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Introducao
Compostos nitrogenados em petréleo e derivados

Moléculas nitrogenadas estdo frequentemente presentes em
combustiveis fosseis, geralmente associadas a por¢do organica do material
cru. Normalmente, o teor de nitrogénio no petréleo € baixo, variando entre 0,1 e
0,9% em massa, apesar de certos trabalhos indicarem que alguns 6leos podem
conter quantidades superiores a 2,0%. Os niveis de nitrogénio podem chegar a
15 ug g' em querosene usado como combustivel de aviagdo, sendo a maior
parte constituida de compostos nitrogenados basicos [1] .

Nas refinarias, os compostos nitrogenados, principalmente os basicos,
podem provocar 0 envenenamento de catalisadores nas unidades de
cragueamento, contribuindo também para a formacdo de gomas em alguns
produtos, tais como 6leo combustivel [2] . O nitrogénio ligado a compostos
organicos causa sérios problemas durante a conversdo do petréleo em
derivados, especialmente quando os niveis excedem 0,5% em massa, como
ocorre freqientemente no 6leo pesado e betume. A titulagdo potenciométrica
dessas amostras em meio ndo-aquoso mostra que o nitrogénio basico pode
representar uma fragdo superior a 35% em massa do nitrogénio total contido no
petréleo, oleo pesado e betume [2] .

Os compostos nitrogenados sdo considerados como indesejaveis devido
aos problemas que causam durante o refino do petréleo, além de afetar de



forma adversa a estabilidade do produto. Esses compostos causam
envenenamento do catalisador, facilitam as reagbées de oxidacdo, formando
gomas e causando mau cheiro, além de contribuirem para as emissdes
gasosas, causando poluicdo atmosférica. Compostos nitrogenados,
especialmente as moléculas contendo nitrogénio basico, foram relatados por
terem um impacto negativo na estabilidade da oxidagdo dos combustiveis de
aviacao e 6leos lubrificantes [1] .

Os compostos nitrogenados podem ter carater basico (piridinas,
quinolinas, benzoquinolinas e acridinas), neutro (pirrois, indois e carbazois), e
acido (hidroxi-piridinas e acidos carboxilicos de indois) [3] . Os azaarenos sao
classificados como substancias com nitrogénio heterociclico, onde um dos
atomos de carbono na estrutura do hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA)
€ substituido pelo nitrogénio. As substancias nitrogenadas basicas encontradas
no petréleo sao, predominantemente, compostas pelas familias das
alquilpiridinas, alquilquinolinas, hidroxiquinolinas e acridinas. Vérias das
substancias contendo nitrogénio heterociclico e aminas primarias aromaticas
sdo conhecidas ou suspeitas de serem carcinogénicas [4-7] . Um estudo
detalhado do tipo e da concentragdo dos compostos nitrogenados presentes
nos produtos do petréleo é claramente desejavel para a otimizacdo dos
métodos para a sua remogdo e para especificacdo de procedimentos de
manipulagdo segura destes materiais. Os azaarenos tém sido difundidos no
meio-ambiente através do uso extensivo de combustiveis fésseis e tém sido
encontrados em um grande numero de compartimentos ambientais, incluindo
material particulado urbano [9-11] , sedimentos marinhos e de rios [12, 13]
petréleo cru e seus derivados e solos. Varios métodos tém sido relatados para
a determinacao de nitrogénio total em petréleo e derivados, mas os métodos
voltados para grupos funcionais e compostos especificos tém sido pouco
explorados.

Numerosos estudos tém sido feitos sobre a ocorréncia de azaarenos em
combustiveis e amostras ambientais. Varios esquemas de separacdo e
identificacdo desses compostos tém sido relatados. Como a co-eluicdo pode
ser um problema devido ao grande numero de isémeros, tanto de carbazois
quanto de acridinas, uma separagao entre as fragbes basica e neutra €

necessaria para amostras complexas onde essas duas familias de substéancias



ocorrem juntas. Uma possibilidade para essa separagao € a extragdo em fase
sélida (SPE), pois é um método e de consumo de solvente baixo.

A determinagéo de azaarenos tem sido realizada, mais freqientemente,
por diferentes técnicas cromatograficas, incluindo cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-DF) ou UV-Visivel,
cromatografia a gas (CG) acoplada a espectrometria de massas (EM), e
cromatografia a gas bidimensional com detector seletivo de nitrogénio-fésforo
usado para a deteccao especifica de moléculas contendo nitrogénio e deteccao
por EM.

Eletroforese Capilar de Zona

O processo de eletroforese é definido como “o movimento ou migragao
diferenciada de espécies carregadas pela atracdo ou repulsdo em um campo
elétrico”. Para tanto, se aplica uma alta voltagem de modo que os analitos com
diferentes mobilidades eletroforéticas possam ser separados. Esta técnica
utiliza um capilar, geralmente de silica fundida preenchido com um eletrdlito.

A eletroforese capilar possui vantagens como baixo consumo de
solventes, eficiéncia, seletividade, facilidade operacional, analise de amostras
aquosas e nao aquosas e, separacado de enantibmeros também séo citadas
como vantagens da eletroforese capilar na literatura [14,15].

Esta técnica abrange também uma variedade de modos de separagao
que podem ser efetuados em uma unica coluna capilar, permitindo a separacao
de uma grande variedade compostos (espécies positivas, negativas e neutros).
Neste trabalho sera utilizada a Eletroforese Capilar de Zona (CZE).

A Eletroforese Capilar de Zona (CZE) € um dos modos de separacao
eletroforética mais utilizados por sua facilidade de implantacdo e otimizacao
das condicdes instrumentais. Em CZE o capilar é preenchido com um eletrélito
e quando uma voltagem é aplicada, a amostra move através do capilar pela
acao do fluxo eletroosmotico, desta forma os analitos sdo separados em zonas
com diferentes velocidades de migracdo de acordo com suas mobilidades
eletroforéticas. A ordem de migracao é determinada pela razao carga/raio dos
analitos [17].



A deteccgao é realizada diretamente no capilar, onde € aberta uma janela
Optica, desse modo [61]. No presente trabalho é utilizada a deteccéo
espectrofotométrica de absorgao na regiao do UV-vis.

Proposta do trabalho

A proposta do trabalho foi desenvolver um método analitico para a
determinacdo seletiva de seis azaarenos basicos em querosene de aviacao
(QAV) utilizando como técnica analitica a eletroforese capilar por zona. Os
azaarenos em questdo sdo: 7,8-Benzoquinolina  (78BQ), 7,9-
Dimetilbenzoacridina (79DMBA), 9-Amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina (9ATHA),
9-Metilacridina (9MA), Acridina (A) e Dibenzoacridina (DBA), e estéo
apresentados na Figura 1. As condi¢cdes instrumentais e experimentais para a
separacao dos azaarenos basicos foram otimizadas e um estudo foi realizado
para aumentar a sensibilidade do método. O método foi aplicado em amostras
reais, como os extratos de QAV.
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Figura 1 — Estruturas quimicas dos azaarenos basicos em estudo.

Os azaarenos séo substancias de carater basico (com exceg¢do dos
derivados de carbazol e indol) e esta caracteristica pode ser utilizada para a
sua separacao dos nitrogenados neutros e dos HPA, que estao presentes em
muito maior quantidade nos combustiveis derivados de petréleo como o

querosene de aviacdo. Com esse objetivo, um método de extracao, adaptado



de WILHELM et al (2000) [16] foi utilizado. Nesse procedimento, os azaarenos
basicos foram isolados por extragdo em fase soélida (SPE) usando um
adsorvente forte trocador de cations (acido propilsulfénico ou PRS) que € muito
polar e ndo apresenta nenhum grau apreciavel de interagcdes apolares. Como o
valor do pKa do PRS ¢é baixo, compostos catidbnicos podem ser eluidos tanto
por neutralizacdo de suas cargas atraveés de um eluente fortemente alcalino
(uma solucao de metanol-aménia neste caso) ou por uma solugao de alta forca
ibnica. Parametros analiticos de mérito foram determinados e a aplicabilidade
do método foi avaliada.

Procedimento Experimental

Materiais e Reagentes

Indol, 3-Metilindol (BMI), 9-Metilacridina (9MA), 7,9-
Dimetilbenzol[c]acridina (79DMBA), 9-Amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina (9ATHA)
e Carbazol (CBZ) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha);
Acridina (A), 7,8-Benzoquinolina (78BQ), Pireno (PIR), Criseno (CRI) e
Benzo[a]pireno (BaP) foram adquiridos da Acros Organics (New Jersey, EUA);
Dibenzo[a,jlacridina (DBA) foi adquirida da Chem Service (West Chester, EUA).
Solugbes estoque 200 mg L' dessas substancias, preparadas em Etanol,
foram utilizadas no preparo das solugdes de trabalho através de diluicoes
posteriores. Acetonitrila (ACN) e metanol, ambos em grau HPLC, etanol,
diclorometano (DCM), solugédo de amdnia 25%, acido fosférico 85%, hidroxido
de sddio, acido borico, dodecil sulfato de sédio e &cido cloridrico, todos em
grau analitico, foram provenientes da Merck (Darmstadt, Alemanha). Todas as
solucdes foram filtradas com filtros Miilipore de 0,45 um (membranas de PTFE)
antes da injecao nos sistemas CLAE e eletroforese capilar. Cartuchos de acido
propilsulfénico (PRS, 500 mg) para extracdo em fase sélida foram obtidos da
Varian (Australia). As amostras de QAV foram fornecidas pela Petrobras. Gas
nitrogénio 99,9% foi adquirido da AGA-Lynde (Rio de Janeiro, Brasil). O
eletrélito de corrida contendo tampao fosfato (50 m mol L) foi preparado

diariamente e o pH ajustado com NaOH 1 mol L™ para 2,65.



Instrumentacao

As analises por eletroforese capilar foram realizadas em um
equipamento comercial Hewlett-Packard (HP) CE — Agilent. O instrumento era
equipado com um detector espectrofotométrico do tipo arranjo de diodos de
operagado na faixa de 190 a 600 nm, um controlador de temperatura do tipo
Peltier, um sistema automatico de injecdo de amostra e um programa de
aquisicao e tratamento de dados desenvolvido pela Agilent. As separagdes
foram conduzidas em capilar de silica fundida de 56 cm de comprimento total
(47,5 cm até o detector) e 50 um de didmetro interno. Os eletroferogramas
foram obtidos com deteccao fotométrica em comprimentos de onda variados,
dependendo do analito (230, 250, 260 e 300 nm). A diferenca de potencial
aplicada durante as andlises foi de +25 kV e a temperatura mantida constante
em 25 °C. As inje¢des das amostras foram realizadas em modo hidrodinamico
com pressao de 50 mbar por 150 segundos.

Com a finalidade de aumentar o sinal analitico dos analitos foi utilizado
um capilar de caminho éptico estendido: capilar de silica fundida de 64,5 cm de
comprimento total (56 cm até o detector), 50 um de diametro interno e 150 pm
de caminho éptico. O didmetro interno desse capilar é expandido trés vezes no

ponto da detecgéo, em forma de bulbo.

Procedimento de extracao

Um volume de 25,00 mL de amostra foi aplicado ao cartucho PSR
(500mg de éacido propilsulfénico), o qual foi previamente condicionado com 4
mL de diclorometano (DCM). Mais 4 mL de DCM foram passados pelo cartucho
para eluir as substancias neutras. Os azaarenos basicos, retidos no PSR,
foram eluidos com 2 mL de Metanol:Aménia (9:1 em volume) em balao
volumétrico de 5,00 mL depois de o cartucho ter sido seco com um fluxo suave
de nitrogénio por 30 minutos. Com o objetivo de eliminar a presenca de
amonia, apos a eluicdo com metanol:amdnia, este solvente teve seu volume
reduzido até 500 pL, aproximadamente, com um fluxo suave de nitrogénio. O

volume foi completado a 1,0 mL com ACN (para corresponder a 20% de



solvente organico na amostra), 25 uL de solugdo de HsPO4 0,4 mol L™ foi
acrescentado (para concentragao final de1 mmol L) e o frasco foi avolumado
a 5,0 mL com &gua. A solucao final foi filtrada e levada ao equipamento de
eletroforese capilar. Esse procedimento de extracao resultou em um fator de
pré-concentracdo (FPC) de cinco vezes.

Resultados e Discussao

Quando os analitos que se deseja separar apresentam carga, a CZE é,
em geral, a primeira op¢ao dentro da familia de técnicas fundamentadas no
principio de migracdo eletroforética. Em CZE, o tubo capilar pode ser
simplesmente preenchido com um eletrdlito, geralmente com caracteristicas
tamponantes, para que o pH do eletrdlito de trabalho mantenha-se constante.
Quando a separagao envolve solutos com carater 4cido-base, como € o caso
dos azaarenos em estudo, a mobilidade eletroforética do soluto depende do pH
do eletrdlito e, neste caso, o controle do pH € extremamente importante e a
escolha de uma solucao tampdo adequada tem implicacées diretas na
otimizacdo da separacdo. Tal otimizagdo ocorre com a maximizagdo das
diferencas entre as mobilidades efetivas de cada analito e a minimizagdo das
causas de alargamento das bandas.

Nos primeiros testes realizados com CZE para a separacdao dos seis
azaarenos basicos de interesse, trés solugdes foram preparadas, cada uma em
um solvente diferente: (i) metanol:aménia (9:1)/agua 40/60% V/v; (ii);
metanol/agua 40/60% v/v; e (iii) agua. Os eletroferogramas obtidos estao
apresentados na Figura 2. O objetivo de usar o solvente contendo amdnia seria
o de aproveitar diretamente, sem modificacdes, a solugdo obtida apdés o
procedimento de extracdo, sem que fosse necessaria a evaporagdo apos a
eluicdo. No entanto, pode-se verificar na Figura 2 que quando esse solvente foi
utilizado, apenas dois picos apareceram no eletroferograma. Quando os
resultados obtidos com os outros dois solventes, metanol:agua (40:60) e agua,
sdo comparados, observa-se que ambos proporcionaram o surgimento de

quatro picos, sendo que com metanol:agua estes picos foram mais intensos.
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Figura 2 - Efeito do solvente da amostra sobre a separagao dos azaarenos basicos em estudo
por CZE, usando tamp&o fosfato 10 mmol L™, pH 3,0. Condiges instrumentais: 25 kV, 25 °C,
30 s de injegao hidrodindmica por pressao de 50 mbar, e detecgdo em 250 e 280 nm. Solugéo
padrdo: 0,5 mg L' de A, 9MA, 78BQ e 9ATHA e 2,0 mg L' de DBA e 79DMBA em: (A) agua;
(B) 40% metanol:aménia (9:1)/60% agua; (C) 40% metanol/60% agua.

Foram realizados testes nas mesmas condi¢gées acima com o objetivo de
identificar os picos e de verificar se os dois picos que faltavam estavam co-
migrando com os outros ou, simplesmente, ndo tinham sido detectados. Os
eletroferogramas das solugbes sem DBA e sem 79DMBA nado foram
apresentados, pois foram idénticos ao da solugdo contendo todos os analitos,
indicando que estes analito ndo foram detectados.

Um breve estudo sobre a influéncia do pH do eletrdlito sobre a
separacdo dos azaarenos foi realizado e estdo apresentados na Figura 3.
Nesse estudo, uma solugdo padrdo contendo 2,0 mg L de cada analito em
agua, e uma faixa de pH de 2,3 (pH original da solugédo) a 5,0 foi utilizada.
Pbéde-se observar que o pico da 78BQ deslocou-se para a direita com o
aumento do pH de 2,30 para 3,00 e que, para os valores de pH mais altos (4,10
e 5,00), apenas trés picos foram observados. O pH original da solugéao foi
escolhido para a realizacdo dos experimentos seguintes, pois, nas condi¢coes
testadas até este momento, foi o que proporcionou melhor resolugado num

menor tempo de analise.
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Figura 3: Efeito do pH do eletrélito sobre a separacdo dos azaarenos basicos em estudo por
CZE, usando tampao fosfato 10 mmol L. Condigdes instrumentais: 25 kV, 25 °C, 30 s de
injecéo hidrodindmica por pressao de 50 mbar, e detecgdo em 250 (—) e 280 (---) nm. Solugéo
padrao: 2,0 mg L™ de A, 9MA, 78BQ, 9ATHA, DBA e 79DMBA em &gua.



Para avaliar a sensibilidade para os analitos 79DMBA e DBA, optou-se
por aumentar o tempo de injecdo. Isso promoveu o surgimento, ainda que
discreto, de dois novos picos nos eletroferogramas obtidos com 60 e 100 s de
tempo de injegéo (Figura 4), apesar de o ultimo pico ndo ter sido confirmado
como tal, j& que se apresentou bastante deformado.

mau

Figura 4 - Efeito do tempo de injegéo sobre a separagao dos azaarenos basicos em estudo por
CZE, usando tampao fosfato 10 mmol L, pH natural (2,3). Condices instrumentais: 25 kV, 25
°C, injecao hidrodinamica por pressao de 50 mbar, e detec¢cdo em 250 nm. Solugéo padrao: 2,0
mg L de A, 9MA, 78BQ, 9ATHA, DBA e 79DMBA em &gua.

Um teste variando a concentragcdo do eletrélito (tampao fosfato), usando
tempo de injecéo de 100 s, foi realizado e os resultados estdo apresentados na
Figura 5. Observou-se que este parametro influenciava muito a eficiéncia da
separacao: quanto maior a concentracéo do eletrdlito, mais estreitos os picos e,
consequentemente, melhor a resolucdo. Os dois primeiros picos (78BQ e A),
antes parcialmente sobrepostos, foram completamente separados com 50
mmol L' de tamp&o fosfato como eletrélito. Além disso, foi observado que
quanto maior a diferenga de condutividade entre o eletrolito de trabalho e a

solugao da amostra, mais estreitos os picos.
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Figura 5 - Efeito da concentragdo do eletrélito sobre a separagao dos azaarenos basicos em
estudo por CZE, usando tampio fosfato (5 a 50 mmol L"), pH natural. Condicoes
instrumentais: 25 kV, 25 °C, 100 s de inje¢cdo hidrodindmica por pressdao de 50 mbar e
detecgdo em 250 nm. Solugdo padrdo em tampao fosfato 1 mmol L' contendo 0,2 mg L™ da
cada analito.

Em CZE é bastante comum o uso de eletrélitos aditivados. A presenca
de solventes orgéanicos como aditivos ao eletrélito aumenta a solubilidade dos
solutos orgéanicos, diminuindo a interagdo soluto-capilar, e modifica a
magnitude do EOF. A adicdo de metanol ao eletrdlito foi testada e o resultado
obtido esta apresentado na Figura 6. Observou-se que quanto maior o teor de
metanol no eletrélito, maior a separacao entre os picos da DBA e da 79DMBA
e, pela primeira vez até este momento, obteve-se um eletroferograma com os

seis picos correspondentes aos seis analitos sendo separados.
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Figura 6 - Efeito da adicdo de metanol ao eletrdlito sobre a separagdo dos azaarenos basicos
em estudo por CZE, usando tampao fosfato 30 mmol L7, pH natural. Condigdes instrumentais:
25 kV, 25 °C, 100 s de inje¢ao hidrodinamica por pressao de 50 mbar e deteccao em 250 (—) e
290 (---) nm. Solucéo padrdo em tampao fosfato 1 mmol L™ contendo 0,2 mg L da cada
analito.

Com a resolugdo dos seis picos, a identificacdo dos analitos no
eletroferograma foi realizada através da medicdo dos espectros de absorcao
com o proprio detector utilizado para as andlises eletroforéticas (detector

espectrofotométrico do tipo arranjo de diodos). Um espectro foi obtido para



cada pico no eletroferograma da mistura contendo todos os seis analitos
(Figura 6C), e estes espectros foram comparados com 0s espectros obtidos
para as solucdes das substancias puras, nas mesmas condicdes. A ordem de
saida dos analitos foi determinada como: A, 9MA, 78BQ, 9ATHA, 79DMBA e
DBA; e os espectros de absorcao estao apresentados nas figuras que vao da
Figura a Figura .
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Figura 7 - Espectro de absorgao da 78BQ (12 pico no eletroferograma). Ams = 230 nm.
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Figura 8 - Espectro de absor¢géo da ACRIDINA (2° pico). Amax = 260 nm.
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Figura 9 - Espectro de absorgao da 9MA (32 pico). Amax = 260 nm.
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Figura 10 - Espectro de absorcao da 9ATHA (42 pico). Amnax = 250 nm.
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Figura 11 - Espectro de absorgao da 79DMBA (52 pico). Anax = 300 nm.
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Figura 12 - Espectro de absorgao da DBA (6° pico). Anax = 300 nm.

A partir dos resultados apresentados na Figura 6, alguns experimentos
de otimizagdo envolvendo temperatura e diferenca de potencial aplicada, e
outros envolvendo a composigao do eletrdlito (concentragdao do tampéo fosfato,
concentracdo de metanol e pH) foram realizados sem sucesso, devido a um
alargamento nos picos qué sugere que havia alguma interacdo entre os
analitos e a parede do capilar.

Para evitar o alargamento dos picos observado, novos testes foram
realizados para a separagdo dos seis analitos de interesse. Foi utilizado um
eletrélito composto de 50 mmol L™ de HsPO4 e 15% de metanol, com o seu pH
natural (2,0). Uma mistura contendo 2,0 mg L™ de A e 9MA, e 4,0 mg L de
78BQ, 9ATHA, DBA e 79DMBA, em solucao contendo 15% de metanol e 1



mmol L™ de HsPOy, foi injetada por 10 s, a uma temperatura de 25 °C e com
uma diferenga de potencial aplicada de +25 kV (Figura A). O mesmo teor de
solvente organico adicionado ao eletrélito foi adicionado a solucao padrao
(amostra), para 15 e 20% de metanol e 15 e 20% de ACN (Figura ). Com a
utilizacdo de 20% de ACN no tampéo e na amostra, além de uma melhor
resolucéo ter sido obtida para os seis analitos, a intensidade dos dois ultimos
picos (79DMBA e DBA) tornou-se maior, indicando que a ACN foi mais
eficiente em solubilizar estes analitos, diminuindo a adsorcdo dos mesmos a
parede do capilar. A partir do resultado apresentado na Figura B, com a
utilizacdo de 20% de ACN na composicao do eletrélito de trabalho e 20% de
ACN na composicao da amostra, o problema de alargamento dos picos nao foi

mais observado.
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Figura 13- Efeito do solvente organico no eletrélito e na solugdo da amostra sobre a separagao
dos azaarenos basicos em estudo por CZE, usando tampao fosfato 50 mmol L, pH natural.
Solvente organico presente no eletrdlito e na amostra: (A) 15% de metanol; (B) 20% de
metanol; (C) 15% de ACN; e (D) 20% de ACN. Condigbes instrumentais: 25 kV, 25 °C, 10 s de
injecdo hidrodindmica por pressdao de 50 mbar, e detec¢cdo em 230 nm. Solugdo padrdo em
tampao fosfato 1 mmol L™ acrescido do solvente organico: 2,0 mg L™ de A, 9MA, 78BQ e
9ATHA e 4,0 mg L' de DBA e 79DMBA.

Um estudo adicional envolvendo o efeito da variagdo do pH do eletrélito
e da sua concentragdo foi realizado. Quando a concentracdo do eletrdlito foi



ajustada para 50 ou para 100 mmol L' ndo se observou praticamente nenhuma
diferenca sobre a resolugdo dos picos e sobre o tempo de andlise, indicando
que esta seria uma faixa de trabalho bastante robusta. A mesma robustez nao
foi constatada para a variavel pH que, mesmo numa faixa pequena de variagao
(0,68 unidade de pH), verificou-se mudangas tanto na resolu¢gdo quanto no
tempo de analise. Essa influéncia foi marcante principalmente sobre o pico da
78BQ, que se deslocou para a direita com o aumento do pH, indicando que o
ajuste do pH é um parametro crucial para a reprodutividade do método. O
eletrélito contendo 50 mmol L de tampéo fosfato, 20% de ACN e pH 2,65 foi
selecionado para o prosseguimento das analises pois foi 0 que proporcionou
melhor resolugéo e, neste caso, a ordem de saida dos analitos passou a ser: A,
9MA, 78BQ, 9ATHA, 79DMBA e DBA.

Para tentar diminuir o alargamento dos dois ultimos picos, eletrélitos com
maiores teores de ACN foram testados. No entanto, foi observado que, apesar
de ter havido um estreitamento dos dois ultimos picos (79DMBA e DBA) com o
aumento da concentracdo de ACN no eletrélito, o pico da 78BQ deslocou-se
para a direita, prejudicando a resolucao no eletroferograma. A tabela abaixo

resume as condi¢des de trabalho selecionadas.



Tabela 1 — Resumo das condig6es de trabalho selecionadas.

PARAMETRO CONDIGCAO SELECIONADA
Tampao 50 mmol L™ de fosfato
Modificador orgénico 25 % de ACN
pH 2,65
Diferenga de potencial aplicada 25 kV
Temperatura 25 °C
Presséo da injecao 50 mbar
Tempo de injecao 150 s
Comprimento efetivo do capilar 56 cm
Diametro interno do capilar 50 um
Caminho éptico 150 um
Solvente da amostra 1 mmol L™ de fosfato, 20% de ACN
Tempo de analise 20 min

Estudos com capilar de caminho estendido

Um capilar de silica fundida de caminho 6ptico estendido, de 64,5 cm de

comprimento total (56 cm até o detector), 50 um de diametro interno e 150 pm

de caminho 6ptico (trés vezes maior que o do capilar tradicional), passou a ser

utilizado com o objetivo de melhorar a sensibilidade do método. Com isso,

esperava-se que as areas dos picos dos analitos aumentassem trés vezes com

relacdo as areas obtidas com o capilar tradicional, o que foi observado para

todos os analitos (Figura 14).
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Figura 14- Efeito do uso do capilar de caminho éptico estendido sobre a separagdo dos
azaarenos basicos em estudo por CZE, usando tampao fosfato 50 mmol L™, contendo 20%
ACN, pH natural. Condig¢des instrumentais: 25 kV, 25 °C, 10 s de injegao hidrodindmica por
pressdo de 50 mbar, e detecgdo em 230 nm. Solugdo padrdo: 2,0 mg L™ de A, 9MA, 78BQ e
9ATHA e 4,0 mg L de DBA e 79DMBA em 1 mmol L™ HzPO,, contendo 20% ACN. (A) Capilar
normal. (B) Capilar de caminho 6ptico estendido.

Parametros analiticos de mérito

Sob as condi¢des de trabalho apresentadas na Tabela , a separagao
completa dos azaarenos A, 9MA, 78BQ, 9ATHA, 79DMBA e DBA, foi obtida
com os tempos de migracao (tv) para todas as substancias menores que 20
min. A repetitividade para os valores de ty e de area foi calculada a partir dos
resultados de seis determinagdes consecutivas realizadas com a solucao
padrdo contendo 50 pg L™ de A e 9MA e 250 pg L' de 78BQ, 9ATHA, 79DMBA
e DBA, correspondente ao meio da curva analitica. Os resultados de
repetitividade foram expressos como os desvios-padrao relativos (DPR) desses
dados. Os valores de DPR para os ty foram menores que 2,5% para todos os
analitos. Ja para os valores de area, os valores de DPR foram menores que

12% para todos os analitos, com excecao da DBA que apresentou DPR igual a
23% (Tabela 2).



Tabela 2 — Repetitividade do método CZE para a andlise dos azaarenos basicos.

Concentragéo %DPR?

ug L ty area
A 50 1,7 12
9MA 50 1,6 12
78BQ 250 1,5 3,2
9ATHA 250 1,6 2,7
79DMBA 250 1,9 9,5
DBA 250 2,4 23

? Valores de repetitividade expressos como desvios-padrao relativos de seis determinagdes consecutivas.

Para a obtengédo dos paréametros analiticos de mérito, curvas analiticas
foram construidas na faixa de resposta linear, sendo que cada ponto das
curvas foi o resultado de trés analises. As curvas analiticas (Figura 15, Figura
16, Figura 17, Figura 18, Figura 19 e Figura 20) foram construidas a partir das
areas dos picos em fungéo da concentragcao de analito na solugéo injetada e a
melhor reta entre os pontos experimentais foi tracada pelo método dos minimos
quadrados com a ajuda do programa Microsoft® Office Excel 2003. O
comportamento linear na faixa de trabalho estudada foi indicado pelos valores
dos coeficientes de determinacdo (r°) superiores a 0,99, apresentados na
Tabela 3.

A detectabilidade do método foi avaliada pelas estimativas dos limites de
detecgéo (LOD) e dos limites de quantificagdo (LOQ). Os LOD e os LOQ foram
determinados como a concentracdo do analito que resultou em uma éarea do
pico igual a trés e dez vezes, respectivamente, o desvio padrdao de dez
medicées da solugcdo de menor concentragcdo na curva analitica (menor
concentracao que pdde ser detectada), de acordo com a literatura [50, 52]. Os
valores de LOD ficaram entre 0,68 € 3,2 ug L™ e os de LOQ entre 1,0 a 7,7 ug
L.
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Figura 15 - Curva analitica da Acridina (A) para determinagtes por CZE.
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Figura 16 - Curva analitica da 9-metilacridina (9MA) para determinagdes por CZE.
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Figura 17 - Curva analitica da 7,8-Benzoquinolina para determinag¢des por CZE.
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Figura 18 - Curva analitica da 9-Amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina (9ATHA) para determinagoes
por CZE.
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Figura 19 - Curva analitica da 7,9-Dimetilbenzo[c]acridina (79DMBA) para determinag¢des por
CZE.
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Figura 20 - Curva analitica da Dibenzo[a,jlacridina (DBA)para determinagdes por CZE.



Tabela 3 - Resultados de validagao para o método CZE.

Equacao da curva analitica, y=ax + b ? r° LOD LOQ
a b (ug L)

A 0,9443 + 0,0317 -0,9266 + 1,7726  0,9986 1,5 2,8
9MA 1,4082 + 0,0996 -0,6854 +5,5740 0,9997 0,68 1,0
78BQ 0,3933 + 0,0225 -0,5251 +6,2838 0,9981 3,2 7,7

9ATHA  0,1969 + 0,0073 0,0216 +2,0388 0,9971 0,77 2,8
79DMBA  0,3473 £0,0110 0,2909 +3,0634 0,9975 0,89 49
DBA 0,5621 + 0,0146 -0,5352 +4,0910 0,9968 1,3 2,1

2y = area do pico do analito; x = concentragdo de analito, [g L™.

Analise das amostras de QAV

Num primeiro momento, com o objetivo de avaliar a recuperacéo obtida
com o procedimento de extracdo modificado, realizado com a eluicao dos
analitos do cartucho PSR feita com ACN:aménia (9:1), uma amostra de QAV
fortificada com 0,4 mg L™ de A, 9MA, 78BQ e 9ATHA e 0,8 mg L' de 79DMBA
e DBA foi submetida a este procedimento de extracdo e analisada por CZE.
Uma solugdo padrdo contendo 0s seis azaarenos basicos, na mesma
concentragdo esperada para 100% de recuperacdo no extrato (2,0 e 4,0 mg L™,
respectivamente, para um FPC = 5), também foi submetida ao procedimento de
extracao e analisada por CZE, e foi usada como referéncia para o calculo dos
valores de recuperagdo. Os valores de recuperacdo obtidos nesse primeiro
teste (A = 63%; 9MA = 73%; 78BQ = 56%; 9ATHA = 71%; 79DMBA = 65% e
DBA = 23%) foram relativamente baixos, indicando que, ou houve perdas
durante o procedimento de extragédo, ou o solvente ACN:amoénia (9:1) nao foi
um bom eluente para os analitos.

O método CZE em estudo foi aplicado para a determinacdo dos seis
azaarenos bdasicos em uma amostra de QAV. Para avaliar a exatidao, uma
aliquota dessa amostra foi fortificada com 10 ug L' de A e 9MA e 50 pg L' de
78BQ, 9ATHA, 79DMBA e DBA e submetida ao procedimento de extracao
antes da analise pelo método CZE. O mesmo procedimento de extragao, foi
realizado com a eluicdo dos analitos feita com metanol:amdnia (9:1) e com
ACN:aménia (9:1), com fator de pré-concentragdo igual a dois. Ambas as

extragdes, utilizando metanol:ambnia ou ACN:amonia, foram feitas em triplicata



e 0s extratos resultantes, assim como as solugdes-padrao das curvas
analiticas, foram analisados por CZE, nas condigdes apresentadas na Tabela
1, e pelo método de referéncia (CLAE-DF) para a comparacao dos resultados.
Os valores de recuperagao obtidos pelos dois métodos estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Recuperagao dos azaarenos basicos em amostra de QAV fortificada.

Método CLAE-DF Método CZE

Fortificacdo MeOH:NH; ACN:NH; MeOH:NH; ACN:NH;4

ug L Rec DPR Rec DPR Rec DPR Rec DPR
0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
A 10 107 1 82 14 61 5 41 44
9MA 10 101 2 80 10 74 13 51 44
78BQ 50 99 3 84 16 122 4 97 19
9ATHA 50 88 7 57 18 92 5 61 8
DBA 50 95 4 78 7 74 2 62 15
79DMBA 50 77 1 72 14 76 4 63 16

Cada valor de recuperagao (Rec) e desvio padréo relativo (DPR) é a média de trés ensaios independentes. Esses
valores foram calculados levando em consideragdo o fator de pré-concentragéo do procedimento de extragéo (FPC =
2).

Como pode ser observado na Tabela 4, os valores de recuperagao
obtidos para o procedimento de extracao realizado com a eluicdo dos analitos
com Metanol:aménia (9:1) foram sempre maiores que o0s obtidos com
ACN:aménia (9:1), determinados tanto pelo método CZE quanto pelo método
de referéncia (CLAE-DF).

Os resultados obtidos indicaram que é possivel aplicar CZE com pré-
concentracdo em linha para a determinacdo dos azaarenos basicos em QAV.
Entretanto, um estudo mais detalhado no sentido de otimizar os parametros da
analise para melhorar a resolucdo e a sensibilidade e diminuir o tempo de

andlise pode ser realizado.



Conclusao

O método CZE foi aplicado para a determinacdo dos seis azaarenos
basicos em uma amostra de QAV fortificada com os analitos. O procedimento
de extracdo em fase sélida (SPE) usando uma coluna trocadora de cations que
permite a isolagao seletiva da fracdo dos azaarenos basicos dessas matrizes
complexas. Este procedimento foi realizado com a eluicdo dos analitos feita
com metanol:aménia (9:1) e com ACN:amdnia (9:1) e os extratos resultantes,
assim como as solucdes-padrao das curvas analiticas, foram analisados por
CZE e pelo método CLAE-DF, utilizado como método de referéncia. Os valores
de recuperacdo obtidos para o procedimento de extiracdo realizado com a
eluicdo dos analitos com Metanol:aménia (9:1) foram maiores que os obtidos
com ACN:aménia (9:1), indicando que o primeiro solvente foi mais eficiente na

eluicdo dos azaarenos basicos que o segundo.
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