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Resumo

A espectrometria de massa € uma técnica analitica bastante utilizada nas mais
diversas areas da pesquisa académica. Permite o conhecimento das informacdes a
respeito do “micro-mundo” dos atomos levando a consideraveis avangos na ciéncia
de hoje. A andlise dos is6topos estaveis do carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio
e enxofre, também conhecidos como bio-elementos, mostra-se como uma das
principais areas de interesse no uso do método proposto. O desenvolvimento das
técnicas e equipamentos acoplados ao espectrometro de massa promete oferecer
progressos cada vez maiores neste campo de atuacdo, em especial, para as
ciéncias biologicas e areas afins. O método pirolitico na redugdo de compostos
organicos sob elevadas temperaturas proporciona a analise isotépica simultanea dos
bio-elementos H e O, através dos gases liberados, H, e CO apds 0 processo
pirolitico, diminuindo significativamente o tempo de andalise e a quantidade de
material para amostra. Este trabalho apresenta uma revisdo da espectrometria de
massas com seus principios basicos de funcionamento e do método pirolitico para a
reducdo de compostos a temperaturas acima de 1400°C para analise isotOpica dos

bio-elementos.

Palavras-chave: Isétopos estaveis, espectrometria de massas, método pirolitico.



Abstract

Mass spectrometry is an analytical technique widely used in several areas of
academic research. It allows the knowledge of the information about the "micro-
world" of atoms leading to significant advances in science today. The analysis of
stable isotopes of carbon, hydrogen, oxygen, nitrogen and sulfur, also known as bio-
elements, shows itself as a major area of interest in using the proposed method. The
development of techniques and equipment coupled with mass spectrometry promises
to deliver even greater progress in this field, in particular, for the biological sciences
and related areas. The pyrolytic method in reduction of organic compounds at high
temperatures provides simultaneous isotopic analysis of bio-elements H and O, by
the gases released, H, and CO after the pyrolitic process, significantly reducing
analysis time and the amount of material to sample. This paper presents a review of
mass spectrometry with its basic principles of operation, and pyrolytic method for
reducing compounds at temperatures above 1400 ° C for isotopic analysis of bio-

elements.
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1. Introducéo

1.1 Is6topos Estaveis

Nos dias de hoje, a utilizacdo dos isétopos radioativos na area médica e
industrial mostra-se amplamente difundida e com técnicas bem desenvolvidas. No
entanto, o uso deste grupo de isétopos deve sempre ser considerado e justificado,
devido aos grandes riscos que a radiacao ionizante produzida por tais elementos
instaveis pode causar no Homem. Assim, foi possivel o desenvolvimento de novas
técnicas utilizando-se de is6topos estaveis, 0s quais ndo apresentam qualquer tipo

de cuidados especiais no que diz respeito a nossa protecao.

A primeira metade do século XX permitiu grandes avancos nas areas fisico-
quimicas da ciéncia em geral. A segunda metade deste foi marcada pelo uso dos
isétopos estaveis, principalmente, na area da Geoquimica. Hoje em dia, tem-se
obtido grandes avancos em novos segmentos da pesquisa académica, por exemplo,

Ciéncias Atmosféricas, Biologicas e Agrarias.

O crescimento das pesquisas que fazem uso de isétopos estaveis deve-se ao
desenvolvimento e modernizagdo de técnicas analiticas, principalmente da
espectrometria de massa, indispensavel para as analises isotdpicas e que permite
excelente precisdo nas medidas realizadas. Os avancos tecnoldgicos nos sistemas
acoplados ao espectrébmetro de massa também deve ser considerado no que diz
respeito ao progresso desta area de estudo.

Qualquer atomo é composto de duas partes basicas: um ndcleo de carga
positiva composto por protons e néutrons (particulas elementares), onde se
concentra a massa do atomo; e a eletrosfera, regido carregada negativamente
devido a presenca de uma nuvem de elétrons (particulas elementares) que orbitam o
nacleo, fornecendo as propriedades quimicas do elemento. O &tomo neutro € aquele
gue se apresenta com as cargas positivas dos prétons equilibradas com as cargas
negativas dos elétrons, ou seja, 0 numero de prétons (Z) € igual ao numero de
elétrons (e). O numero de massa do atomo (A) é dado pela soma do numero de
prétons e niumero de néutrons (N) presentes no ndcleo, A = Z + N em unidades de

massa atdomica (u.m.a.).



A teoria define is6topos como atomos que possuem O mesmo nuamero
atdbmico, ou seja, ocupam o mesmo local na tabela periddica, do grego isos igual e
topos lugar, entretanto, possuem diferente nimero de massa devido ao diferente
namero de néutrons. Pode-se também defini-los como atomos que possuem
propriedades quimicas semelhantes, conferidas a eletrosfera, porém com
propriedades fisicas diferentes, determinadas pelo nucleo do mesmo. Os is6topos

existem em duas formas — estaveis ou radioativos. A nomenclatura de isétopos de

um determinado elemento quimico X descreve-se por ‘}X.

Hoje, tem-se conhecimento de mais de 2500 diferentes isétopos distribuidos
entre os 115 elementos quimicos da tabela periddica, sendo que destes,

aproximadamente 260 s&o isotopos estaveis.

Os principais is6topos estaveis utilizados atualmente nas pesquisas
académicas restringem-se aos chamados bio-elementos: Carbono, Hidrogénio,
Oxigénio, Nitrogénio e Enxofre (CHON'’S), pois estes se encontram na estrutura
molecular dos carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos (DNA e RNA)
constituindo quase todas as formas de tecidos vivos. A tabela 1 apresenta os
isétopos estaveis dos bio-elementos e suas respectivas porcentagens de ocorréncia

natural.

1.2 Notacao Delta

A medida da razao do is6topo estavel pesado em relacdo ao isétopo leve de
um determinado elemento requer grande precisdo. Para isto, McKinney et al. (1950)
introduziu a notacdo delta, ou valor delta (8), que fornece um significado muito
conveniente para expressar a pequena diferencga relativa na raz&o isotopica entre
amostra e padrdo mensurada por espectrometria de massa. Este valor esta
relacionado com a base das intensidades dos sinais de ions medidas no
espectrometro de massa de razao isotopica. Analises com espectrometro de massa
de gases puros, como H,, possuem reprodutibilidade de +0,01%. ou ainda melhor.
Excelente reprodutibilidade como esta ndo representa a precisdo da analise
individual de uma amostra natural, porque alguns erros sao introduzidos durante a

coleta e preparacéo quimica nos procedimentos empregados. O simbolo 9, refere-se



a letra mindscula do alfabeto grego, denominado delta, utilizado em muitas

disciplinas para expressar diferenca.

Tabela 1 — Porcentagem de ocorréncia natural dos is6topos estaveis dos bio-elementos
(CHON'S)

Elemento Isétopo Abundancia (atomos %)
1
Hidrogénio ZH 99.985
H 0.015
12
Carbono BC 98.89
C 1.11
Nitrogénio N 99.63
& BN 0.37
o) 99.759
Oxigénio o) 0.037
¥0 0.204
3%g 95.00
Enxofre g 0.76
s 4.22

Fonte: KELLY, 2003.

A aceitacdo do uso da comparacdo entre amostra e referéncia tem sido de
fundamental importancia para IRMS desde sua introducdo e definicdo formal ao

longo dos ultimos 50 anos.

O valor delta (8) expressa-se pela equacao (1),

Ry—R

5= (—td) x 1000 (eq. 1)
Rseq

onde R € a razdo da abundancia do isotopo pesado em relacéo ao leve, x denota a

amostra e std € a abreviacdo, do inglés standard, para padrdo. Para os elementos

mais utilizados na pesquisa com isétopos estaveis (CHON’S) o R expressa-se por
13C/12C, 15N/14N, D/H, 180/160' 34g32g



O valor delta expressa-se em per mil (%0). Um valor positivo de delta significa

que a razdo da abundancia do is6topo pesado em relacdo ao leve € maior na

amostra do que no padrdo, e com o valor negativo, tem-se o significado contrario.

Dada uma raz&o absoluta de um padréo de referéncia, a razdo absoluta de
uma amostra de qualquer material pode ser determinada ou conhecida com a
mesma precisdo que se conhece a razao absoluta para o padrdo. Assim, a
composicao isotopica do oxigénio, por exemplo, expressa-se pelo simbolo 580,

como a do carbono, 5*3C e assim por diante.

1.3 Padrdes de referéncia (CHON’S)

Padrbes sao escolhidos por conveniéncia, e, é claro, sdo assumidos com o
valor zero per mil na escala de valores delta de interesse. Um padréo isotopico ideal
seria um material homogéneo, com razao isotopica préxima aquela da amostra sob
investigacado, disponivel em grandes quantidades, de facil distribuicdo e processado
de maneira féacil e segura. Ao longo dos tempos, esse padréo ideal raramente foi
obtido e, importantes materiais utilizados, ou sdo ndo-homogéneos ou entdo, ndo

possuem disponibilidade para todo o sempre.

Existem quatro materiais isotopicos primarios de referéncia para os bio-

elementos leves, listados na tabela 2.

O padrao mais utilizado para o oxigénio e o hidrogénio € o Standard Mean
Ocean Water (SMOW), definido por Craig (1961). Para o carbono e oxigénio, o
padrdao mais comum é relacionado ao “PDB” Cretaceous carbonate foéssil
Bellemnitella americana da formacao Peedee da Carolina do Sul/EUA (Craig, 1957).
Para o nitrogénio, o padrdo aceito € o ar atmosférico e por fim, adota-se como

padrao isotdpico para o enxofre o mineral troilita do meteorito Cafion Diable, CDT.
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Tabela 2 — Tabela com os materiais utilizados como referéncia para medidas da

composicao isotopica dos bio-elementos

Material de Referéncia Primario Razdo Isotopica valores aceitaveis (x10° ppm)
’H/*H 155.76 + 0.10
Standard Mean Ocean Water (SMOW) 80/%*0 2005.20 + 0.43
70/%*0 373+ 15
Bt 11237 +9
Pee Dee Belemnite (PDB) 80/%*0 2067.1+2.1
Y0/*0 37915
Ar BN/MN 3676.5+8.1
345 /325 45004.5

Cafion Diabolo Troilite (CDT)
*5/%’s 8100.0

Fonte: KELLY, 2003.

2. Espectrometria de Massas

2.1 Histoérico

Os espectrometros de massa, em geral sdo usados para fazer uma avaliagdo
do conteudo atébmico e molecular de uma dada amostra. Desde o inicio de seu
desenvolvimento, em 1910 por J.J. Thomson (apud BRAND, 2004) no laboratério de
Cavendish, em Cambridge, tem se mostrado como uma ferramenta técnico-analitica
das mais importantes disponiveis para os cientistas, pois € capaz de fornecer
importantes informacfes a respeito do microscopico mundo dos atomos, moléculas
e ions, tais como, a composicado elementar da amostra, estrutura molecular e a

composicao quantitativa e qualitativa de misturas complexas.

Uma das primeiras descobertas de Thomson com o advento desta técnica foi
a existéncia dos isétopos estaveis, que foram detectados em 1912 na analise do gas
neodnio introduzido em um tubo de raios catddicos (massas 20 e 22, com respectivas
abundéancias de 91% e 9%).

Continuando na mesma linha de estudos, Francis Willian Aston (apud
BRAND, 2004), no mesmo laboratoério, construiu um novo instrumento, utilizando de

sistemas de vacuo mais eficientes, com um sistema coletor de ions otimizado e um
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mecanismo de focalizacdo do feixe i6nico, o qual ele chamou de espectrografo de
massa, utilizado para confirmar a existéncia dos isétopos estéveis, através da
deteccdo por chapa fotografica, para quase todos os elementos conhecidos até
entdo. Aston descobriu 212 dos is6topos que ocorrem naturalmente, mediu a massa
atdbmica dos isotopos com precisdo de 0,1% e determinou sua abundancia isotopica,
provocando significativas alteracdes na tabela peridédica. Devido a essas enormes
contribuicbes para a Ciéncia, Thomson e Aston foram premiados com o Nobel de

Fisica de 1906, e Quimica em 1922, respectivamente.

Concomitantemente, Arthur Jeffrey Dempster (Universidade de Chicago,
EUA) (apud OLIVEIRA, 2006) se empenhava na determinagdo da abundancia dos
isétopos, por exemplo, Mg e K em 1920 e Pt e Ir em 1935, utilizando-se de um
espectrémetro que focalizava a energia, enquanto que o instrumental de Aston,

focalizava a velocidade dos ions formados.

Em 1929, Dempster desenvolveu o primeiro aparelho com dupla focalizacao
dos ions, que permitia alto poder de separagdo. O instrumento consistia no uso de

dois analisadores: um eletrostatico de 90° e outro magnético de 180°.

Nos anos seguintes, o principio da dupla focalizac&o foi trabalhado e melhor
desenvolvido por Brainbridge e Jordan em 1936. Neste mesmo ano, Mattauch e
Herzog acoplaram um sistema o6ptico, permitindo a obtencdo de um foco perfeito
sobre a chapa fotografica do detector. (apud OLIVEIRA, 2006).

Alfred Otto Carl Nier (Universidade de Minnesota, EUA), nos anos 40, prop6s
a utilizacdo de um dispositivo elétrico para que se eliminassem os erros sistematicos
obtidos. Em 1947, Nier também propés o uso de um mecanismo com duplo
coletores de ions para medicdo simultanea de duas correntes idnicas, aumentando
consideravelmente a precisdo das medidas de razdes isotopicas realizadas,
eliminando completamente flutuacdes na corrente ibnica devido a variacdes na
temperatura, instabilidade do feixe etc. (apud OLIVEIRA, 2006).

Em 1950, McKinney aplicou o principio da véalvula de troca (changeover valve)
na medida de razbes isotépicas. Tal desenvolvimento permitiu a medida dos
isétopos do oxigénio no gas O, e do oxigénio e carbono no CO, com elevada

precisao.
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Outro cientista merecedor de destaque foi Wolfang (apud OLIVEIRA, 2006),
agraciado com o prémio Nobel em 1989, que propds um analisador quadrupolo.
Espectrémetros de massa com esse acessorio possuem alta sensibilidade e rapidez,
porém perdem na resolucéo e sensibilidade de abundancia em comparacao com o0s

aparelhos que utilizam analisador magnético.

Hoje em dia, os modelos de espectrometros de massa de alta resolucdo
contam com um sistema de separacdo de ions constituido de um analisador
eletrostatico de 90° e um analisador magnético de 60°, conhecido como “sistema

optico Nier-Johnson”, criadores do projeto.

2.2 Principios Bésicos

A evolucdo dos equipamentos associados ao espectrédmetro diminuiu
significativamente 0s erros associados aos componentes eletronicos e outros
fatores. As vélvulas de troca, com mecanismo de troca rapida entre amostra e
padrdo, permitem que as razdes isotdpicas de ambos sejam medidas sob as
mesmas circunstancias e condi¢cdes quase idénticas. Nos primeiros espectrémetros,
pistbes de mercurio eram operados manualmente para o ajuste da pressdo do gas
no sistema de entrada, assegurando que as pressfes da amostra e do padrao

fossem iguais.

No campo dos bio-elementos, a grande maioria dos equipamentos de analise
isotépica refere-se aos equipamentos de baixa resolucdo, conhecidos como
espectrometro de massa de razéo isotépica (IRMS).

Um espectrometro de massas de razdo isotdpica (IRMS) consiste
basicamente de um sistema de entrada, uma fonte de ions, um analisador elementar
para a separacdo idnica e um detector de ions. O sistema de entrada é concebido
para introduzir gases puros. O preparo destes gases pode ser on-line ou off-line.
Moléculas neutras do sistema de entrada sdo introduzidas na fonte de ions, onde
sao ionizadas por impacto eletrénico e aceleradas e, entdo, sdo separadas por um
campo magnético e detectadas por copos de Faraday, posicionados ao longo do
detector do espectrometro (Nier, 1940). O diagrama de blocos na figura 1 ilustra os

componentes basicos de um espectrometro de massa.
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i Alto Vacuo i
Sistema Fonte

De — de — Analisador — Detector
Admisséao lonizacao

Fonte: DUCATTI, 2007.
Figura 1 - Diagrama esquematico dos principais componentes do espectrometro de massa

de razao isotdpica.

Para a obtencdo uma andlise da razao isotépica de um elemento é necessario
ter conhecimento de duas caracteristicas de entrada: a massa atémica do elemento
analisado e sua abundancia isotopica absoluta. O requisito basico para o método € a
formacao de ions livres na fase gasosa. Um esquema resumido do processo de uma
andlise por espectrometria de massa pode ser visualizado na figura 2, onde M
representa uma molécula de um determinado composto gasoso, que apos sofrer
ionizacdo se decompde em ions de massas menores detectaveis gerando o

espectro de massa.

O sistema de admissao nos espectrometros de massa de dupla admisséo (DI-
IRMS) é composto de valvulas, tubos, capilares, conectores e medidores.
Compreende dois reservatorios para diferentes gases. Um volume € utilizado para
armazenar o gas padrao de referéncia, com composi¢ao isotopica conhecida. O
outro volume comporta 0 gas que se deseja analisar. As valvulas de troca
representam o principal componente do sistema. Elas permitem a rapida e alternada
troca na entrada de uma dada amostra gasosa analisada com um padréo, fazendo a
comparacdao rapida e repetida entre os gases, fornecendo a diferenca de abundancia

isotopica entre eles expressa pelos valores delta.

A amostra gasosa € introduzida na fonte através de um capilar, cujas funcdes
sdo de reduzir a quantidade de gas que entra na fonte e garantir o fluxo viscoso

devido a elevada pressdo de admissdo. Essa condi¢do de fluxo viscoso, necesséria
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para que uma amostra possa ser analisada em um sistema duplo de admisséo, é
facilmente obtida com o uso de capilares com comprimento adequado com a devida
pressao calculada para aquele comprimento. O fluxo viscoso faz com que néo
ocorra o fracionamento isotopico na saida do gas dos capilares em direcédo a fonte

de ions do espectrémetro.

Tonizacao m/z27

N
M=—M-= s
amostra / / | \\ m/z 43 .

m/z 57
a. andlise de massa
de todos os ions :>

b. aquisicdo de dados

c. grafico de barras 15 27 57 m/4
m=>58 e abSOl‘gﬁO de mz 15 o de massa
excesso de energia decomposicio I

Fonte: PONCIANO, 1996.
Figura 2 — Diagrama esquematico do processo de analise por espectrometria de massas.

Essas moléculas sofrem ionizacdo devido ao impacto com os elétrons
gerados por um filamento aquecido constituido de tungsténio, em geral. Nesta
interacdo, das moléculas do gas com os elétrons energizados, tem-se a retirada de

um elétron da camada de valéncia da molécula, de acordo com a equacao (2):
-
M- Mt + 2e” (eq. 2)

A eficiéncia deste processo normalmente é muito baixa (~0,01%), sendo que
maioria das moléculas que entram na fonte de ions é removida pelo alto-vacuo.
Essa caracteristica determina a sensibilidade do espectrometro de massa, e
depende da secao transversal de ionizacdo, do nimero de elétrons e do niumero de

moléculas presente na amostra.

A energia cinética adquirida pelas particulas na fonte de ionizacdo devido a

diferenca de potencial entre as placas expressa-se pela equacéao (3)

qU = (eq. 3)

onde, v = velocidade da particula, U = energia potencial e m = massa da particula.
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ApOs a ionizagdo das moléculas gasosas, os cations formados podem
fragmentar-se em diversos pedacos de acordo com a energia interna que o ion
adquiriu durante o processo de ionizacéo. Estes sé&o acelerados e colimados por um
sistema de eletrodos que podem ter diferentes valores de energia potencial aplicada.
Nesse estagio, o feixe idnico € resolvido, entrando numa regido do tubo de véo com
um forte campo magnético e/ou elétrico aplicado. Esse campo gerado desvia o ion

em trajetdrias circulares, de acordo com a For¢a de Lorentz (equacao 4):

-

|F| = qE + qv x B (eq. 4)

onde B é o campo magnético aplicado e E o campo elétrico. O setor magnético pode
ser comparado a um prisma 6ptico. ions monoenergéticos de diferentes massas s&o
dispersos ao longo do setor. fons leves seguem uma trajetéria com raio pequeno,

enguanto os mais pesados apresentam trajetorias com raio maior.

Podem-se ter diferentes condicbes de focalizagdo de acordo com a

configuracdo dos instrumentos utilizados.

Focalizacao pela velocidade.

Nesta configuracdo, o campo elétrico (E) e o campo magnético (B) podem ser
ajustados de modo que ndo ocorra deflexdo do feixe do ion ao atravessar a regido
dos campos (Figura 3a). Deste modo, a forca resultante serd zero (F=0), e a

v -_— 5

ou seja, somente ions com velocidade E/B passam pelo sistema sem deflexdo. A
focalizacdo pela velocidade pode ser usada ao longo do caminho do ion para a

remocao de ions indesejaveis.
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Focalizacao pela energia

Em alguns instrumentos o analisador apresenta configuracdo encurvada, na
gual as placas elétricas carregadas separam os ions de acordo com a sua energia.
O raio da curvatura dos ions pode ser obtido pela equacao da forca eletrostatica q. E,
com a da forca centripeta mv?/r, de modo que o movimento circular dos jons pode

ser obtido por:

mUZ

eE

r= (eq. 6)
Consequentemente o raio é diretamente proporcional a energia cinética

classica mv?/2, conhecido como focalizacdo pela energia (Figura 3b).

Em particular, somente os ions que possuem energia cinética igual gEr/2
podem movimentar-se através da trajetoria de raio r, os demais ions sofrem colisdes

com a parede.

Focalizac&do pelo momento

A maioria dos instrumentos emprega um simples analisador magnético (B)
para separar os diversos feixes i0Onicos, correspondente aos diferentes feixes

isotépicos (Figura 3c).

As particulas carregadas, ao se movimentarem através do campo magnético,
sofrem a acdo da forca magnética qu x B (equacdo 4), responsavel pela forca
centripeta mv? /r. Pela ortogonalidade do campo B, os ions sofrem trajetéria de raio

r, expressa por:

r mv ( 7)
= — eq.
qB q
Assim procedendo, cria a condicdo de focalizacdo pelo momento (mv), ou
seja, particulas com a mesma carga q € mesmo momento movem-se com 0 mesmo
raio de curvatura, enquanto que os demais com diferentes valores definem

diferentes trajetérias. Torna-se comum utilizar a equacdo (3), que expressa a
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diferenca de potencial V aplicada, e 0 campo magnético utilizado (B) para obter a

relagdo massa/carga, através de:

r = 2Vm 3
- qu (eq )

Dessa forma, o ion isotépico de maior massa apresenta maior raio de deflexao.

Toda essa Fisica abordada esté aplicada no chamado Analisador de massas.
Este sistema resolve (separa) os ions oriundos da fonte de ioniza¢do de acordo com
a relacdo massa/carga, ou seja, o feixe idnico principal € aberto em feixes dos ions

isotdpicos caracteristicos.

As trés principais caracteristicas do analisador sdo: limite de massa, a
transmissao ionica e o poder de resolugcdo em massa. O limite de massa significa o
valor mais alto de massa que pode ser medido, geralmente expresso em daltons
(Da) para um ion de carga unitaria. A transmissao € a razao entre o numero de ions
gue chegam ao detector e os ions produzidos na fonte. O poder de resolucdo € a
capacidade de produzir dois sinais distintos para dois ions com uma diferenca de
massa pequena; pode ser quantificado por R = m/Am onde Am € a menor diferenga
de massa capaz de ser resolvida, ou ainda, a largura de um pico a meia-altura. O
analisador deve permitir a passagem de um nuamero de ions suficiente para fornecer

uma corrente de ions facilmente mensuréavel.

O feixe ibnico, agora resolvido (aberto), segue ao longo do tubo de véo em
direcdo ao sistema coletor. O coletor quantifica o feixe idnico pela deteccdo e
medicdo de pequenas correntes geradas. Esse processo pode envolver um ou
diferentes tipos de coletores, tais como os copos de Faraday e multiplicadores

eletronicos.

Os copos de Faraday minimizam os erros de deteccdo provindos das
correntes geradas por elétrons secundarios. Os espectrdmetros modernos possuem

no minimo trés coletores Faraday.

A medida acurada da energia depositada pelo feixe de ions é obtida através

de uma corrente elétrica que passa por resistores com resisténcia dependente da
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intensidade relativa do feixe. A tensao aplicada nos resistores é amplificada e os
sinais obtidos s@o convertidos para uma saida digital para entdo serem registrados.
O resultado geral é estavel e esses feixes bem definidos séo utilizados para medida

precisa da abundéancia relativa dos iso6topos.

a. focalizagao pela

velocidade

c. focalizagao pelo

.
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momento

x x
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>
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=
=

x x x

x
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Fonte: CRISS, 1999.

Figura 3 - Condi¢cdes de focalizacbes para a separacdo das massas dos feixes de
ions dos isOtopos pesados (traco) e leves (ponto). Campos elétricos (E) séo
designados pelas placas dos metais carregados (linhas com cargas positivas (+) e
negativas (-)) e paralelos a pagina. Campos magnéticos (B) designados pela letra x

séo orientados perpendicularmente a pagina (penetrando).

A qualidade da andlise depende da capacidade do espectrémetro de detectar
todos 0os componentes presentes nesta amostra com a mesma sensibilidade,
independentemente da complexidade e natureza quimica do material analisado.
Este seria um espectrometro de massas ideal, no entanto, ndo € possivel. Para que
as medidas realizadas sejam confiaveis, deve ser feita a preparacdo das amostras,
manipulando-as para que se tornem algo que possa ser separado e detectado. No
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caso da espectrometria de massas, a capacidade em quantificar o conteudo de uma
dada amostra é facilitada se a complexidade desta é reduzida através de métodos
de separacdo dos componentes quimicos antes da realizacdo das medidas. Essa
necessidade promoveu o uso e aperfeicoamento das técnicas de separacdo, a
cromatografia e pirolise, por exemplo, combinadas com a espectrometria, que tem
sido utilizada para a determinagcdo da razdo isotdpica dos bio-elementos (Brand,
1996) juntamente com os métodos de andlise de razbes isotOpicas mais comuns
pela comparacdo, bastante precisa, com gases puros nos sistemas de dupla

entrada.

Os espectrometros de massa modernos diferem das “velhas” maquinas
principalmente no sistema de admissdao, na sensibilidade da fonte, no uso de
coletores multiplos, na maior estabilidade e respostas rapidas dos componentes
eletrénicos. O ajuste das pressdes € feito automaticamente. A figura 4 representa

um esquema detalhado de um tipico espectrdbmetro de massa moderno.

3. Espectrometria de Massa com Cromatografia Gasosa (GC-IRMS)

Nos dultimos anos, o método de fluxo continuo na introducdo do gas
revolucionou a espectrometria de massa de razdo isotopica abrindo diversos
caminhos para a pesquisa cientifica. (Mathews e Hayes, 1978). No lugar da andlise
do gas por meio dos recursos oferecidos pelos sistemas de dupla admissao (DI-
IRMS), as amostras agora sdo carreadas por uma corrente de gas hélio, purificadas
por cromatografia gasosa e introduzidas diretamente na fonte de ionizacdo do
espectrometro de massa. As primeiras aplicacdes online foram com a combustao a
elevada temperatura de amostras pequenas para as analises de carbono e/ou
nitrogénio. A tecnologia da GC-IRMS tem sido modificada para que seja possivel
substituir os métodos tradicionais de extracdo para quase todos 0s materiais
analisados convencionalmente. O método traz vantagens, como a facil e eficiente

purificacdo do gas, rapidez na analise e utilizacdo de amostra cada vez menores.

Os gases mais comuns introduzidos no IRMS com as respectivas massas dos

isé6topos medidos sao dados na tabela 3.
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As medidas de razdes isotdpicas do Hidrogénio sdo quase sempre feitas pela
determinacao da relacéo 3/2 da raz&o de H,, embora outros gases, incluindo a H-0,

tém sido utilizados com limitado sucesso.

fonte de x

analisador valvula

de massa

Il / 4 -
tubode || ||| A\ tubo capilar
véo | "‘l !

T :l‘ s <z entrada da

= o =K == n o
i} l | ' % — 'x. x xj x == a4 ~ amostra
coletor = = ‘ s =
defons = = MICROVOLUMI = =
referéncia amostra

Fonte: Adaptado de SHARP, 2007.
Figura 4 — Figura que ilustra os principais componentes do espectrdmetro de massas.

Para o carbono, determina-se a razao isotopica pela razdo 45/44 do gas
carbonico. Das razdes 29/28 e 30/28 do N,, obtém-se a razéo isotOpica para o

nitrogénio.

Na medida da razéo isotépica do oxigénio é mais comum a determinacao
através das razfes de 46/44 do CO,, porém tem-se utilizado o uso do CO e O,. As
razbes de *0/*0 s&@o determinadas pela razdo 30/28 do CO e 34/32 do Oy,

enquanto 1'0/*°0 é determinada pela razdo 33/32 do O,.
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Tabela 3 — Massa dos isétopos medidos em um sistema IRMS na analise de
amostras gasosas mais comuns

Elemento Gas Massas dos istopos medidos
Hidrogénio H, 2e3
Carbono Cco, 44,45 e 46
Nitrogénio N, 28,29 e 30
CO, 44,45 e 46
Oxigénio 0, 32,33e34
co 28 e 30
Enxofre SO, 64 e 66
SFs 146, 147, 148 e 150

Fonte: SHARP, 2007.

3.1 Método Pirolitico

A combinacéo de técnicas de preparacao online ou fluxo continuo com IRMS
(CF-IRMS), inicio e desenvolvimento, foi profundamente revisada por Midwood e
McGraw (1999). O trabalho de Preston e Owens (1983), um sistema de analisador
elementar acoplado com o espectrémetro de massa de razéo isotopica, foi um dos
primeiros a contornar a utilizacdo dos instrumentos de dupla admissdo. Do mesmo
modo que os instrumentos DI-IRMS, CF-IRMS também necessita de amostras de

gas puro.

A técnica de fluxo continuo, embasada em dois instrumentos principais — o
analisador elementar e a interface combustdo-cromatografia gasosa, levou os
métodos de preparacdo de amostras online a uma consideravel evolucdo na
determinacdo da razado isotopica do Hidrogénio e Oxigénio. Sob as condicbes de
fluxo continuo, o gas produzido da amostra € passageiro, € uma coluna gasosa de
hélio em excesso, que atua como carreador, fornece as condigdes necessarias para
o fluxo viscoso. Nos instrumentos convencionais de espectrometria de massa, 0
feixe i6Gnico relativo ao gas hélio de m/z 3 provoca um “transbordamento” nos
coletores, dificultando a medida da razdo D/H. Para esta analise pelo método de
fluxo continuo, foram necessérios avangos na construgcdo dos equipamentos de
IRMS.

Os avancos instrumentais foram acompanhados igualmente pelo

desenvolvimento nos dispositivos periféricos acoplados ao espectrometro de massa
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para producdo, online, de hidrogénio gasoso a partir da agua e amostras organicas.
Desde 1997, o método pirolitico vem sendo apresentado para fornecer recursos
mais confiaveis na producdo de H, a partir do volume da amostra e de compostos

especificos.

A pirolise é definida como o aquecimento de um material que se decompde
em outros componentes sem a adicdo de um agente oxidante ou redutor. Um
catalisador pode ser utilizado para diminuir a temperatura e o tempo da reacéo.
Pode ser aplicada em &gua, compostos organicos, e também em compostos

inorganicos, nos trés estados possiveis da matéria: solido, liquido e gasoso.

O método pirolitico acoplado ao sistema de GC-IRMS possui origens na
configuracdo de espectrometros descritos por Tobias e Brenna (1997), na qual um
tubo vazio, constituido de alumina, mantido a uma temperatura de 1150°C, foi usado
para converter hidrocarbonetos leves em H, gasoso. Burgoyne e Hayes (1998),
improvisaram um sistema para conversdo de alcanos de baixo peso molecular e
alcodis, separados em uma coluna de cromatografia gasosa, em hidrogénio,

utilizando um reator pirolitico feito com tubo de alumina grafitada aquecida a 1430°C.

O desejo de se obter o valor delta para um determinado volume de deutério e
oxigénio simultaneamente por CF-IRMS, resultou no desenvolvimento da interface
pirolitica baseada nos analisadores elementar. Esses sistemas, Py/CF-IRMS, usam
material inerte para o revestimento dos tubos onde ocorre a pirélise, como o carbono
vitrificado, para a decomposicdo térmica (temperaturas acima de 1000°C) da

amostra em Ho.

O uso de um analisador elementar, construido especialmente para elevadas
temperaturas, acoplado ao sistema CF-IRMS foi proposto por Kornexl et al. (1999).
O sistema obteve a conversdo quantitativa de amostras de agua, carbonetos e
compostos organicos para medicdo de monéxido de carbono a 1400°C sobre uma
pequena quantidade de carbono niquelizado. A eficiéncia do método foi comprovada
com a analise de uma gama de materiais de referéncia da Agéncia Internacional de
Energia Atbmica (AIEA) com uma precisao interna de 0,5%.. Ademais, o sistema

pdde ser utilizado para determinagéo dos valores 3°N%. e 5'%0%0 em uma mesma
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amostra de compostos nitrogenados. O sistema de um analisador elementar (AE)

para o método pirolitico ilustra-se na figura 5.

Outros instrumentos basicos para o método pirolitico sdo: sistema de gas
carreador, uma coluna de cromatografia gasosa e o trap para remocao de produtos
indesejaveis na analise. Os sistemas permitem admissdo de duas amostras (dupla
entrada). Um coletor automatico pode ser acoplado diretamente no reator para
medidas de amostras solidas. Do mesmo modo, um sistema injetor de amostras
liquidas ou gasosas pode ser conectado ao instrumento. O design do tubo de reacéo
depende da quantidade e do tipo de amostra a ser analisada. O reator consiste de
um tubo de ceramica revestido internamente por carbono vitrificado. Um ponto
importante a ser observado na construcdo dos tubos de reacdo, € o vao existente
entre as paredes interna e externa. O espaco tem a funcao de evitar a reacdo entre
o carbono vitrificado e 0 oxigénio da alumina existente na ceramica, o que resultaria

em um incremento de fundo na medida de CO. Em geral, o espaco é preenchido por

gas hélio.
Coletor de Analisador
amostra de massas
coletor

Forno pirolitico

Fonte de ions

trap — Coluna CG —_—

Fonte: Adaptado de GEHRE, 2004.
Figura 5 — Diagrama de blocos representando o sistema de um analisador elementar

construido especificamente para analises isotopicas via método pirolitico.
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3.2 Decomposicao térmica sem adicbes — método offline

O método de decomposicdo térmica de compostos organicos contendo

somente carbono e hidrogénio foi descrito por Sofer e Schiefelbein et al. (1986).

O tubo de reacéao e os capilares eram aquecidos a 800-900°C por 1 hora para
a remocao de contaminantes organicos e de agua. O capilar era preenchido com
uma amostra de 4 a 10mg. A amostra era colocada no tubo de reacdo selado em
alto vacuo. Os tubos de reacdo eram colocados sobre uma prateleira em um forno a
uma temperatura de 1140°C por um periodo de 30 minutos a 6 horas e meia,
dependendo da qualidade da amostra. Quando a prateleira era retirada do forno, os
tubos eram resfriados o mais rapido possivel com ar frio, para que qualquer troca na
reacdo fosse eliminada. No sistema de vacuo do espectrometro de massa, o tubo

era quebrado e a composicao isotopica do hidrogénio era medida.

3.3 Pir6lise com tubo vazio — método online

O método de pirdlise online foi desenvolvido simultaneamente em 1997 por
dois diferentes grupos de pesquisa: John Hayes, Tom Burgoyne e Arndt
Schimmelmann na Universidade de Indiana e lan Begley e Charles Scrimgeour no

Scottish Crop Research Institute.

Em 1999, Hilkert et al., apresentou o0 método de pirélise a altas temperaturas
em tubo de reacdo vazio. Os gases efluentes da coluna de cromatografia foram
pirolisados a uma temperatura maxima de 1500°C. O H, gasoso foi liberado via

corrente de gas hélio para dentro do espectrometro de massa de razao isotopica.

No mesmo ano, um método similar foi proposto por Scrimgeour. Ele
descreveu o0 uso de um tubo de alumina (Al,O3) vazio aquecido a 1200+£5°C. As
amostras foram introduzidas via seringa em um injetor que possuia uma fenda
fechada por 0,3 minutos seguido de uma purgada de gas hélio a uma taxa de
50mL/min). A corrente de hélio carreava a amostra para a coluna de cromatografia e
0S compostos separados eram pirolisados no tubo vazio, obtendo como resultados
H,, CO, carbono elementar e uma pequena quantidade de CH4. A agua era retirada

através de um trap quimico.
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A medida isotépica de H na amostra de um hidrocarboneto é, em geral, maior
que o necessario para o C. Isso se deve a menor eficiéncia da ionizagdo do
hidrogénio comparado com o carbono e também, a menor abundancia natural do D

comparado com *3C.

3.4 Métodos de reducdo usando carbono para analise isotépica do

hidrogénio e oxigénio
Reducao no carbono niquelizado

A técnica foi apresentada por Micromass (Fourel et al., 1998) para a reducao
de amostras organicas em um analisador elementar (AE) (Carlo Erba NA 1500 —
1050°C) recoberto com carbono niquelizado, misturado com cristais de quartzo em
um sistema de fluxo continuo, conectado diretamente ao espectrémetro de massa
para medidas simultaneas da composi¢do isotopica de H e O em uma mesma

amostra, como observa-se na figura 6.

H, e CO séo os gases liberados na técnica e que ap0s a separa¢ao na coluna
de cromatografia sdo medidos no espectrometro. A agua foi retirada através de um

trap de MgCIlO3. O géas hélio age como o carreador.

Foi levado em consideracdo que, a pirdlise com fluxo através de um metal
redutor, como o niquel, & questionavel devido a forte absor¢cdo do hidrogénio na
maioria desses metais, levando ao aparecimento de uma “cauda” no pico obtido pelo

instrumento e a efeitos de meméaria.

Esse método deveria ser considerado como “em desenvolvimento” para

materiais organicos.

Reducg&o no carbono vitrificado

Acredita-se que a contribuicdo do carbono vitrificado no forno pirolitico como

fonte de carbono seja insignificante, pois se trata de um material inerte.
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Gygli et al. (1993) apresentou um método pirolitico de matéria organica em
tubos de ceramica sob uma corrente de gas carreador (10% H,, 90% N,) a uma
temperatura de 1300°C. A elevada temperatura garante a conversao completa do

composto em CO.

AMOSTRA

e

' CARROSSEL

e

FORNO
(1050°C)

CU ‘_‘_ .»"' ¥
(800°C) |+

Fonte: Adaptado de GROOT, 2009.
Figura 6 — Esquema do método de analise isotopica simultanea de H e O utilizando

um AE com forno de reacéo revestido com carbono niquelizado.

Em 1997, Koziet et al. propds o método pirolitico para andlise dos is6potos de
O na matéria organica em um sistema online de AE-GC-IRMS. Ele substituiu as
paredes de silica, ou ceramica, do tubo reator, que causava a troca do oxigénio
entre CO e CO,, por paredes de carbono vitrificado, livre de oxigénio. A conversao
do CO para CO; foi evitada pela obtencé&o dos sinais de massa do CO, 28 e 30. A

completa conversao é importante para que se evite o fracionamento isotopico.

Para analise, foram utilizadas capsulas de Ag como recipiente de amostra. As

capsulas foram submetidas a aquecimento no interior de tubos de quartzo em uma
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corrente de ar seco entre 350 e 400°C para desoxidacdo da prata no periodo de

uma hora.

Kelly et al. (1998) descreveu um método pirolitico e de reducdo para
complexos compostos organicos e agua em um AE com reator de carbono
vitrificado. Este sistema pode ser comparado ao apresentado por Werner et al.
(1996). Houerou et al. (1999), seguindo a linha de Werner, descreveu método
semelhante para andlise de acucares e acidos citricos através da configuragdo de
AE.

Amostras solidas foram embrulhadas em capsulas de prata (Ag) e amostras
liguidas foram adicionadas por uma seringa, seladas e, posteriormente
armazenadas, para que se evitasse a oxidagdo, principalmente. As cépsulas foram
colocadas em um carrossel de amostras e entéo, introduzidas no reator do AE, uma
a uma. O reator consiste de vidro e possui uma camada de 20 cm de gréos de
carbono vitrificado coberta por uma rede de platina na zona mais quente do forno
pirolitico.

As amostras foram reduzidas a 1080°C e depois levadas através de hélio
gasoso para um trap quimico para captacdo de CO, e agua, seguido de uma coluna

de cromatografia para separacéo de H,, N, e CO. A figura 7 ilustra o método.

Assim, medidas da composicéo isotopica de H e O puderam ser realizadas no
espectrdmetro de massa de razdo isotdépica. O método apresentou uma precisao
melhor que 3 %.. O sistema foi completamente automatizado, diminuindo a
guantidade de amostra necessaria para analise. O tempo de uma analise foi por
volta de 15 minutos. Os capilares conectores ao IRMS foram limpos por

aguecimento ap6s 3000 amostragens.

Midwood e McGaw (1999) relataram que “o método pirolitico mostra-se como
o mais plausivel para analise do deutério em uma gama de amostras. Esta é a
tecnologia a ser desenvolvida no futuro, permitindo analises de H em simples
instrumentos CF-IRMS.”

O método de reducdo do carbono de amostras de agua e compostos

organicos a elevada temperatura (1450°C), para se obter simultaneamente a
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composicao isotépica de H e O, foi apresentado em um folder (1999) da Finningan
MAT/ThermoQuest. O volume da amostra, encapsulada, foi adicionado por meio de
um carrossel coletor de amostra (autosampler) no interior do tubo de reacéo do AE.
Os gases liberados, H, e CO, foram separados por uma coluna de cromatografia
gasosa abaixo do reator de reducdo e assim, foram feitas medidas, online, em um
IRMS. Para andlises de compostos especificos, o0 método também pode ser
aplicado, com algumas ligeiras modificacbes na configuragcdo do sistema. As

técnicas podem ser visualizadas na figura 8.

Autosampler
[T mum]mm
‘ Analisador Elementar
.Q i Tubo
Pirolitico

He

SIJART

CG

. " 8 carbono
vitrificado

TATTC SO L EST E JAUTET ETE AITSA SIS TRIR Y

U /RS2SR0

Fonte: Adaptado de GROOT, 2009.
Figura 7 — Sistema AE-IRMS para analise online do is6topo O em compostos

organicos apresentado por Werner et al. (1996).

No ano de 1999, Loader e Buhay também descreveram um sistema CF-AE-
Py-IRMS para matéria organica. A reducédo dos compostos pode ser observada na

reacao seguinte:
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O géas CO; poderia ser medido diretamente em um IRMS, ou ser isolado
criogenicamente e medido posteriormente em um classico sistema de
espectrometria ou ainda, ser coletado e armazenado para uma medida isotopica

offline.

BN

Sharp et al. (2001) apresentou um método para reducdo a 1450°C de
amostras de agua em H, e CO, seguida de carreamento através de uma corrente de
hélio. Os gases liberados foram separados por CG e a composi¢ao isotopica de H e

O foram medidas simultaneamente.

Abel et al. (2001) descreveu sobre a reducdo de compostos organicos em um
reator que consistia de um tubo externo de ceramica e outro interno de carbono
vitrificado, carregado de cristais de carbono vitrificado e niquelizado, a uma
temperatura de 1300°C. Com uma configuracdo similar, Wassenaar e Hobson
(2003) analisaram amostras de queratina no interior de capsulas de Ag, a 1270°C
sob uma correte de hélio. Os gases liberados, N, H, e CO foram separados via

cromatografia gasosa.

\CO H,
/\ separacéo de gas ,/ k
TC/EA hidrogénio e CO o
\;?:]%rgt?ade " 1450°C P GC ——— on-line IRMS
(umol) /\H? H, /\H:'
/\/\/\ EATAY
ana’li:gpdeecﬁgl(églgostos —» GC — & 1450°C on-line IRMS

(nmol) Separacéo individual GC/TC

dos compostos
CO CO yCo

Fonte: Adaptado de GROOT,2009.
Figura 8 — Representacdo esquematica para volumes de amostra e procedimentos

analiticos para compostos especificos via método pirolitico na andlise isotépica de H

e O em compostos organicos.
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Em 2003, Bohlke et al., discorreu sobre a analise de O em amostras de agua
pela reducdo de carbono vitrificado a 1325°C em um AE-IRMS. As amostras,
injetadas em capsulas de prata, eram pesadas durante 2 a 3 horas para controle de

evaporacao. As capsulas que apresentaram queda na massa foram descartadas.

Para medidas da composicao isotopica de O, deve-se tomar certo cuidado
com relagdo as paredes de alumina do tubo de reacéo. A elevadas temperaturas
pode haver interferéncia do O da alumina sobre o gas analitico. Uma solugéo

moderna é a substituicdo do tubo de alumina por tubo de silica carbonada (SiC).

Métodos para compostos especificos

Anadlises de compostos especificos para composicao isotopica de H e O de
materiais organicos foram apresentadas por Hilkert et al. (1999) e pelo folder (1999)
da Finningan MAT/ThermoQuest. Consistia na insercdo de uma amostra organica
em um sistema CF, no qual os compostos eram separados por uma coluna de
cromatografia. As fragbes separadas eram reduzidas em elevadas temperaturas
(1450°C) em tubos de reacdo de carbono vitrificado, onde H, e CO para cada

composto foi introduzido em um sistema online de IRMS.

Conclusao

Né&o ha duvidas de que as diversas técnicas analiticas utilizadas nas
pesquisas em diferentes éareas do conhecimento cientifico evoluiram
significativamente ao longo do século passado até os dias de hoje. Nao poderia ser

diferente com a espectrometria de massas.

O desenvolvimento e aperfeicoamento de novas técnicas e sistemas
acoplados a este método se apresentam como uma ferramenta importante para a

abertura de novos caminhos em direcao ao “micro-mundo”.

O analisador Elemental (combust&o e reducéo) acoplado ao espectrometro de
massa, atualmente € o conjunto mais utilizado na determinacdo de 3°C e 3N,

enquanto que o IRMS acoplado ao conjunto pirolitico sob alta temperatura,
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emprega-se nas andlises de &°H e 0. O fato da técnica permitir a andlise
simultanea dos is6topos em destaque mencionados diminui o tempo de analise e o
consumo de material, pois necessita da menor quantidade e amostras cada vez

menores.

As vantagens da técnica, sem dulvida, proporcionardo grandes avancgos
cientificos, favorecendo principalmente o campo das ciéncias biologicas, area que

necessita de analises rapidas e precisas.
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