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Resumo

Cunha, Alessandra Licursi Maia Cerqueira; Aucélio, Ricardo Queiroz.
Desenvolvimento e validacao de método fosforimétrico em
substrato de celulose para determinacao de pireno e criseno. Rio
de Janeiro, 2007. 187p. Tese de Doutorado — Departamento de
Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Neste trabalho, a fosforimetria em temperatura ambiente em substrato
sblido (SSRTP) foi utilizada para o desenvolvimento de método para
determinacao ultra-traco e seletiva de criseno e de pireno em amostras
complexas contendo diversos outros hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA). O criseno e o pireno foram selecionados por serem
classificados pela Agéncia Americana de Protecido ao Meio Ambiente
(U.S. Environmental Protection Agency — EPA) como dois dos dezesseis
HPA poluentes prioritarios e por serem conhecidos como uma ameaca a
saude publica e a integridade dos ecossistemas marinhos. A capacidade
seletiva da SSRTP foi explorada por meio do efeito externo seletivo do
atomo pesado e do ajuste de pH da solucao carreadora de solugdo de
analito para o substrato de celulose. O efeito da modificagdo da celulose
com o surfactante SDS também foi investigado, assim como o0 uso da
varredura de modo sincronizado para melhoria da resolucéao espectral. O
nitrato de prata em substratos contendo SDS foi identificado como indutor
seletivo de fosforescéncia do criseno em relagdo ao pireno e demais HPA
em estudo (antraceno, benzo[a]pireno, 1-hidroxipireno, fluoranteno,
fenantreno, benzo[ghj]perileno e 1,2 benzoantraceno). Ja o pireno foi
determinado seletivamente com varredura convencional e sincronizada de
fosforescéncia em substratos contendo nitrato de chumbo como indutor
seletivo e solugdes carreadoras de analito em meio basico (pH 12). Essa
seletividade foi em relacdo aos HPA citados, e ao 1-hidroxipireno, mesmo

este tendo uma estrutura molecular muito semelhante a do pireno. O
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planejamento fatorial foi usado, principalmente visando verificar as
interagbes mutuas entre os efeitos das diferentes variaveis do método
desenvolvido, e, consequentemente, a escolha da melhor condigao
experimental. Neste estudo, foram enfatizados: (i) a analise experimental
estatistica (testou-se a significancia dos efeitos dos fatores usando a
analise de variancia, teste F e teste t), (ii) o uso do método gréfico (grafico
de Pareto) para a interpretagdo das interacdes (entre as variaveis) e dos
resultados obtidos, assim como o refinamento do modelo, se necesséario,
excluindo varidveis irrelevantes. As caracteristicas de desempenho foram
obtidas, a fim de se validar o método proposto, obtendo assim a
credibilidade técnica das medigdes. Testes estatisticos (testes de
hipdétese) com o uso de material de referéncia certificado (SRM NIST
1647d) e método de referéncia alternativo (HPLC com deteccao por
fluorescéncia) também foram incluidos no processo de validagdo e os
resultados encontrados estdo dentro do nivel de 95% de confianga. Os
limites de detec¢ao do criseno e do pireno em termos de massa efetiva do
analito depositada no substrato (limite de deteccdo absoluto - LDA)
encontram-se na ordem do ng. A quantificacdo das fontes de variacdo
associadas a medigcao, a incerteza da medicao, foi estimada pelo I1ISO
GUM e método de simulacao de Monte-Carlo. Testes de seletividade com
criseno e pireno na presenca de outros HPA também foram realizados e
os resultados obtidos permitiram que a técnica fosse utilizada para
determinacdes seletivas. A aplicacdo do método em diferentes tipos de
matrizes (bilis de peixe e aguardente de cana) também foi realizada e os
percentuais de recuperacdo encontrados foram 109 = 18% (criseno) e 108
t+ 20% (pireno). Esses resultados sdo comparaveis com os obtidos por
HPLC-fluorescéncia: 104 +13% (criseno) e 102 £ 15% (pireno). Estudos
de caracterizacdo, homogeneidade e estabilidade do criseno em matriz
bioldgica, bilis de peixe da espécie Mugil liza, e a estimativa da incerteza
da medicdo do material analisado também foram realizados. A incerteza
da medicao encontra-se na ordem do ng (referente a massa efetiva

depositada no substrato de celulose).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220928/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0220928/CA

Palavras-chave
Fosforimetria na temperatura ambiente, efeito seletivo do atomo
pesado, varredura sincronizada, pireno, criseno, validagdo e estimativa de

incerteza em medi¢des quimicas.
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Abstract

Cunha, Alessandra Licursi Maia Cerqueira; Aucélio, Ricardo Queiroz.
Development and validation of the phosphorimetric method in
cellulose substrate to determination of pyrene and chrysene. Rio
de Janeiro, 2007. 187p. Tese de Doutorado — Departamento de
Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

In this work, solid surface room-temperature phosphorimetry (SSRTP)
was used to develop ultra-trace and selective methods for determination of
chrysene and pyrene in complex samples containing several other
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). Both chrysene and pyrene were
selected because they are classificated by the U.S. Environmental
Protection Agency (EPA) as two out of the sixteen major pollutants,
affecting public health and marine ecosystems. The selective capability of
SSRTP was explored through the selective external heavy atom effect and
the adjustment of pH of the analyte solution used to carry out the analyte
to the cellulose substrate. Cellulose modification with the use of the
surfactant sodium dodecyl sulphat (SDS) has also been evaluated as well
as the use of synchronous scanning to improve its spectral resolution.
Silver nitrate together with SDS was identified as selective
phosphorescence inducer for chrysene in the presence of pyrene and
other PAHs which are being studied (anthracene, benzo[a]pyrene, 1-
hidroxipyrene, fluoranthene, phenanthrene, benzo[ghi]perylene and 1,2
benzoanthracene). On the other hand, pyrene was selectively determined
with synchronous and conventional phosphorescence scanning in
substrates treated with lead nitrate as a selective inducer and using
analyte carrier solution with pH 12. This selectivity towards pyrene was
achieved in the presence of all the other tested PAHSs, including the 1-
hidroxipyrene, even though they have quite similar molecular structures. A
factorial design was applied in order to verify mutual interactions among
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factors of the different variables and to find the best experimental
conditions. It has been emphasized in this study: (i) statistical experimental
analysis (testing the significance of the factors using the analysis of
variation, F-test and t-test), (ii) graphic method (Pareto’s chart) to the
interpretation and evaluation of the interactions among all the variables
and obtained results, the model was refined whenever necessary so
exclude irrelevant variables. After choosing the best experimental
condition, the performance characteristics were obtained validating the
proposed method. Statistical tests were applied in order to compare
results obtained using a standard reference material analysis (NIST SRM
1647d). The proposed method was also compared with a reference
analytical technique (HPLC with fluorescence detection) and the results
obtained are within 95% confidence level. Chrysene and pyrene absolute
detection limits were found in the ng order. The quantification of the
variation sources associated to the measurement (the measurement’s
uncertainty) was estimated based on ISO GUM and Monte-Carlo
simulation method. Selectivity tests for chrysene and pyrene, in presence
of the other PAHs were also performed. The methods were applied to
different types of samples (fish bilis and spirit drink from sugar cane) and
the recoveries were 109 = 18% (chrysene) and 108 = 20% (pyrene) by
SSRTP. These results are comparable to ones obtained by HPLC-
Fluorescence: 104 + 13% (chrysene) and 102 % 15% (pyrene).
Characterization, homogeny and stability studies in a biological matrix (fish
bilis of the type Mugil liza) and the estimation of uncertainty of the
analysed material were also done. The measurement uncertainty was
found in ng order (in terms of the effective mass deposit in the cellulose

substrate).

Key-words
Room-temperature phosphorimetry, selective heavy atom effect,
synchronous scanning, chrysene, pyrene, validation and uncertainty

estimation chemical measurement.
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de chumbo (indicado acima como o ion de atomo pesado do
sal) em substratos de papel e em funcdo da concentracao
hidrogenidnica da solugao carreadora de analito.

Figura 26: Grafico de barras do criseno (57 ng) na presenca de
nitrato de talio (indicado acima como o ion de 4tomo pesado do
sal) em substratos de papel na presenca e auséncia de 100 ug
de SDS e em fungdo da concentracdo hidrogenibnica da
solucdo carreadora de analito.

Figura 27: Grafico de barras do criseno (57 ng) na presenca de
nitrato de prata (indicado acima como o ion de atomo pesado do
sal) em substratos de papel na presenga e auséncia de 100 ug
de SDS e em fungdo da concentracdo hidrogenibnica da
solucdo carreadora de analito.

Figura 28: Grafico de barras de emissao do criseno (57 ng) na
presenca de nitrato de chumbo (indicado acima como o ion de
atomo pesado do sal) em substratos de papel na presenca e
auséncia de 100 ug de SDS e em funcdo da concentragao
hidrogenidnica da solugao carreadora de analito.

Figura 29: Espectro de emissao de fosforescéncia de 5 ng de pireno
em funcéo da concentracdo de solucao de TINO3; depositada no
substrato. Excitacdo em 335 nm.

Figura 30: Estudo da influéncia da variagdo da massa de SDS no
substrato de papel no sinal fosforescente do pireno induzido por
TINOs.

Figura 31: Grafico de Pareto para fosforescéncia de pireno induzida
por TINO3

Figura 32: Ajuste final da massa de TINOj; (por meio de adicbes
multiplas de solugdo 0,20 mol L") no substrato contendo 360 g
de SDS para inducao de fosforescéncia de 5 ng de pireno.

Figura 33: Grafico de Pareto para fosforescéncia de pireno induzida
por Pb(NO3)a.

Figura 34 : Gréafico de Pareto para fosforescéncia de pireno induzida
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por Pb(NOs3), — Reavaliagao I.

Figura 35 : Gréafico de Pareto para fosforescéncia de pireno induzida
por Pb(NO3), — Reavaliagao II.

Figura 36 : Fosforescéncia do pireno (5 ng) em funcdo da massa de
Pb(NOs), depositada no substrato. Solucdo previamente
irradiada com UV por 30 min. (média das medi¢coes + 1 desvio
padrao).

Figura 37 : Estudo da fosforescéncia de 5 ng pireno induzida por
Pb(NOs), em funcdo do tratamento da solugcédo carreadora de
analito com radiacdo UV (média das medicoes = 1 desvio
padrao).

Figura 38 : Estudo da variacao da fosforescéncia de 5 ng de criseno
em funcdo da massa de AgNO; depositado no substrato de
celulose. Solucao carreadora usada foi etanol/agua 50/50% v/v.

Figura 39: Estudo da variacdo da fosforescéncia de 5 ng de criseno
induzida por 20 ug de AgNOs; em funcdo da massa de SDS
depositado no substrato de celulose. Solugdo carreadora usada
foi etanol/agua 50/50% v/v.

Figura 40: Grafico de Pareto para fosforescéncia de criseno induzida
por AgNQOs.

Figura 41: Espectros obtidos pela técnica SSRTP para criseno na
presenca de AgNOs: (a) criseno; (b) criseno em mistura
equimolar com 8 HPA.

Figura 42: Sinais fosforescentes de criseno induzido por AQNO3; em
substratos de papel onde foram depositadas solucdes contendo
criseno e pireno em trés propor¢cdes molares. Varredura
sincronizada com AA igual a 244 nm.

Figura 43: Espectro de absor¢ao do criseno e pireno.

Figura 44: Espectros de absor¢cdo do pireno, criseno e demais HPA
(antraceno, benzo[a]pireno, 1-OH pireno, fenatreno, fluoranteno,
benzo[ghj]perileno e 1,2 benzo antraceno).

Figura 45: Espectro de absorcao do pireno e do 1-OH pireno.

Figura 46: Espectro de fosforescéncia do pireno e do 1-OH pireno na
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presenga dos demais HPA usando efeito externo com Pb(NOs3),
e solugéo carreadora em pH 12.

Figura 47: Curva analitica para o criseno (em termos de
concentragdo dos 5 pL de solugdo) utilizando substrato
contendo SDS (360 pg) e AgNO3 (30 ug).

Figura 48: Curva analitica para o pireno (em termos de concentragéao
dos 5 pL de solugcédo carreadora em meio basico) utilizando
substrato contendo Pb(NO3)2 (993 pg).

Figura 49 diagrama causa e efeito

Figura 50 : Representacao grafica das distribuicdes de probabilidade
normal.

Figura 51: Graficos de f(x) da variacdo do mensurando y em funcgéo
das grandezas de entrada xe a

Figura 52 : Curva da distribuicdo “t Student”

Figura 53 : Modelo da planilha do programa “Crystal ball” para
simulagdo de Monte Carlo

Figura 54: Espinha de peixe (diagrama de causa efeito) de um
método tipico SSRTP.

Figura 55: Espinha de peixe (diagrama de causa efeito) em fase de
ajuste.

Figura 56 : Espinha de peixe (diagrama de causa efeito — revisdo
01), ap6s avaliacao e ajuste das fontes de incertezas.

Figura 57: Gréafico de barras mostrando a contribuicdo de incerteza
de cada componente, ou seja, 0 balanco das incertezas.

Figura 58 : Histograma de frequéncia da geracdo de numeros
aleatdrios para uma varidvel com distribuicdo normal.

Figura 59 : Espectro de absorcdo do pireno na auséncia e na
presenca de bilis.

Figura 60 : Espectro de absor¢édo do criseno na auséncia e presenca
de bilis.

Figura 61: Varredura sincronizada de bilis e bilis fortificada (A)
criseno (53 ng) na presenca de SDS e AgNOs; e (B) pireno (53
ng) na presenca de Pb(NOs). e solugdo carreadora em meio
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béasico.

Figura 62: Percentual de criseno recuperado na curva de adicao de
analito.

Figura 63: Percentual de pireno recuperado na curva de adi¢cao de
analito.

Figura 64: Curvas analiticas de criseno na presenca e auséncia de
cachaca

Figura 65: Espectros SSRTP em modo sincronizado para (A)
cachaca fortificada com criseno e (B) cachaca fortificada com
pireno. Em ambos os casos a fortificagdo de HPA em cachaca

foi equivalente a 5 x 10° mol L.
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Siglas e abreviacoes

SSRTP - solid substrate in room temperature phosphorimetric
(fosforimetria em temperatura ambiente e em substrato sélido)

SDS - sodium dodecyl sulfate (dodecil sulfato de s6dio)

MRC — material de referéncia certificado

LD — limite de detecgao

LDA — limite de deteccao absoluto

NIST — National Institute of Standards and Technology

ISO GUM — Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement
EPA — U.S. Environmental Protection Agency (Agéncia Americana de
Protecéo ao Meio Ambiente)

PAC — compostos poliaromaticos

HPLC — cromatégrafo em fase liquida de alta eficiéncia

RTP — fosforimetria em temperatura ambiente

UV - ultravioleta

IR — infravermelho

NHPA — hidrocarbonetos poliaromaticos nitrogenados

OHPA - hidrocarbonetos poliaromaticos oxigenados

POP — poluentes organicos prioritarios

N - naftaleno

A - antraceno

Pi - pireno

Cri - criseno

Fe - fenantreno

BaP — benzol[a]pireno

DiBahA — dibenzo[a,h]antraceno

BaA — benzo[a]antraceno

BgP — benzo[g,h,i]perileno

Ac - acenafteno
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Ace - acenaftileno

FI - fluoreno

Fluo - fluoranteno

BkFluo — benzolk]fluoranteno

BbFluo — benzo[b]fluoranteno

IndP — indeno[1,2,3-c,d]pireno

IPCS — International Programme on Chemical Safety
1-OHP — 1-hidroxi pireno

GESAMP - Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine
Environmental Protection

PCA — andlise de componentes principais

GC - cromatografia gasosa

MS — espectdémetro de massa

AP — atomo pesado

u.a. — unidade arbitraria

Aem — comprimento de onda de emissao

Aexc — COMprimento de onda de excitacao

PF — planejamento fatorial

LQ - limite de quantificacao

LQA - limite de quantificacao absoluto

s,— desvio padréo da repetitividade

Sg — desvio padrao da reprodutibilidade

MQentre — minimos quadrados entre analistas
MQgentro — Minimos quadrados dentro das replicatas
EC — eletroforese capilar

JCGM - Joint Committee for Guides in Metrology
MCS - simulagao de Monte Carlo

ANOVA — andlise de variancia

INMETRO- Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
S| — Sistema Internacional

Uc— incerteza combinada

Ucaract. — iNCerteza relacionada a caracterizacdo do MRC
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Unomog. — iNCerteza relacionada a homogeneidade do MRC
Uwransp. — iNCerteza relacionada ao transporte do MRC

Uarmaz. — incerteza relacionada ao armazenamento do MRC
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