Departamento de Quimica 1

DETERMINACAO DE METODOS ANALITICOS
ELETROQUIMICOS E ESPECTROFLUORIMETRICOS
PARA COMPOSTOS DE INTERESSE FARMA COLOGICO:
DETERMINACAO DE AZAARENOS BASICOS EM
QUEROSENE DE AVIACAO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA E DETECCAO POR
FLUORESCENCIA

Aluno: Thiago Fernando Mota Gonsalves
Orientador: Ricardo Queiroz Aucélio

Introducao

Compostos nitrogenados em petréleo e derivados

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

Nas refinarias, os compostos nitrogenados, principalmente os bdsicos,
podem provocar o envenenamento de catalisadores nas unidades de
craqueamento, 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
freqiientemente no dleo pesado e betume. A titulacdo potenciométrica dessas
amostras em meio ndo-aquoso mostra que o nitrogénio bdsico pode representar
uma fragdo superior a 35% em massa do nitrogénio total contido no petrdleo, dleo
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 reacdes de oxidagdo, formando gomas e causando mau
cheiro, além de contribuirem para as emissdes gasosas, causando poluicdo
atmosférica. Compostos nitrogenados, especialmente as moléculas contendo
nitrogénio bésico, foram relatados por terem um impacto negativo na estabilidade
da oxidacgdo dos combustiveis de aviacdo e 6leos lubrificantes [1] .

Os compostos nitrogenados podem ter carater basico (piridinas, quinolinas,
benzoquinolinas e acridinas), neutro (pirrois, indois e carbazois), e dcido (hidroxi-
piridinas e acidos carboxilicos de indois) [3] . Os azaarenos sdo classificados
como substincias com nitrogénio heterociclico, onde um dos dtomos de carbono
na estrutura do hidrocarboneto policiclico aromético (HPA) € substituido pelo
nitrogénio. As substincias nitrogenadas bdsicas encontradas no petrdleo sdo,
predominantemente,  compostas pelas  familias das  alquilpiridinas,
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alquilquinolinas, hidroxiquinolinas e acridinas. Vdrias das substincias contendo
nitrogénio heterociclico e aminas primdrias aromdticas 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
especificagcdo de procedimentos de manipulacdo 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.
Virios métodos tém sido relatados para a determinacdo de nitrogénio total em
petréleo e derivados, mas os métodos voltados para grupos funcionais e
compostos especificos t&€m sido pouco explorados.

Numerosos estudos tém sido feitos sobre a ocorréncia de azaarenos em
combustiveis e amostras ambientais. Vdirios esquemas de separagdo e
identificacdo desses compostos t€m sido relatados. Como a co-eluicdo pode ser
um problema devido ao grande nimero de isomeros, tanto de carbazois quanto de
acridinas, uma separagcdo entre as fracOes bdsica e neutra é necessdria para
amostras complexas onde essas duas familias de substincias ocorrem juntas. Uma
possibilidade para essa separacdo € a extracdo em fase solida (SPE), pois € um
método e de consumo de solvente baixo.

A determinagdo de azaarenos tem sido realizada, mais freqiientemente, por
diferentes técnicas cromatograficas, incluindo cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-DF) ou UV-Visivel,
cromatografia a gis (CG) acoplada a espectrometria de massas (EM), e
cromatografia a gds bidimensional com detector seletivo de nitrogénio-fosforo
usado para a deteccdo especifica de moléculas contendo nitrogénio e detecgdo por
EM.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Nenhum registro das técnicas cromatograficas contemporineas fica
completo se ndo incluir a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). E um
tipo de cromatografia liquida que emprega pequenas colunas, recheadas de
materiais especialmente preparados e uma fase moével que é eluida sob altas
pressdes. Ela tem a capacidade de realizar separacdes e andlises quantitativas de
uma grande quantidade de substancias presentes em vérios tipos de amostras, em
escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugio, efici€ncia e sensibilidade.
Somente a partir dos anos 70 conseguiu-se um avango considerdvel da
cromatografia liquida moderna que até entdo era essencialmente subdesenvolvida,
apesar de um dos primeiros experimentos sobre cromatografia, no inicio do
século, ter sido do tipo que é hoje chamado de cromatografia liquida classica. O
avanco foi gradual e atingiu o atual nivel de sofisticacdo que a CLAE apresenta,
devido ao revoluciondrio desenvolvimento tecnoldgico da pritica deste tipo de
cromatografia. Desde 1968 tornou-se possivel rechear colunas com particulas de
pequeno tamanho, necessarias para alta resolucdo e, também, adquirir
equipamentos que funcionam sob as altas pressdes necessarias para a obtengdo de
uma boa velocidade de elui¢do. Nos tltimos anos ocorreu o desenvolvimento de
vdarios detectores espectrofotométricos que operam em comprimentos de onda
varidvel até 190 nm, e houve um aumento na utilizacdo dos detectores por
fluorescéncia, eletroquimicos, e por fluorescéncia induzida por laser, bem como
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acoplamento com o espectrdmetro de massas. Com estes, tornou-se possivel a
detec¢do da maioria dos compostos e a andlise de tragos em amostras complexas,
como sangue, urina, solo, alimentos, petréleo, etc.

A CLAE é uma técnica de separacio hoje bem estabelecida que, em menos
de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados para fins
qualitativos e quantitativos. As razdes para este crescimento estdo relacionadas a
sua adaptabilidade para determinacdes quantitativas com boa sensibilidade, a
possibilidade de separar espécies ndo voldteis e termicamente instiveis, com
destaque para a industria farmacéutica, bem como as suas aplicacdes em
determinagdes ambientais [17] .

Dentro da CLAE, estima-se que mais de 90% dos laboratérios de andlise
espalhados pelo mundo utilizam pelo menos um método que aplica a modalidade
de CLAE em fase reversa (FR) [17] . Sistemas de CLAE-FR consistem de uma
fase estaciondria de menor polaridade e uma fase mével de maior polaridade,
enquanto a fase normal tem as polaridades invertidas. Estas fases apresentam
vdrias vantagens, tais como: uso de fases mdveis menos toxicas e de menor custo,
como metanol e dgua; fases estaciondrias estdveis de muitos tipos diferentes;
répido equilibrio da coluna apés a mudanga da fase mével; facilidade de empregar
eluicdo por gradiente; maior rapidez em andlises e boa reprodutividade dos
tempos de retencdo. Além disso, sdo muito aplicadas & separacdo de solutos de
diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas.

A espectroscopia de fluorescéncia € um método de deteccdo dos mais
sensiveis da atualidade, especifico para compostos que fluorescem. Em boas
condicdes € possivel detectar quantidades da ordem de picogramas (10 a 12 g), o
que € comparavel aos detectores por captura de elétrons em cromatografia em fase
gasosa. Moléculas cujas estruturas sdo formadas por anéis aroméaticos ou ligagoes
duplas conjugadas favorecem esse fendmeno e podem ser identificadas usando o
detector por fluorescéncia.

Proposta do trabalho

A proposta do trabalho foi desenvolver um método analitico para a
determinagdo seletiva de seis azaarenos bdsicos em querosene de aviacdo e
querosene de uso doméstico. Os azaarenos em questdo sdo: 7,8-Benzoquinolina
(78BQ), 7,9-Dimetilbenzo|[c]acridina (79DMBA), 9-Amino-1,2,3,4-
tetrahidroacridina (9ATHA), 9-Metilacridina (9MA), Acridina (A) e
Dibenzola,jlacridina (DBA), e estdo apresentados na Figura 1. Para tanto, um
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
fluorescéncia (CLAE-DF) foi avaliado. Como a concentragdo de cada azaareno
individual nesse tipo de amostra pode ser muito baixa, ao invés de usar um tnico
par de comprimentos de onda para a deteccdo dos analitos, um programa de
detec¢do envolvendo os comprimentos de onda de excitagdo (Aexc) e emissdo
(Aem) méximas, selecionados para cada substancia individualmente, foi utilizado
para melhorar a sensibilidade da determina¢do dos azaarenos na matriz do
querosene, reduzindo os valores dos limites de deteccao.
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Figura 1 — Estruturas quimicas dos azaarenos basicos em estudo.

Os azaarenos sdo substincias de cariter bdsico (com excec¢do dos
derivados de carbazol e indol) e esta caracteristica pode ser utilizada para a sua
separacdo dos nitrogenados neutros e dos HPA, que estdo presentes em muito
maior quantidade nos combustiveis derivados de petréleo como o querosene de
aviagdo. Com esse objetivo, um método de extracio, adaptado de WILHELM et al
(2000) [15] foi utilizado. Nesse procedimento, os azaarenos bdsicos foram
isolados por extragcdo em fase sélida (SPE) usando um adsorvente forte trocador
de cations (4cido propilsulfénico ou PRS) que € muito polar e nido apresenta
nenhum grau aprecidvel de interacdes apolares. Como o valor do pKa do PRS ¢é
baixo, compostos catidonicos podem ser eluidos tanto por neutralizagdo de suas
cargas através de um eluente fortemente alcalino (uma solucio de metanol-amonia
neste caso) ou por uma solucdo de alta forga idnica. Esse procedimento € simples
e rdpido e a etapa de evaporagdo do solvente ndo € necesséria, melhorando a
recuperagdo das substincias mais volateis. Pardmetros analiticos de mérito foram
determinados e a aplicabilidade do método foi avaliada.

Procedimento Experimental

Materiais e Reagentes

Indol, 3-Metilindol (3MI), 9-Metilacridina, 7,9-Dimetilbenzo[c]acridina,
9-Amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina e Carbazol (CBZ) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha); Acridina, 7,8-Benzoquinolina, Pireno (PIR),
Criseno (CRI) e Benzo[a]pireno (BaP) foram adquiridos da Acros Organics (New
Jersey, EUA); Dibenzo[a,j]acridina foi adquirida da Chem Service (West Chester,
EUA). Solugdes estoque 200 mg L"' dessas substincias, preparadas em Etanol,
foram utilizadas no preparo das solu¢des de trabalho através de dilui¢Ges
posteriores.

Acetonitrila (ACN) grau HPLC, Metanol, Diclorometano (DCM), solugdo
de amodnia 25% e (grau analitico) foram provenientes da Merck (Darmstadt,
Alemanha). O tampao fosfato, pH 6,5, foi uma solucdo 10 mmol L' preparada
com KH,PO4 anidro (Sigma-Aldrich, Alemanha) e Na,HPO, anidro (Merck,
Alemanha), ambos de grau analitico, e dgua ultrapura, obtida de um sistema de
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purificacdo de dgua da Millipore, modelo MilliQ A10 Gradiente (Massachusetts,
EUA). Todas as solugdes foram filtradas com um filtro Miilipore de 0,45 wm
antes da injecd@o no sistema CLAE. Cartuchos de dcido propilsulfénico (PRS, 500
mg) para extracdo em fase solida foram obtidos da Varian (Austrdlia). As
amostras de QAV foram fornecidas pela Petrobras e a amostra de querosene
doméstico foi adquirida em comércio local. Gds nitrogénio 99,9% foi adquirido da
AGA-Lynde (Rio de Janeiro, Brasil).

Instrumentacao

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢@o por
fluorescéncia (CLAE-DF) foram realizadas em um cromatégrafo Waters
(Massachusetts, USA) da série 1525 equipado com um “Multi Wavelength
Fluorescence Detector” modelo 2475, um forno para a coluna e uma valvula de
injecdo de 5 pL. O sistema analitico incluiu uma coluna C18 XTerra (150 mm x
4,6 mm x 5,0 wm) e uma pré-coluna de mesma fase estacionaria (10 mm x 4,6 mm
x 5,0 um), ambas fabricadas pela Waters As separacdes foram realizadas a 35°C

com um fluxo de 1 mL min™".

Procedimento de extracao

Um volume de 25,00 mL de amostra foi aplicado ao cartucho PSR (500mg
de 4cido propilsulfonico), o qual foi previamente condicionado com 4 mL de
diclorometano (DCM). Mais 4 mL de DCM foram passados pelo cartucho para
eluir as substincias neutras. Os azaarenos basicos, retidos no PSR, foram eluidos
com 2 mL de Metanol:Amoénia (9:1 em volume) em baldo volumétrico de 5,00
mL depois de o cartucho ter sido seco com um fluxo suave de nitrogénio. O baldo
foi avolumado com Metanol e a solucdo final analisada por CLAE-DF. Esse
procedimento de extracdo resultou em um fator de pré-concentracdo (FPC) de
cinco vezes.

Procedimento experimental

Avaliacao do procedimento de extracao

A fim de verificar a conformidade do procedimento de extracdo para as
amostras de QAV e querosene doméstico, para avaliar o efeito da matriz na
posicdo dos picos no cromatograma, assim como para avaliar a recuperacio dos
azaarenos bdsicos, amostras fortificadas com quantidades conhecidas dos padrdes
dos analitos e amostras ndo fortificadas foram analisadas sob as mesmas
condi¢des. Uma amostra de QAV foi fortificada com 6 pg L" de cada analito e a
amostra de querosene doméstico foi fortificada com quantidades diferentes de
cada analito, variando entre 30 e 66 ug L. Os valores de recupera¢io foram
calculados levando em consideracdo o FPC e a diferencga entre a concentragdo do
analito na amostra fortificada e sua concentracdo na amostra antes da fortificacao,
de acordo com a seguinte férmula:

100 concentragdo apos a fortificacdo — concentragdo antes da fortificagcdo

concentragdo adicionada do analitox FPC
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Para avaliar a eficiéncia da extracdo, ou seja, a sua capacidade de
recuperar as substincias nitrogenadas bdsicas e eliminar a interferéncia das
substancias neutras, o mesmo procedimento de extracdo foi aplicado a 25,00 mL
de uma solucdo em DCM contendo os seis azaarenos bdsicos, além de Carbazol
(CBZ), Indol, 3-Metilindol (3MI), Pireno (PIR), Criseno (CRI) e Benzo[a]pireno
(BaP). A concentrag@o de cada uma dessas substancias na solucgdo foi de 7,2 ug L
! O extrato resultante dessa solugdo, chamado de extrato controle, foi analisado
por CLAE-DF. Para comparacdo, uma solu¢do padrio preparada em
Metanol: Amdnia 96:4 em volume (correspondendo ao solvente final do
procedimento de extracdo), contendo essas mesmas substancias na concentraco
36 pug L' cada, foi também analisada por CLAE-DF. O valor de 36 ug L
corresponde & concentragdo tedrica de cada analito no extrato controle, levando
em conta o FPC e uma recuperacdo igual a 100%, possibilitando a comparacio
direta entre os cromatogramas.

A analise cromatografica

As andlises por CLAE-DF foram realizadas em fase reversa (coluna C18)
e as separacdes foram realizadas a 35°C com um fluxo de 1 mL min”'. Vdrias
fases mdveis compostas por Acetonitrila (ACN) e dgua e ACN e tampdo fosfato,
incluindo diferentes gradientes de elui¢do, foram testados para separar os seis
azaarenos bdsicos. A detec¢do por fluorescéncia foi realizada aplicando-se uma
programacao dos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo. As condi¢cdes de
eluicio e de deteccdo selecionadas para a determinacdo dos seis analitos
investigados estdo descritas na Tabela 1.

A determinagdo quantitativa dos azaarenos basicos foi realizada através de
uma curva analitica de padronizacdo externa, na faixa de concentragdo de 0,5 a
250 ng L" (0,0025 a 1,25 ng injetados), utilizando as dreas dos picos. A andlise
qualitativa foi baseada na comparag@o entre os tempos de retencéo obtidos para os
padrdes dos analitos e os obtidos para as mesmas substincias identificadas nas
amostras de QAV fortificado e nao fortificado, obtidos nas mesmas condigdes.
Além disso, para aumentar o grau de certeza na identificacdo dos analitos, os
cromatogramas da solucdo padrio e dos extratos das amostras foram também
obtidos usando um par de comprimentos de onda de excitagdo e emissdo menos
sensivel (250/395 nm) a razdo entre a area obtida com o programa de detec¢do
apresentado na Tabela 1 e aquela obtida com o par 250/395 nm foi calculada para
cada analito. A identidade do analito foi confirmada quando as razdes calculadas
foram as mesmas para a solucdo padrdo e para o extrato da amostra.
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Tabela 1 - Parametros usados para a andlise de amostras de querosene usando CLAE-
DF.

Gradiente de elui¢io

0 - 8,5 min ACN:Tampao (40:60) to ACN: Tampao (68:32)
8,5 -9,5 min ACN: Tampao (68:32) to ACN: Tampao (82:18)
9,5-1,5 min ACN: Tampao (82:18) to ACN: Tampao (90:10)

Programa de deteccio

Canal 1 Canal 2
Aexo/Aem (nm)  Substancia Aexe/Aem (nm)  Substancia
0 - 5 min 240/361 9ATHA 0 - 9 min 2471422 A/9MA
5-15 min 263/367 78BQ 9 -12,5 min 290/410 DBA

12,5 - 15 min 285/412  79DMBA

Tampéo = Tampéo fosfato 10 mmol L™, pH 6,5.

Resultados e discussao

Estudo do procedimento de extracao

Uma solucio 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 extragdo. A fracdo bdsica
resultante dessa extracdo foi denominada extrato controle. Com o objetivo de
avaliar qualquer perda de analito durante o procedimento, uma solu¢do padrio
contendo os seis azaarenos bdsicos, na mesma concentragdo esperada para o
extrato controle, foi preparada e usada como referéncia para o cdlculo dos valores
de recuperacdo dos analitos. Para a andlise cromatografica foi necessario mudar o
gradiente de eluicdo e o esquema de deteccdo para tornar possivel a separagio da
mistura contendo as substancias neutras e a sua deteccdo. Uma boa separacio para
todos os componentes foi obtida utilizando-se as condicdes descritas na legenda
da Figura 2. Como pode ser observado nessa figura, o procedimento de extracio
forneceu resultados satisfatérios para o isolamento dos azaarenos bdsicos, visto
que o cromatograma do extrato controle ndo apresentou pico para nenhuma das
substancias neutras e a recuperacdo dos analitos foi de 94 a 104%, exceto para a
9ATHA que apresentou um valor de recuperag@o mais baixo (82%).

A analise cromatografica

As condicdes cromatograficas foram otimizadas de modo a fornecerem
uma separagdo rapida e eficiente dos azaarenos basicos. Uma coluna C18 Xterra e
um gradiente de eluicio com ACN e tampido fosfato (10 mmol L', pH 6.,5),
descrito na Tabela 1, foram utilizados. Sob essas condi¢cdes, uma separacio
completa dos azaarenos na mistura, contendo A, 9MA, 78BQ, 9ATHA, 79DMBA
e DBA, foi obtida com os tempos de retencdo (tr) para todas as substincias
menores que 15 minutos. Os desvios padréo relativos (DPR) para os valores de tg
foram menores que 1% (precis@o intermedidria entre dias, n = 7).
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Figura 2 — Cromatogramas de uma solugdo padrao 36 pg L' e do extrato controle.
Coluna C18 XTerra, fase movel: 0 — 8 min: ACN:tampao fosfato (40:60) para
ACN:tampao fosfato (50:50), 8 — 30 min: ACN:tampao fosfato (50:50) para ACN:tampao
fosfato (80:20). T = 35°C.

A andlise por CLAE-DF com a aplicacdo do programa de detec¢do, usando
08 pares Aem/Aexe Otimos para cada um dos seis analitos investigados, permitiu a
determinagdo dos mesmos em niveis de concentracio bastante baixos. Esses pares
Aem/Aexc foram obtidos através dos espectros de fluorescéncia de cada analito em
ACN:tampao fosfato (1:1). Os limites de detec¢do (LOD) e de quantificacio
(LOQ) forma determinados como a concentragdo do analito que resultou em uma
drea do pico igual a 3 e 10 vezes o ruido da linha base do cromatograma,
respectivamente, de acordo com a literatura [18]. Os LOD para os azaarenos
bésicos estao entre 0,0013 e 0,021 ng injetados e os LOQ entre 0,0044 e 0,072 ng
injetados. As curvas de calibragdo foram lineares (r* > 0,99) na faixa de trabalho
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estudada. A Tabela 2 mostra os pardmetros de validacdo determinados para o
método CLAE-DF.

Tabela 2 - Resultados de validagdo para o método CLAE-DF.

Faixa linear (ng) Equac&o da curva analitica, y =ax + b ® re 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 10,0013 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 de analito, ng.
® 5 uL injetados.

Analise das amostras de QAYV e querosene doméstico

O método foi aplicado para a determinag@o dos seis azaarenos bésicos em
trés amostras de QAV, denominadas como Amostra I, Amostra Il ¢ Amostra III, e
uma amostra de querosene doméstico. Para avaliar a exatiddo, uma das amostras
de QAV foi fortificada com 6,0 ug L' de cada analito e a amostra de querosene
foi fortificada com diferentes quantidades de cada analito (30 a 66 ug L™). As
amostras passaram pelo procedimento de extragdo e os extratos foram analisados
pelo método CLAE-DF. As amostras ndo fortificadas foram utilizadas como
branco para o cédlculo da recuperagao.
Parte da amostra de QAV a ser fortificada com os analitos foi previamente
percolada em bauxita. O processo de percolagdo 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 foi remover 0os compostos
nitrogenados do querosene [8] . A Figura 3A e a Figura 3B mostram os
cromatogramas da amostra de QAV tratado com e sem fortificacdo,
respectivamente, e a Figura 4 mostra os cromatogramas da amostra de querosene
comercial fortificado e ndo fortificado. Essa amostra de querosene ndo foi
percolada em bauxita. Os analitos foram quantificados pelo método de
padronizagdo externa e as recuperacdes ficaram entre 92 e 107% para o QAV
(Tabela 3) e entre 83 e 104% para o querosene doméstico (Tabela 4). A tnica
excecdo foi a recuperacdo da 9ATHA, que foi 68 e 48%, respectivamente,
provavelmente devido ao seu alto valor de pKa, o que causa uma forte retencio
deste analito no adsorvente PSR e, em conseqiiéncia, dificuldade na eluicéo.
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Figura 3 — 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
fortificagado (B); amostra de QAV néo tratado sem fortificagao (C). Coluna C18 XTerra,

condigcbes de analise descritas na Tabela 1.
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Figura 4 - Cromatogramas da amostra de querosene doméstico nao fortificado e
fortificado com diferentes concentragoes de cada analito. Coluna C18 XTerra, condicoes

de analise descritas na Tabela 1.

Tabela 3 - Precisao e recuperacdo dos azaarenos basicos em amostra de QAV

fortificada.
Concentragao fortificada Recuperacéo® Repetitividade® Precisao Intermediaria ®
entre dias  entre analistas
ug L' nginjetados® % %DPR (%DPR) (%DPR)
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 44 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 47 6,0 14

# Cada valor é a média de sete ensaios independentes. A recuperacéo 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-concentragdo do procedimento de

extragao (cinco vezes).
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Tabela 4 — Repetitividade e recuperagao dos azaarenos basicos em amostra fortificada
de querosene doméstico.

Concentragéo fortificada Recuperagéo® Repetitividade®
pg L' ng injetados ° % %DPR

9ATHA 48 1,2 54 6,6
78BQ 38 0,96 104 2,7
A 58 1,4 90 71
9IMA 66 1,7 83 2,6
DBA 60 1,5 84 6,7
79DMBA 30 0,74 94 1,5

# 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 consideracdo o fator de pré-concentracio do procedimento de
extragdo (cinco vezes).

A precis@o das medi¢Ges foi avaliada pelo ensaio de repetitividade, que
avalia o grau de concordincia entre os resultados de medicdes sucessivas
efetuadas em uma mesma amostra sob as mesmas condi¢des (mesmo instrumento,
mesmo operador) [19, 20] . O valor de repetitividade foi expresso através do
célculo do desvio padrdo relativo (DPR), para o qual foi usada uma amostra de
QAV fortificada com 6,0 ug L' de cada analito e a analise, incluindo o
procedimento de extragdo, foi realizada por sete vezes consecutivas. Os
resultados, que variaram entre 2,7 e 13%, sdo mostrados na Tabela 3.

Além disso, a precisdo intermedidria também foi avaliada. Uma boa
precisdo foi obtida pelo método, medida em termos de desvio padrio relativo
(%DPR), com valores variando entre 3,5 e 14% para quase todos os analitos
(considerando precisdo intermediaria entre dias e entre analistas, n = 7). Mais uma
vez, o unico resultado ndo satisfatério foi o da 9ATHA, que apresentou precisio
intermedidria por volta de 40% (Tabela 3). Outros niveis de fortificacdo (4,0, 10 e
16 pg L") foram testados para a amostra de QAYV e os resultados de recuperagao,
apresentados na Tabela 5, foram de 91 a 118%, com excecdo da 9ATHA que
variou entre 49 e 64%.

Tabela 5 — Recuperacdo dos azaarenos basicos em amostra de QAV fortificada com

diferentes niveis de concentracdo dos analitos.

Concentragao fortificada Recuperagao®
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 recuperagio 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-concentracio 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 ndo fortificada, antes e
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depois da percolacdo em coluna de bauxita. Os extratos provenientes da amostra
percolada e ndo percolada foram analisados usando o método CLAE-DF
apresentado. A presenca dos analitos nas amostras foi confirmada por comparagdo
entre os tempos de retencdo obtidos para as amostras e uma solucido padrdo, e
também comparando as razdes entre as dreas obtidas com diferentes esquemas de
detec¢do para a mesma solucdo (Teste t de Student, com n = 3 e nivel de
confianga de 95%). A Tabela 6 apresenta os contetidos dos azaarenos bdsicos
determinados nas amostras de QAV analisadas, expressos em g L"'. Somente
78BQ e DBA foram detectadas nas trés amostras de QAV ndo percolado
analisadas (Amostras I, II e III) e nenhuma das substancias estudadas teve sua
presencga confirmada na amostra de querosene doméstico. A Figura 3B e a Figura
3C mostram, respectivamente, o cromatograma da amostra de QAV percolada em
coluna de bauxita e o cromatograma da mesma amostra sem tratamento (Amostra
IIT). Como pode ser visto na Tabela 6 e comparando essas figuras, o contetido dos
compostos basicos na Amostra III foi reduzido com a sua percolagdo na coluna de
bauxita, incluindo 78BQ e DBA, as quais foram quantificadas na amostra nio
tratada.

Tabela 6 — Determinacao dos azaarenos basicos em amostras de QAV.

Concentragdo *° 9ATHA 78BQ A 9IMA DBA 79DMBA
Amostra | pg L™ nd 32+1,0 nd nd 6,3+1,0 nd
ng injetados 0,016 + 0,005 0,031 £ 0,005
Amostra Il pg L7 nd 24+03 nd nd 1,0 +0,1 nd
ng injetados 0,012 + 0,002 0,0048 + 0,0005
Amostra lll pg L7 nd 1,6+0,3 nd nd 1,5+0,1 nd
Né&o tratada ng injetados 0,0082 + 0,0014 0,0077 + 0,0006
Amostra lll pg L™ nd 1,3+0,1 nd nd nd nd
Tratada ng injetados 0,0066 + 0,0004

? Este resultado foi obtido levando em considerag&o o fator de pré-concentragdo do procedimento de extragio
(cinco vezes).
®h=3.

nd = ndo detectado ou abaixo do limite de quantificagao.

A tabela 7 compara algumas figuras de mérito geradas pelo método
proposto e por outros métodos descritos na literatura para a determinagdo de
azaarenos bdsicos em combustiveis e amostras relacionadas. Embora o método
CLAE-DF proposto apresente valores de LOD maiores que o método CG-CG-
DNF proposto por VON MUHLEN (2007) [14], ele é capaz de gerar resultados
confidveis para os azaarenos basicos de maneira mais simples e barata
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Tabela 7 - Comparagao das figuras de mérito do método proposto com as de outros métodos descritos na literatura, aplicados a determinagao de azaarenos

basicos em combustiveis e amostras relacionadas.

LOD

Método Amostra Preparacao da amostra (ng injetados) Recuperacao (%) Referéncia
CLAE-DF Querosene SPE 0,0013 - 0,021 49-118 Método proposto
CG-EM Aerosol urbano Extracéo acido-base 0,1-22 46,1 - 95,5 6
CLAE-DF Oleos de creosoto Extracéo acido-base - CL 2 82,3-93,6 18
CG-DNF Solvente refinado de carvao CL - CLAE nd 79 - 98 20

CG-EM Querosene de aviagao e diesel Extracéo liquido-liquido - CLAE nd 59,4 - 131 22
CG-DNF gaséleo pesado SPE 0,00016 - 0,0012 nd 24

CG-EM Destilados de petéleo SPE nd 35,9 - 75,3 35

nd = ndo determinado.

CL = cromatografia liquida classica (em coluna aberta)
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Conclusoes

Neste trabalho, a metodologia SPE-HPLC-FD € proposta para a determinacio seletiva dos
azaarenos bdsicos em querosene (comercial e em combustivel de aviagdo). O procedimento
de extracdo em fase sdlida (SPE) usando uma coluna trocadora de cations que permite a
isolacdo seletiva da fracdo dos azaarenos basicos dessas matrizes complexas. O programa de
detencdo de HPLC-fluorescéncia permite determinacdo individual dos individuos que
compdem a amostra ao nivel 0.88 — 14.4 nug L-1 (0.0044 — 0.072 ng injetado), com valores de
recuperacdo entre 49 e 118%. Este método é conveniente para controlar a presenga de
azaarenos bdsicos e os seus conteidos em amostras de querosene. Os conteidos totais dos
compostos bdsicos investigados foram de 3.1 a 9.5 pug L-1 nas amostras de querosene de
aviagdo analisadas. Além disso, a aplicacdo do método em uma amostra de querosene de
aviag@o que foi percolada na bauxita serviu para mostrar que este tipo de tratamento reduz a
quantidade dos compostos bdsicos nesta amostra.
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