativas entre as moléculas (forgas de “Van der Walls™),
ou quimica, onde as moléculas sdo retidas mais firme e especificamente por
ligacdo quimica reversivel na superficie do adsorvente como, por exemplo, pontes
de hidrogénio. A propriedade basica da forca de adsor¢do ¢ a polaridade e,
portanto, ¢ o fator limitante do processo de dessorcao. Se as moléculas adsorvidas
sdo eluidas com solvente, 0 que comumente ocorre, estas podem ser extraidas da
superficie do adsorvente por solubilizacdo ou deslocadas dos sitios de adsorcao

por um solvente que fique fortemente adsorvido (Godoi et al., 2003)c.

Os adsorventes mais utilizados sdo a silica gel (sitios ativos Si-OH),
alumina (com sitios ativos AI-OH) e Florisil (preferido para matrizes bidticas com

alto conteudo lipidico) (FAO e WHO, 1993). Normalmente devem ser ativados
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por aquecimento antes do uso para dessorver a agua ou outras moléculas que
tenham sido adsorvidas da atmosfera.

Entre os métodos de pré-concentracdo, a evaporagdo ¢ o método mais
utilizado. E preferido purgar o extrato com uma vazio branda de um gas inerte a
evaporagdo em evaporador rotativo, que submete a amostra a condigdes
desnecessarias de vacuo e aquecimento. No entanto, a evaporacdo do extrato
derivado leva a pré-concentracdo simultanea de interferentes. Mesmo quando um
detector seletivo € utilizado, até mesmo o solvente extraido sozinho e submetido a
derivagdo com reagente de “Grignard” pode apresentar, apos a pré-concentragao,

alguns interferentes (Dirkx ef al., 1994).

4.3 O Detector Fotométrico de Chama Pulsante (PFPD)

O detector fotométrico de chama pulsante (PFPD) foi desenvolvido nos
anos de 1990 pelo Dr. Aviv Amirav da Escola de Quimica da Universidade de Tel
Aviv, Israel (figura 4.4). O detector opera com chama pulsada, para a geragdo de
quimiluminescéncia da chama, ¢ uma mistura rica de gases combustiveis,
hidrogénio e ar. A mistura de gases hidrogénio e ar, onde a vazdo e composi¢ao
sdo separadamente controlados, ¢ alimentada por tubos de gas (3 e 4). A mistura
de gis combustivel rica em H, flui através de um suporte do combustor (5)
diretamente dentro de um tubo combustor de quartzo aberto (6), onde a chama
quimiluminescente ocorre. A emissdao da chama ¢ vista através de uma janela de
safira (7), uma haste de quartzo (8), e um filtro de vidro colorido (9) e detectado
por um fotomultiplicador (10). Enquanto o combustor ¢ preenchido com os gases
eluentes vindos da coluna e a mistura de gas combustivel (3), uma mistura de gas
combustivel separada, rica em ar (4), passa ao redor do combustor, mistura-se
com os gases queimados de um primeiro pulso e enche o volume do ignitor
blindado (11). O pulso da chama ¢ iniciado pelo aquecimento do fio ignitor (12) e
se propaga através do ignitor blindado (11), passa através do combustor (6), e
termina no suporte do combustor (5) (Amirav e Jing, 1995). O suporte do
combustor tem um orificio pequeno, o que previne a propagacdo da chama. A
vazdo de gas cria uma nova ignicdo apds alguns milisegundos em um pulso

periddico de cerca de 3 Hz.
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Figura 4.4. Estruturas do detector fotométrico de chama pulsante (PFPD):
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(a) desenvolvido por Amirav e colaboradores (Amirav e Jing, 1995; Amirav et al., 2002) e

(b) esquema do PFPD- Varian 2001
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Os perfis dos tempos de emissdo sdo caracteristicos das espécies envolvidas
(Amirav e Jing, 1995). A figura 4.5 (b) mostra a emissdao dos principais
interferentes sobre o estanho, hidrocarbonetos (produtos de combustdo) e

compostos de enxofre.

O periodo de tempo da emissdo para ser integrado e gerar um sinal no
detector pode ser selecionado pelo ajuste do inicio (“gate delay”) e da duracao
(“gate with”) da detec¢do de acordo com perfil das espécies estudadas. Outro
parametro que deve ser controlado ¢ o nivel de sinal, em milivolts, requerido para
disparar os contadores de tempo (“Trigger level””). Com estes controles, uma alta
seletividade ¢ obtida para detec¢do de compostos de estanho. A diferenga nos
tempos de emissdo estd representada na figura 4.5 (a) (Varian, 1995; Jacobsen et

al., 1997; Bacon-Montigny, 2000).

(2)

emisao de chama pulsada

~
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(b)

Produtos de combustio (CH, OH)

T — _ . estanho
- J".)_
o= 1
|III i
. |

: | enxofre
J \

. i 9 i [ ] 1F] T H L [ ] a3
temipo (ms)

Figura 4.5. Tempos de emissao no PFPD para (a) enxofre (S), fésforo (P) e carbono (C)
(Varian, 1995) e (b) perfis de emisséo de estanho e de elementos interferentes (Jing e
Amirav, 1998).

O estanho pode ser detectado pelo PFPD com alta sensibilidade e
seletividade sem a interferéncia de hidrocarbonetos e compostos de enxofre,
dependendo do combustor, filtro, temperatura e a composicao de gases utilizada.
Segundo Jing e Amirav (1998), para se obter uma melhor seletividade frente aos
compostos de enxofre, recomenda-se a utilizagdo de filtro de estanho de 610 nm,
mas a utilizagdo do filtro 390 nm (BG-12) e fotomultiplicador (PMT - R647) ¢
mais comum, uma vez que a sensibilidade para os compostos organicos de
estanho ¢ muito maior que com o filtro de 610 nm (figura 4.6). No
desenvolvimento deste trabalho, utilizou-se o filtro de 610 nm, devido a presenga
de muitos compostos de enxofre nas amostras impossibilitando a quantifica¢do de
OTs. Para evitar emissao de fundo o “gate delay” utilizado ¢ de 3,5 ms e sdo
recomendadas a utilizacdo de combustor de quartzo de didmetro interno de 3 mm,
chama rica em hidrogénio (relagdo O,/H, menor que 0,5) e temperatura do
detector igual a 350°C (Varian, 1995; Jacobsen et al., 1997; Jing e Amirav, 1998;
Varian, 2001).
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Tempo de emissio
de estanho

A. Temperatura
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B. Temperatura
_ baixa

Figura 4.6. Espectro de emisséo do estanho no PFPD em temperaturas : (a) 350°C; (b)

180°C. Foi utilizado filtro BG-12 e fotomultiplicadora R647 (Amirav et al., 1998).

A grande vantagem deste detector ¢ a redugdo da vazdo de géas e pequena
acumulacdo de gis na camara, permitindo a separagdo de emissdo de fundo de
produtos moleculares como CH*, CH,* e OH* normalmente produzidos em
chamas ricas em hidrogénio. A desvantagem em se utilizar este detector ¢ o
comportamento ndo linear, que requer a constru¢do de mais de uma curva de

calibragdo para maioria dos compostos estudados (Godoi et al., 2003)c.
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