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Determinacédo de azaarenos basicos em querosene por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e deteccéo por
fluorescéncia

3.1.
Cromatografia liqguida de alta eficiéncia

Cromatografia liquida (LC, do inglés “liquid chromatography”) é o nome
genérico usado para descrever qualquer procedimento cromatografico no qual a
fase mével é um liquido. Em LC convencional em coluna aberta, o eluente passa
através da coluna, preenchida com material solido composto por particulas de
150 a 250 um de diametro, sob a forca da gravidade. Os componentes da
mistura sdo arrastados através da coluna pelo eluente e a separacdo ocorre
devido a distribuicdo diferencial dos componentes da amostra entre as fases
movel e estacionaria. No entanto, a LC classica em coluna aberta apresenta
algumas desvantagens, dentre as quais podemos citar o fato de a eficiéncia da
separacao obtida ser relativamente baixa e a separacdo ser lenta mesmo para
misturas razoavelmente simples [48].

O principal fator limitante para o desempenho da LC classica é a queda
da taxa de difusdo das moléculas de soluto entre as fases devido ao uso de um
eluente liquido. A chave para melhorar a eficiéncia das separacbes em LC
implicou em aumentar a taxa de transferéncia de massa e promover o equilibrio
das moléculas do soluto entre as fases movel e estacionaria, o que pode ser
obtido com o0 uso de fases estacionarias compostas por particulas de menor
tamanho (3 a 10 um). Concomitantemente ao uso de particulas pequenas, a
aplicacdo de alta pressao através das colunas foi necesséaria para promover a
eluicdo da fase movel e, consequentemente, equipamentos para cromatografia
liguida de alta eficiéncia foram desenvolvidos para suportar tais pressdes [48].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés *“high
performance liquid chromatography”) € uma técnica de separacdo que, em
menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados
para fins qualitativos e quantitativos. As razbes para este crescimento estdo

relacionadas a sua adaptabilidade para determinacfes quantitativas com boa
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sensibilidade, a possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente
instaveis, com destaque para a industria farmacéutica, bem como as suas
aplicacdes em determinagbes ambientais [49]. A técnica tem a capacidade de
promover separacdes e determinagdes quantitativas de uma grande quantidade
de substancias presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de
poucos minutos, com alta resolucdo e sensibilidade.

A HPLC é uma técnica de separacdo hoje bem estabelecida, sendo um
dos métodos analiticos mais utilizados para fins qualitativos e quantitativos em
andlises de rotina e de pesquisa. Foi estimado que mais de 90% dos laboratoérios
de andlise espalhados pelo mundo utilizam pelo menos um método analitico
baseado na HPLC em fase reversa (RP, do inglés “reverse phase”) [49].
Sistemas de HPLC em fase normal (NP, do inglés “normal phase”) consistem de
uma fase estacionaria de maior polaridade e uma fase movel de menor
polaridade, enquanto em HPLC-RP as polaridades das fases sédo invertidas.
Além disso, a separacdo em RP com fases quimicamente ligadas apresenta
varias vantagens, tais como: uso de fases moéveis menos toxicas e de menor
custo (metanol, etanol, 4gua entre outros); fases estacionarias estaveis e de
variados tipos; obtencéo de rapido equilibrio da coluna apés a mudanca da fase
movel; facilidade de empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez em analises e
boa reprodutividade dos tempos de retencdo. Por causa disso, a HPLC-RP é
muito aplicada a separacdo de solutos de diferentes polaridades, massas
molares e funcionalidades quimicas.

A fluorescéncia tem sido extremamente utii como um processo de
deteccdo e detectores baseados em medi¢cGes de fluorescéncia compdem uma
das alternativas mais sensiveis para a detec¢cdo de analitos separados por
HPLC. Quando luz é emitida por moléculas que foram excitadas por radiacdo
eletromagnética, o fendbmeno é chamado fotoluminescéncia. As técnicas de
deteccdo baseadas na fluorescéncia conferem Otima detectabilidade para
analitos naturalmente fluorescentes ou para os analitos derivados quimicamente
com o intuito de fluorescerem, porém, a fluorescéncia é também sensivel a
instabilidade das condicdes de operacdo do instrumento, como temperatura e
presséo [50].

Uma das principais vantagens da deteccdo de fluorescéncia é a
possibilidade de obter uma sensibilidade até trés ordens de grandeza maior que
a observada com deteccao absorciométrica na regido do UV-vis, a técnica mais
comumente usada para deteccdo em HPLC. A deteccdo de fluorescéncia é

também mais seletiva por conta da sele¢do da freqliéncia de excitacdo e pela
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habilidade em discriminar entre analitos e interferentes, quando estes ultimos
nao fluorescem. Nos detectores baseados em fluorescéncia, a luz emitida pelo
analito € medida contra um sinal de fundo muito baixo (baixo nivel de ruido),
devido a sele¢do do comprimento de onda de excitacdo, resultando no alcance
de menores limites de detecgao [51].

Moléculas cujas estruturas séo formadas por anéis aromaticos ou ligacdes
duplas conjugadas favorecem a deteccdo por fluorescéncia, permitindo alta
sensibilidade e especificidade (quando aliados o poder de separacdo da
cromatografia e a seletividade da deteccdo com par de comprimentos de
excitacdo e de emissdo caracteristicos do analito de interesse) mesmo em
amostras complexas. Em condi¢des favoraveis, é possivel detectar quantidades
de analitos da ordem de picogramas, o0 que é um valor comparavel aos

detectores por captura de elétrons usados em cromatografia em fase gasosa.

3.2.
Procedimentos experimentais para as separa¢des por HPLC

3.2.1.
Avaliacéo do procedimento de extracao

A fim de verificar a adequacdo do procedimento de extracdo dos
azaarenos basicos as amostras de QAV e de querosene comercial (descrito no
item 2.1.2), amostras fortificadas com quantidades conhecidas dos padrées dos
analitos e amostras nao-fortificadas foram analisadas sob as mesmas condicoes.
Esperava-se com isso avaliar o procedimento de extracdo com relacdo a sua
capacidade de recuperacdo dos analitos e a eliminagdo da presenca dos
interferentes e avaliar o efeito da matriz sobre o perfil dos cromatogramas. Uma
amostra de QAV foi fortificada com 6 pg L™ de cada analito e uma amostra de
guerosene comercial foi fortificada com quantidades diferentes de cada analito,
variando entre 30 e 66 ug L. Os valores de recuperacdo foram calculados
levando em consideracao o fator de pré-concentracdo (FPC = volume final do
extrato / volume de amostra usado para a extracdo) e a diferenca entre a
concentracao do analito na amostra fortificada e sua concentragdo na amostra

antes da fortificacdo, de acordo com a Equacao 1.
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concentracdo aposa fortificagcdo — concentragdo antesda fortificagéo
concentracao adicionada do analito x FPC

% Rec =100 x

Equacéo 1

Além disso, para explicitar ainda mais a eficiéncia da extra¢cdo com relacéo
a sua capacidade de eliminar a interferéncia das substancias neutras, 0 mesmo
procedimento de extracdo foi aplicado a uma mistura sintética contendo o0s
analitos, HPA e substancias nitrogenadas neutras para simular a presenca de
interferentes. Um volume de 10,00 mL de uma solucdo em DCM contendo os
seis azaarenos basicos, além de CBZ, Indol, 3MI, PIR, CRI e BaP foram
utilizados no procedimento de extracdo. A concentracdo de cada uma dessas
substancias na solucéo foi de 7,2 pg L™. O extrato resultante dessa solucéo,
chamado de extrato controle, foi analisado por HPLC-FD na expectativa de
encontrar apenas as substancias basicas. Para comparacdo, uma solucdo
padrdo preparada em metanol:ambnia 96:4 em volume (correspondendo ao
solvente final do procedimento de extracdo), contendo essas mesmas
substancias, cada uma na concentracdo 36 ug L*, foi também analisada por
HPLC-FD. A concentracdo esperada de cada substéncia no extrato controle,
levando em conta o FPC de cinco vezes e uma recuperacdo de 100%,
correspondia a 36 pg L', o que possibilitou a comparacédo direta entre os

cromatogramas da solucéo padrdo e do extrato controle.

3.2.2.
A analise por HPLC-FD

As analises por HPLC-FD foram realizadas em fase reversa (coluna C18,
150 mm x 4,6 mm x 5,0 um) e as separacdes foram realizadas a 35 °C com uma
vazdo de 1 mL min™. Varias fases mdveis compostas por acetonitrila (ACN) e
agua e ACN e tampao fosfato, incluindo diferentes gradientes de elui¢cdo, foram
testados para separar 0s seis azaarenos basicos. Os espectros de excitacdo e
de emissdo das solucdes das substancias puras, preparadas em ACN:tampéao
fosfato pH 6,5 (1:1), foram utilizados para a determinagédo dos comprimentos de
onda maximos de excitacdo e de emissdo. A deteccdo por fluorescéncia foi
realizada aplicando-se uma programacdo com o0s comprimentos de onda

maximos caracteristicos dos analitos de modo a obter maior sensibilidade. As
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condicbes de eluicdo e de deteccado selecionadas para a determinacéo dos seis
analitos investigados estdo descritas, respectivamente, na Figura 2 e na Tabela
1.

A determinagdo quantitativa dos azaarenos bésicos foi realizada através
de uma curva analitica, na faixa de concentracdo de 0,500 a 250 ug L™ (2,50 x
10° a 1,25 ng injetados), com cinco niveis de concentracdo em triplicata,
utiizando as é&reas dos picos como resposta analitica. A identificacdo dos
analitos foi baseada na comparacdo entre os tempos de retencdo obtidos para
0s padrdes dos analitos e os obtidos para as mesmas substancias identificadas
nas amostras de QAV fortificado e nao-fortificado, obtidos nas mesmas
condicbes. Além disso, para aumentar o grau de certeza na identificacdo dos
analitos, os cromatogramas da solucdo padrdo e dos extratos das amostras
foram também obtidos usando deteccdo de fluorescéncia com um par de
comprimentos de onda de excitacdo/emissao (Aexc/Aem) Menos sensivel (250/395
nm), mas com o qual todos os analitos eram detectados. A razdo entre a area
obtida com o programa de deteccdo apresentado na Tabela 1 e aquela obtida
com o par 250/395 nm foi calculada para cada analito. A identidade do analito
era confirmada quando as razdes calculadas eram as mesmas para a solugcéo

padréao e para o extrato da amostra.

% ACN

Tempo (min)

Figura 2 - Gradiente de elui¢cdo usado para a analise de amostras de querosene usando
HPLC-FD. Gradiente composto por ACN e tampéao fosfato 10 mmol L* pH 6,5. Coluna
C18 (150 mm x 4,6 mm x 5,0 pm), 35°C, vazéo de 1 mL min™.
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Tabela 1 — Programa de detec¢éo usado para as analises cromatogréficas das amostras

de querosene usando HPLC-FD.

Canal 1 Canal 2
AexdAem (NM)  Substancia AexdAem (NM)  Substéncia
0-5min 240/361 9ATHA 0-9min 247/422 A/9MA
5-15min 263/367 78BQ 9-125min 290/410 DBA

12,5-15min 285/412  79DMBA

3.3.
Resultados e discussao

3.3.1.
Avaliacao do procedimento de extragéo

Uma solugdo padrdo em DCM contendo os seis azaarenos basicos, trés
azaarenos neutros (CBZ, Indol e 3MI) e trés HPA (PIR, CRI e BaP), foi utilizada
para examinar a eficiéncia do procedimento de extracdo em eliminar os
interferentes neutros. A fragdo basica resultante dessa extracao foi denominada
extrato controle. Com o objetivo de avaliar qualquer perda de analito durante o
procedimento, uma solugdo padrdo contendo 0s seis azaarenos basicos, na
mesma concentracdo esperada para 100% de recuperacdo no extrato controle,
foi preparada e usada como referéncia para o calculo dos valores de
recuperacdo. Nesse caso, para possibilitar a comparacdo direta entre o0s
cromatogramas da solucéo padrédo e do extrato controle, foi necessario mudar o
gradiente de eluicdo e o esquema de deteccao para tornar possivel a separacéo
e a deteccao de todas as substancias presentes na mistura contendo, além dos
analitos basicos, as substancias neutras adicionadas para simular a presenca de
interferentes. As condi¢cdes de eluicdo e de deteccdo selecionadas para a
cromatografia dos seis analitos investigados mais os interferentes estéo
descritas, respectivamente, na Figura 3 e na Tabela 2. Os cromatogramas do
extrato controle e da solucdo padrdo estdo apresentados na Figura 4. Como
pode ser observado nessa figura, o procedimento de extracdo forneceu
resultados satisfatorios para o isolamento dos azaarenos basicos, visto que o
cromatograma do extrato controle ndo apresentou pico para nenhuma das
substancias neutras e a recuperacdo dos analitos ficou entre 94 e 104%, exceto
para a 9ATHA que apresentou um valor de recuperag¢do mais baixo (82%).
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Figura 3 - Gradiente de eluicdo usado para a andlise do extrato controle usando HPLC-
FD. Gradiente composto por ACN e tampao fosfato 10 mmol L™ pH 6,5. Coluna C18 (150

mm x 4,6 mm x 5,0 pm), 35°C, vazado de 1 mL min™.

Tabela 2 - Programa de deteccao usado para a separacgdo cromatogréfica do extrato
controle usando HPLC-FD.

Canal 1 Canal 2
Aexd Aem (NM) AexdAem (NM)
0—-30min 234/374 0—-30min 374/446
Substancias 9ATHA, Indol, 3MI, Substancias A, 9MA, DBA,
78BQ, CBZ, CRI, 79DMBA, BaP
PIR
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Figura 4 — Cromatogramas de uma solucdo padrdo 36 pg L™ e do extrato controle.

Coluna C18 XTerra, fase movel: 0 — 8 min: ACN:tampédo fosfato (40:60) para
ACN:tampdo fosfato (50:50), 8 — 30 min: ACN:tampé&o fosfato (50:50) para ACN:tampéao

fosfato (80:20). T = 35°C.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510427/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0510427/CA

Determinacéo de azaarenos basicos por HPLC-FD 51

3.3.2.
A analise cromatografica

As condi¢cdes cromatograficas foram otimizadas de modo a fornecerem
uma separagdo rapida e com boa resolugdo para os azaarenos basicos.
Diferentes gradientes de eluicdo compostos por ACN e agua ou ACN e tampéao
fosfato (10 mmol L™, pH 6,5) foram testados para separar os seis analitos. Foi
observado que quando era utilizada uma fase mével composta por ACN e agua,
a area do pico da 9ATHA era pequena e variava muito. Para aumentar o sinal
fluorescente da 9ATHA, o pH do tampdao na fase mével deveria ser maior que 7
[35], mas, para evitar a hidrélise da fase estacionaria, este valor foi fixado em
6,5.

Os comprimentos de onda maximos de excitacdo e de emissdo, obtidos
através dos espectros de excitacdo e de emissao das solucbes das substancias
puras, preparadas em ACN:tampdao fosfato pH 6,5 (1:1), coincidiram com os
obtidos por WILHELM (2000) [35], que determinou uma série de substancias
nitrogenadas basicas em produto da degradacdo térmica de polimeros por
HPLC-FD.

Sob as condicdbes de separacdo e deteccdo apresentadas,
respectivamente, na Figura 2 e na Tabela 1, selecionadas para a determinacao
dos seis analitos investigados, a separacao completa dos azaarenos A, 9MA,
78BQ, 9ATHA, 79DMBA e DBA, foi obtida com os tempos de retencéo (tr) para
todas as substédncias menores que 15 min. A repetitividade e a precisdo
intermediaria entre dias para os valores de tz foram calculadas a partir do
resultado de sete determinagfes por dia realizadas em dois dias diferentes. A
andlise de variancia desses resultados foi realizada através do programa
Microsoft® Office Excel 2003 e os desvios-padrdo relativos (DPR) para
repetitividade e para precisao intermediaria entre dias foram menores que 0,3%
para todos os analitos.

Para a obtencdo dos pardmetros analiticos de mérito, curvas analiticas
foram construidas na faixa de resposta linear, sendo que cada ponto das curvas
foi o resultado de trés andlises cromatograficas. As curvas analiticas (Figura 5,
Figura 7, Figura 9, Figura 11, Figura 13 e Figura 15) foram construidas a partir
das areas dos picos em funcdo da massa de analito injetada e a melhor reta
entre 0s pontos experimentais foi tracada pelo método dos minimos quadrados
com a ajuda do programa Microsoft® Office Excel 2003. Apesar de os gréaficos

dos residuos (Figura 6, Figura 8, Figura 10, Figura 12, Figura 14 e Figura 16)
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indicarem uma leve tendéncia, ou seja, um comportamento heterocedastico dos
dados, isso ndo chega a comprometer a quantificacdo através das curvas
analiticas, ja que o desvio da linearidade é pequeno. Um comportamento
homocedastico foi assumido para aplicacdo de regressao linear simples. O
comportamento linear na faixa de trabalho estudada foi indicado pelos valores
dos coeficientes de determinacéo (r?) superiores a 0,99, apresentados na Tabela
3.

A analise por HPLC-FD com a aplicacao do programa de detec¢do, usando
0S pares Aem/Aexc Otimos para cada um dos seis analitos investigados, permitiu a
determinacdo dos mesmos em niveis de concentracdo bastante baixos. Esses
pares Aem/Aexc foram selecionados a partir de avaliacdo prévia dos espectros de
fluorescéncia de cada analito em ACN:tampao fosfato (1:1). Os limites de
deteccdo (LOD, do inglés “limit of detection”) e de quantificacdo (LOQ, do inglés
“limit of quantification”) foram determinados como a concentragéo do analito que
resultou em uma area do pico igual a 3 e 10 vezes o ruido da linha base do
cromatograma, respectivamente, de acordo com a literatura [52]. Os valores de
LOD para os azaarenos bésicos ficaram entre 0,0013 e 0,021 ng injetados (0,26
e 4,2 ug L) e os valores de LOQ entre 0,0044 e 0,072 ng injetados (0,88 e 14
ug L. A Tabela 3 mostra os parametros de validacdo determinados para o
método HPLC-FD.
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Figura 5 - Curva analitica da 7,8-benzoquinolina para determinacgdes por HPLC.
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Figura 6 - Grafico de residuos para a analise cromatogréafica de 7,8-benzoquinolina

(78BQ).
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Figura 7 - Curva analitica para a

determinacdes por HPLC.
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Figura 9 - Curva analitica para a 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina (9ATHA) para

determinagdes por HPLC.
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Figura 10 - Grafico de residuos para a analise cromatografica de 9-amino-1,2,3,4-

tetrahidroacridina (9ATHA).
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Figura 11 — Curva analitica para a 9-metilacridina (9MA) para determinag6es por HPLC.
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Figura 12 - Gréfico de residuos para a andélise cromatogréfica de 9-metilacridina (9MA).
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Figura 13 - Curva analitica para a acridina (A) para determinag6es por HPLC.
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Figura 14 - Gréfico de residuos para a analise cromatografica de acridina.
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Figura 15 - Curva analitica para a dibenzo[a,jlacridina (DBA) para determinagbes por

HPLC.
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Figura 16 - Grafico de residuos para a analise cromatografica de dibenzo[a,jlacridina

(DBA).
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Tabela 3 - Resultados de validagao para o método HPLC-FD.

Faixa linear (ng) Equac&o da curva analitica, y=ax+b ? r LOD LOQ

a b ng injetados °

9ATHA 0,017-1,25 1,95 x 10* + 329 -468 + 218 0,9963 0,0050 0,017
78BQ 0,0044 - 1,25 9,37 x 10* + 1005 -1053+ 667  0,9985 0,0013 0,0044
A 0,0083 - 1,25 3,15 x 10* + 467 -467 £ 310 0,9972 0,0025 0,0083
9IMA 0,020 - 1,25 7,43 x 10* + 923 -680 £ 613 0,9980 0,0061 0,020
DBA 0,014 - 1,25 2,11 x 10° + 2765 -3026 + 1835  0,9978 0,0043 0,014
79DMBA  0,072-1,25 2,61 x 10* + 420 -111 £ 279 0,9966 0,021 0,072

#y = area do pico do analito; x = quantidade injetada de analito, ng.

® 5 L injetados.

3.3.3.
Andélise das amostras de QAV e querosene comercial

O método HPLC-FD em estudo foi aplicado para a determinacdo dos seis
azaarenos basicos em trés amostras de QAV, denominadas como Amostra |,
Amostra Il e Amostra Ill, além de uma amostra de querosene comercial. Para
avaliar a exatiddo, uma das amostras de QAV foi fortificada com 6,0 pg L™ de
cada analito e a amostra de querosene comercial foi fortificada com diferentes
quantidades de cada analito (30 a 66 ug L™). As amostras passaram pelo
procedimento de extracdo antes da andlise pelo método HPLC-FD. As amostras
nao-fortificadas foram utilizadas como branco para o célculo da recuperacao.

Uma parte de uma das amostras de QAV (Amostra lll), antes de ser
fortificada com os analitos, foi previamente percolada em bauxita. O processo de
percolacdo consistiu em passar, lentamente, 25 L de QAV através de uma
coluna de 180 cm?® cheia com o adsorvente bauxita (30 — 60 mesh). O objetivo
do uso desse tratamento, neste caso, foi o de remover as substancias
nitrogenadas do querosene [11] e avaliar a aplicabilidade do método através da
andlise da amostra antes e apds a percolacao. Na Figura 17 sdo mostrados 0s
cromatogramas da amostra de querosene comercial fortificado e nao-fortificado,
amostra esta que nao foi percolada em bauxita. Na Figura 18A e na Figura 18B
sdo mostrados os cromatogramas da amostra de QAV percolado em bauxita
com e sem fortificacdo, respectivamente. Os analitos foram quantificados pelo
método de interpolacdo na curva analitica e as recuperacdes ficaram entre 92 e
107% para o0 QAV (
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Tabela 4) e entre 83 e 104% para o querosene comercial (Tabela 5), cada
valor sendo a média de sete ou trés ensaios independentes, respectivamente. A
Unica excecdo foi a recuperagéo da 9ATHA, que foi 68% para 0 QAV e 48% para
0 querosene comercial, provavelmente devido ao seu alto valor de pKa, o que
causa uma forte retencéo deste analito no adsorvente PRS e, em conseqiiéncia,

dificuldade na eluicéo.

A
L]
|

200 —— Mo fortificada DEA

“‘é ................. Fortificada
o 150 -

o]

3]
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< 100 -

[
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5

jah

o

o]

o 2 4 & g 10 12 14 16

Tempo de retengio (mirn)

Figura 17 - Cromatogramas da amostra de querosene comercial ndo fortificado e
fortificado com diferentes concentragbes de cada analito. Coluna C18 XTerra, condicbes

de separacao e deteccao descritas, respectivamente, na Figura 2 e na Tabela 1.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510427/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0510427/CA

Determinacéo de azaarenos basicos por HPLC-FD 61
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Figura 18 - Cromatogramas de: amostra de QAV tratado (percolado em coluna de
bauxita) e fortificado com 6,0 ug L™ de cada analito (A); amostra de QAV tratado sem
fortificacdo (B); amostra de QAV néo tratado sem fortificacdo (C). Coluna C18 XTerra,
condicOes de separacéo e deteccdo descritas, respectivamente, na Figura 2 e na Tabela
1.
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Tabela 4 - Precisao e recuperacéo dos azaarenos basicos em amostra de QAV

fortificada.

Concentragao fortificada Recuperagdo® Repetitividade® Precisdo Intermediaria ®
entre dias  entre analistas

pg L ng injetados® % %DPR (%RSD) (%RSD)
9ATHA 6,0 0,15 68 13 40 39
78BQ 6,0 0,15 97 4.8 5,6 3,5
A 6,0 0,15 107 4,4 11 11
9IMA 6,0 0,15 92 6,5 14 12
DBA 6,0 0,15 96 2,7 55 7,9
79DMBA 6,0 0,15 105 4,7 6,0 14

 Cada valor é a média de sete ensaios independentes. A recuperacao foi calculada a partir da area do pico do
analito na amostra de QAV fortificada.
® Esses valores foram calculados levando em consideracdo o fator de pré-concentracéo do procedimento de

extragdo (cinco vezes).

Tabela 5 — Repetitividade e recuperagéo dos azaarenos basicos em amostra fortificada

de querosene doméstico.

Concentragéo fortificada Recuperacg&o® Repetitividade®
pg L™t ng injetados ° % %RSD

9ATHA 48 1.2 54 6,6
78BQ 38 0,96 104 2,7
A 58 14 90 7,1
IMA 66 1,7 83 2,6
DBA 60 15 84 6,7
79DMBA 30 0,74 94 15

@ Cada valor é a média de trés ensaios independentes. A recuperagéo foi calculada a partir da area do pico do
analito na amostra de querosene fortificada.
® Esses valores foram calculados levando em consideragdo o fator de pré-concentragéo do procedimento de

extragdo (cinco vezes).

A precisdo das medicbes foi avaliada pelo ensaio de repetitividade, que
avalia o grau de concordancia entre os resultados de medicGes sucessivas
efetuadas em uma mesma amostra sob as mesmas condi¢cdes (mesmo
instrumento, mesmo operador) [53, 54]. O valor de repetitividade foi expresso
através do célculo do desvio padrdo relativo (RSD, do inglés “relative standard
deviation”), para o qual foi usada uma amostra de QAV fortificada com 6,0 pg L™
de cada analito e a analise, incluindo o procedimento de extracdo, foi realizada
por sete vezes consecutivas num unico dia. Os resultados, que variaram entre
2,7 e 13%, sdo mostrados na Tabela 4. Além disso, a precisdo intermediaria
também foi avaliada para o QAV. Sete ensaios foram realizados em cada um de
dois dias consecutivos (entre dias) e sete ensaios foram realizados por cada um
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de dois analistas num Unico dia (entre analistas). Uma boa precisdo foi obtida
pelo método, medida em termos de RSD, com valores variando entre 3,5 e 14%
para quase todos os analitos (considerando as precisfes intermediarias entre
dias e entre analistas). Mais uma vez, o Unico resultado nédo satisfatério foi o da
9ATHA, que apresentou precisao intermediaria por volta de 40% (Tabela 4).
Outros niveis de fortificacdo (4,0, 10 e 16 pg L) foram testados para a amostra
de QAV e os resultados de recuperacéo, apresentados na Tabela 6, foram de 91

a 118%, com excecdo da 9ATHA que variou entre 49 e 64%.

Tabela 6 — Recuperacéo dos azaarenos basicos em amostra de QAV fortificada com

diferentes niveis de concentragdo dos analitos.

Concentracao fortificada Recuperagéo®
ug L™ ng injetados® 9ATHA  78BQ A 9MA DBA 79DMBA
4,0 0,10 49 99 96 98 118 108
6,0 0,15 68 97 107 92 96 105
10 0,26 60 93 93 91 99 96
16 0,40 64 96 96 92 98 97

& A recuperacao foi calculada a partir da area do pico do analito na amostra de QAYV fortificada.
® Esses valores foram calculados levando em consideragéo o fator de pré-concentragdo do procedimento de

extragdo (cinco vezes).

Para testar ainda mais a aplicabilidade do método, foi feita uma
comparagdo entre os resultados de uma amostra de QAV ndao-fortificada
(Amaostra Ill), antes e depois da percolagdo em coluna de bauxita. Trés extratos
provenientes dessa amostra percolada e trés da ndo-percolada foram analisados
usando o método HPLC-FD, assim como trés solu¢des-padrdo de mesma
concentracdo contendo os seis analitos. A presenca dos analitos nas amostras
foi confirmada por comparagcdo entre os tempos de retencdo obtidos para as
amostras e as solucfes-padrao, e também comparando as razfes entre as areas
obtidas com diferentes esquemas de deteccdo para as mesmas solucoes,
conforme descrito na se¢do 3.2.2. O teste t de Student, com nivel de confianca
de 95%, foi realizado com os tempos de retencdo obtidos através dos trés
cromatogramas de cada amostra e dos trés cromatogramas das solucdes-
padrdo (n = 3). A Tabela 7 apresenta os conteludos dos azaarenos basicos
determinados nas amostras de QAV analisadas, expressos em pg L. Somente
78BQ e DBA foram detectadas nas trés amostras de QAV ndo-percolado

(Amostra I, Amostra Il e Amostra lll) e suas concentracdes foram determinadas
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através das respectivas curvas analiticas. Nenhuma das substancias estudadas
teve sua presenca confirmada na amostra de querosene comercial. Na Figura
18B e na Figura 18C sd@o mostrados, respectivamente, o cromatograma da
amostra de QAV percolada em coluna de bauxita e o cromatograma da mesma
amostra sem tratamento (Amostra Ill). Como pode ser visto na Tabela 7 e
comparando essas figuras, o contetdo das substancias basicas na Amostra Il
foi reduzido com a sua percolacdo na coluna de bauxita, incluindo 78BQ e DBA,

que foram quantificadas na amostra nao-tratada.

Tabela 7 — Determinacéo dos azaarenos basicos em amostras de QAV.

Concentragéo * ® 9ATHA 78BQ A IMA DBA 79DMBA
Amostra | ug L™t nd 32+1,0 nd nd 6,3+1,0 nd
ng injetados 0,016 + 0,005 0,031 + 0,005
Amostra Il pg Lt nd 24+03 nd nd 1,0+0,1 nd
ng injetados 0,012 + 0,002 0,0048 + 0,0005
Amostra lll pg Lt nd 1,6+0,3 nd nd 1,5+0,1 nd
N&o tratada ng injetados 0,0082 + 0,0014 0,0077 + 0,0006
Amostra lll ug Lt nd 1,301 nd nd nd nd
Tratada ng injetados 0,0066 + 0,0004

? Este resultado foi obtido levando em considerac&o o fator de pré-concentracéo do procedimento de extragéo
(cinco vezes).
Ph=3.

nd = ndo detectado ou abaixo do limite de quantificag&o.

Na Tabela 8 sdo comparados alguns parametros de mérito gerados pelo
método proposto e por outros métodos descritos na literatura, baseados em
técnicas cromatograficas, para a determinacéo de azaarenos em combustiveis e
amostras relacionadas. Embora o método HPLC-FD aqui proposto apresente
valores de LOD maiores que 0 método GC-GC-NPD proposto por VON MUHLEN
(2007) [30], ele é capaz de gerar resultados confiaveis para os azaarenos de
maneira mais simples, além de este Ultimo n&o ter reportado valores de
recuperacao.

Além disso, se levarmos em consideracdo apenas 0s métodos que
determinaram os valores de recuperacdo, além dos limites de deteccdo, o
método aqui proposto é o que apresenta os melhores resultados. Vale lembrar
que, se nao forem considerados os valores de recuperacdo obtidos para a

s

9ATHA, a faixa de valores de recuperagdo € estreitada para 91 a 118%,
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incluindo todos os niveis de fortificacdo testados (4,0 a 16 pg L™ ou 0,10 a 0,40

ng injetados).
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