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RESUMO

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos sdo compostos formados por anéis aromaticos
condensados. Das mais de cem substancias que compdem esse grupo, dezesseis sao
monitoradas devido a maior exposicdo humana e por estarem associados a problemas
respiratorios, gastrointestinais, geniturindrios, dermatoldgicos, cardiovasculares e inclusive
canceres. Eles sdo gerados de forma continua por atividades humanas como refino de
petrdleo, queimadas, queima de combustiveis, entre outras. Como possuem afinidade por
matéria organica, os solos ou sedimentos sdo os principais destinos dos HPAs provenientes
da atmosfera. A determinacdo desses compostos demanda métodos cromatograficos
demorados, com alto consumo de solventes e apresentam perda de HPAs leves nas etapas
de extracdo e concentracdo do extrato organico. A extracdo em fase sélida em membrana de
nailon seguida de espectrofluorimetria com detec¢ao diretamente na membrana e
calibracdo de segunda ordem é uma alternativa sensivel, rapida e de baixo custo que
permite quantificar HPAs em matrizes simples, principalmente aguas. Uma limitagdo para a
deteccdo na membrana em amostras mais complexas é que particulas provenientes da
solugao ficam retidas na superficie da membrana, comprometendo a detecgdo do sinal. Esse
trabalho apresenta uma alternativa para a realizacdo das deteccGes no verso da membrana
(face oposta a filtracdo), evitando a interferéncia do material particulado. Para isso, estudou-
se a polaridade do solvente e a eluigdo dos analitos para o verso da membrana. A detecgao
no verso da membrana foi aplicada na determinacdo simultanea de antraceno, fenantreno e
fluoreno em &dgua potavel nas faixas de concentragdo de 0,4-2 pugl?, 0,8-7,2 ugL! e 6-
30 pg L%, obtendo-se recuperacdes médias 96%, 98% e 104%, respectivamente. Também foi
aplicada em extratos de sedimentos de rio nas faixas de concentragdo de 30-90 g kg™
(antraceno), 120-360 pug kg (fenantreno) e 300-900 ug kg! (fluoreno), obtendo-se

recuperacdes médias 93%, 91% e 93%, respectivamente.

Palavras Chave: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, membrana de nailon, extracdo em

fase sélida, espectrofluorimetria, calibracdo de ordem superior, PARAFAC.



ABSTRACT

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons are compounds formed by condensed aromatic rings. Of
the more than one hundred substances that make up this group, sixteen are monitored due
to greater human exposure and because they are associated with respiratory,
gastrointestinal, genitourinary, dermatological, cardiovascular problems and even cancer.
They are generated continuously by human activities such as oil refining, fires, fuel burning,
among others. As they have an affinity for organic matter, soils or sediments are the main
destinations for PAHs coming from the atmosphere. The determination of these compounds
requires time-consuming chromatographic methods, with a high consumption of solvents
and presents loss of light PAHs in the extraction and concentration stages of the organic
extract. Solid phase extraction on a nylon membrane followed by spectrofluorimetry with
detection directly on the membrane and second-order calibration is a sensitive, fast and low-
cost alternative that allows the quantification of PAHs in simple matrices, mainly water. A
limitation for membrane detection in more complex samples is that particles from the
solution are retained on the membrane surface, compromising signal detection. This work
presents an alternative for carrying out detections on the back of the membrane (opposite
side to filtration), avoiding interference from particulate matter. For this, the polarity of the
solvent and the etution of the analytes to the back of the membrane were studied.
Membrane-back detection has been applied to the simultaneous determination of
anthracene, phenanthrene and fluorene in drinking water in the concentration ranges of 0.4-
2 pgl-1, 0.8-7.2 pyg L-1 and 6-30 pgL-1, obtaining average recoveries of 96%, 98% and
104%, respectively. It was also applied to river sediment extracts in the concentration ranges
of 30-90 pug kg-1 (anthracene), 120-360 ug kg-1 (phenanthrene) and 300-900 pg kg-1

(fluorene), obtaining average recoveries 93%, 91% and 93%, respectively.

Keywords: Polycyclic aromatic hydrocarbons, nylon membrane, solid phase extraction,

fluorescence spectroscopy, second order calibration, PARAFAC.
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Capitulo 1
Introducao



1.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) constituem um grupo abrangente
de mais de 100 compostos quimicos formados por dois ou mais anéis aromaticos condensados.
S3ao poluentes persistentes e generalizados formados a partir da combustdao incompleta de
matéria organica em altas temperaturas [1,2]. Processos de combustdo podem ocorrer de forma
natural (por exemplo, erupg¢des vulcanicas e incéndios florestais naturais) ou antropogénica (por
exemplo, veiculos automotivos, maquinas industriais e dispositivos domésticos) [3]. Como existe
uma grande quantidade e variedade de atividades humanas relacionadas esses processos, as
fontes antropogénicas predominam em relagdo as fontes naturais [4]. Dessa forma, espera-se que
em ambientes urbanos e/ou industriais, locais com grande atividade industrial e uso massivo de
combustiveis fosseis, as concentracdes de HPAs sejam consideravelmente maiores que em
localidades rurais ou com densidade demografica muito baixa, distantes das fontes de

contaminacao [5].

HPAs podem ser encontrados em praticamente todos os compartimentos ambientais,
os de menor massa molar (dois ou trés anéis aromaticos) encontram-se, em parte, sob forma de
vapor na atmosfera, enquanto os mais pesados (cinco anéis aromaticos ou mais) tendem a
agregarem-se ao material particulado em suspensdo. Dessa forma os HPAs se dispersam
amplamente através da atmosfera e depositam-se em ambientes aquaticos e terrestres [6]. Na
figura 1.1 sdo mostradas algumas fontes de HPAs, os compartimentos contaminados, assim como,

possiveis dispersGes desses contaminantes entre estes compartimentos.

/H PAs ;o]o*ﬂicﬂggﬁd_dglﬁ:

Aguas subterrineas

Figura 1.1: fontes de HPAs, e rotas de dispersdao dos mesmos entre os compartimentos ambientais. Fonte:

[7].



As propriedades fisico-quimicas dos HPAs definem sua tendéncia a se acumularem em
solos, ou de permanecerem no sedimento e na matéria organica em suspensdo quando em
ambientes aquaticos. Normalmente, quanto maior hidrofobicidade (HPAs de 4 ou mais anéis),
maior serd sua quantidade adsorvida na superficie do solo e menor sera sua solubilidade em agua
[2]. Nesse contexto, os solos e sedimentos de rios podem ser considerados os principais destinos
dos HPAs oriundos da atmosfera, cujas faixas de concentragdo sao muito mais largas que aquelas
observadas em outros compartimentos e até mesmo em amostras de alimentos, e variam
normalmente em fungdo da proximidade das fontes de emissao [8-9]. As grandes divergéncias nas
concentracdes de HPAs nos diversos compartimentos ambientais e em alimentos sdo

apresentados na Tabela 1.1 [10].

Tabela 1.1: faixas de concentracdes de HPAs encontrados em diversos compartimentos ambientais e em
alimentos [10].

Tipo de amostra Concentragao
Ar 1,3 a 500 ng/m?3
Solo 0,8 ng/kg a 100 mg/kg
Agua 2,5 a 500 ng/L
Plantas < 150 pg/kg
Alimentos 0,1a 20 pg/kg

A alta hidrofobicidade e termoestabilidade garantem sua persisténcia na atmosfera,
nos solos e até mesmo em ecossistemas aquaticos [11]. A exposicao aos HPAs tem efeitos
perigosos na maioria dos seres vivos, incluindo microorganismos e animais, inclusive humanos. A
gravidade de tais efeitos depende do modo de exposicdo, duracdo da exposicao e dose de
exposicao [12-14]. Os HPAs também tém efeitos mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos e
imunotéxicos em seres humanos [11][15]. Por exemplo, o naftaleno e o antraceno podem causar
doencas reprodutivas; Irritacdo na pele; olho; danos renais e hepaticos e mau funcionamento
pulmonar em animais e humanos [16, 2]. Embora ndo haja evidéncias conclusivas da toxicidade do
fluoreno em seres humanos, este composto tem efeitos toxicos duradouros na vida aqudatica [17].
Assim, a deteccdo de HPAs em amostras ambientais podem ser uma ferramenta importante para

melhorar a tomada de decisdo processos das agéncias reguladoras.

Em meio a grande variedade desses compostos, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA, do inglés, United States Eviromental Protection Agency) monitora

continuamente amostras ambientais na deteccdo e quantificacdo de dezesseis HPAs, por serem
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considerados agentes nocivos mais perigosos que o restante e por apresentarem grande exposi¢do
aos seres humanos. Na Tabela 1.2 sdo apresentadas as estruturas moleculares desses HPAs e
algumas propriedades que tém influéncia no seu transporte e em sua afinidade por determinados
compartimentos [18].

Tabela 1.2: férmulas estruturais e massas molares de HPAs monitorados pela USEPA e suas propriedades
de solubilidade e pressao de vapor [18].

MASSA SOLUBILIDADE PRESSAO DE
COMPOSTOS MOLAR | EM AGUA (mg/L) | VAPOR (mmHg) MOLECULA
(g/mol)
Naftaleno 128,17 31 8,89x10° (1
Acenafteno 154,21 3,8 3,75x10°
Acenaftaleno 152,20 16,1 2,90x10? O'O
Antraceno 178,23 0,045 2,55x10°
Fenantreno 178,23 1,1 6,80x10* O O
Fluoreno 166,22 1,9 3,24x10°
Fluoranteno 202,26 0,26 8,13x10° O
Ry
Benzo[a]antraceno 228,29 0,011 1,54x107 ‘Og
Criseno 228,29 0,0015 7,80x10°
I
Pireno 202,26 0,132 4,25x10°
Benzol[a]pireno 252,32 0,0038 4,89x10°
Benzo[b]fluoranteno 252,32 0,0015 8,06x10% ‘
OO‘O
Benzo[k]fluoranteno 252,32 0,0008 9,59x10™ O
O
Dibenzo[a,h]antracen 278,35 0,0005 2,10x10™ O
| O
Benzo[g,h,ilperileno 276,34 0,00026 1,00x10™* O“%
Indenol[1,2,3- 276,34 0,062 1,40x10™° O‘
cd]pireno O‘OO
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Considerando o numero de pesquisas que comprovam o fato, a Agéncia Internacional

de Investigacdo em Cancer (IARC, do inglés, International Agency for Research on Cancer) classificou

16 HPAs em quatro grupos segundo o potencial carcinogénico como mostrado na Tabela 1.3.

Tabela 1.3: classificagdo dos HPAs quanto a carcinogenicidade para humanos de acordo com a IARC [19].

GRUPO 1

Carcinogénico

GRUPO 2A

Provavelmente

carcinogénico

GRUPO 2B

Possivelmente

carcinogénico

GRUPO 3
N3o classificado
quanto a

carcinogenicidade

Benzo[a]pireno

Dibenzo[a,h]antraceno

Benzo[a]antraceno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[k]fluoranteno
Criseno

Indeno

Naftaleno

Acenafteno
Antraceno
Fluoreno
Fluoranteno
Fenantreno
Pireno
Benzo[e]pireno

Benzolg,h,i]perileno

O CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) através da resolugdo n? 420/2009

[20] determina que deve haver intervencdo quando as concentracdes de contaminantes

apresentem riscos a salude humana e/ou ao meio ambiente. Alguns valores de prevencdo e

intervencdo para alguns HPAs em solos e dgua subterranea podem ser vistos na tabela 1.4.
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Tabela 1.4: limites minimos de prevencdo e intervencdo para 10 dos 16 HPAs (monitorados pela USEPA) em

solos e aguas subterraneas segundo o CONAMA [21].

Agua
subterranea
Solo (mg kg de peso seco)
(ng L)
Substéancia
Intervencao
Prevencdo Intervencao
Agricola | Residencial | Industrial
Antraceno 0,039 - - - -
Benzo[a]antraceno 0,025 9 20 65 1,75
Benzo[k]fluoranteno 0,38 - - - -
Benzolg,h,i]perileno 0,57 - - - -
Benzo[a]pireno 0,052 0,4 1,5 3,5 0,7
Criseno 8,1 - - - -
Dibenzo[a,h]antraceno 0,08 0,15 0,6 1,3 0,18
Fenantreno 3,3 15 40 95 140
Indenol1,2,3- c,d] 0,031 2 25 130 0,17
pireno
Naftaleno 0,12 30 60 90 140

Com base no exposto, justifica-se o empenho de esforcos no desenvolvimento de

tecnologias analiticas que viabilizem o monitoramento desses contaminantes em diversas

matrizes, de forma confidvel e com mais acessibilidade a laboratdrios de pesquisa, académicos e

orgdos governamentais de fiscalizacao.

1.2 Técnicas utilizadas nas analises de HPAs

Em diversas matrizes complexas é necessario determinar os HPAs em niveis de tragos

ou menos (mg L™ ou menos) com uso de técnicas sofisticadas de analise, como cromatografia

gasosa (GC) [22-25] e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) [26,27] combinada com
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técnicas de pré-tratamento de amostra, frequentemente usadas para isolar e/ou pré-concentrar
analitos. Diversas técnicas de microextracio em fase sdélida (SPME) tém sido amplamente
empregadas, incluindo aquelas baseadas em revestimento sorvente para superar as desvantagens
do SPME tradicional [28]. No entanto, o revestimento sorvente é demorado, pode envolver
diversas etapas de fabricacdo, requer ensaios de caracterizacdo para confirmacdo da estrutura e
utilizam reagentes e equipamentos de alto custo para obter dispositivos de extragao
reproduziveis. Além disso, condicionamento, carregamento de amostras, lavagem, e elui¢cdo sdo as

etapas mais demoradas e/ou propensas a erros da extragdo em fase sdlida
1.3 Calibragao de segunda ordem e andlise de fatores paralelos (PARAFAC)

Na quimica analitica atual, a escolha do método de calibracdo estda diretamente
relacionada a dimensionalidade dos dados analiticos obtidos. Dados univariados sdo aqueles em
gue a resposta analitica é composta por apenas um valor escalar (tensor de ordem zero) por
amostra. Os valores obtidos de um conjunto de amostras podem ser empilhados gerando uma
estrutura de dados de uma via (um vetor). Na Tabela 1.5 sdo apresentados de forma pictorica as
ordens dos dados e suas relagdes com a natureza dos dados e elementos formados pelo
empilhamento de amostras. Na calibracdo de ordem zero, usa-se uma curva analitica para modelar
dados desse tipo, que podem ser gerados por instrumentos de respostas pontuais como pHmetros,
colorimetros e eletrodos ions-seletivos, o que exige grande seletividade para o analito na aquisicao
dos sinais. Se ndo ha seletividade suficiente nos métodos de ordem zero, os resultados obtidos
perdem confiabilidade devido a possivel presenga de interferentes, pois os sinais dos analitos e dos
interferentes se somam e as previsdes sdo superestimadas. Os problemas de seletividade nos
métodos de calibragdo de ordem zero podem ser minimizados ou eliminados quando estes sao
associados a técnicas de separagdo tal como a cromatogréfia, onde os interferentes sdo
fisicamente separados dos analitos.

Vérias técnicas de deteccdo podem gerar dados multivariados. Nesse caso, cada
amostra gera um vetor (tensor de primeira ordem) de dados como resposta e, agrupando os dados
de um conjunto de amostras obtém-se um arranjo de duas vias, ou seja, uma matriz (linha 2 da
Tabela 1). Esses dados devem ser modelados com métodos de primeira ordem, como regressdo
linear multipla (MLR, do inglés, Multiple Linear Regression), regressao por componentes principais
(PCR, do ingés, Principal Component Regression) ou minimos quadrados parciais (PLS, do ingés,

Partial Least Squares), que sdo robustos a presenga de interferentes caso eles sejam modelados no
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conjunto de calibracdo. Essa caracteristica é chamada de vantagem de primeira ordem.

Os métodos de calibragdo de segunda ordem sdo aplicados a dados cuja resposta
analitica gerada para cada amostra € uma matriz bidimensional (tensor de segunda ordem). Assim,
um conjunto de amostras forma uma estrutura de trés vias formada por matrizes empilhadas
(linha 3 da tabela1.5). Dados desse tipo podem ser gerados por técnicas tais como
espectrofluorimetria de matriz de excitacdo e emissdo (EEM, do ingés, Excitation/Emission Matrix),
cromatografia gasosa com espectrometria de massas (GC-MS, do ingés, Gas
Chromatography/Mass Spectrometry) entre outras, fornecendo uma grande quantidade de
informagdes quimicas por amostra, o que possibilita a recuperagao do sinal analitico puro de cada
componente do sistema e até mesmo a calibracdo na presenca de interferentes desconhecidos, ou
seja, sem a necessidade dos mesmos estarem presentes no conjunto de calibragdo. Esta é a
chamada vantagem de segunda ordem. Métodos de calibracdo de ordem trés ou maiores sao
possiveis, porém ainda nao sao relatados em aplicages na literatura. Dados de segunda ordem ou

superiores sao denominados dados de ordem superior.

Tabela 1.5: ordens, nimeros de vias e natureza dos dados e suas relagdes com o empilhamento de amostras
e efeito de interferentes.

Ordem (# de vias) Natlreza da llameul:odas Efeito do
interferente

ordem O
Sensivel, produz
(1 via) pontual E resultados
i tor superestimados
12 ordem EETEE] Robusto a
(2 vias) vetorial interferentes
conhecidos
uma matriz
o8 ardem o Robusto a
; z 2 interferentes,
(3 vias) v prden
matricial Y/ desconhecidos

um tensor 3D

A trilinearidade é um parametro importante para o tratamento de dados de ordem
superior. Sdo considerados trilineares o conjunto de dados onde, mantendo-se duas vias

invariaveis, e varrendo a terceira, a contribuicdo para o sinal analitico de cada componente puro da
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mistura da amostra varia apenas em intensidade, sem o surgimento de novas estruturas no sinal
analitico. A trilinearidade em um arranjo de trés vias pode ser descrita matematicamente pela

equacao 1.1:

F

— eq. 1.1

Xijk_z aifbjfckf+eijk (eq. 1.1)
=1

onde x., representa os elementos do arranjo trilinear de dados, a, bjs e ckr sdo os elementos das
ij i

matrizes bilineares correspondentes a cada uma das vias nas direcdes i, j e k do tensor

tridimensional, F é a melhor aproximacao do posto de X, © ik € a matriz de residuos.
1

A Andlise de Fatores Paralelos ( PARAFAC, do ingés, Parallel Factor Analysis) é um
método de calibragao de segunda ordem que requer dados trilineares e, que pode ser descrito
pela equacdo 1. Em um modelo PARAFAC j é a dimensdo da amostra, enquanto j e k sdo os canais

do instrumento de medida. a; sdo coeficientes proporcionais a concentragdo dos F componentes da
1

mistura e bjf e ¢k sdo os perfis instrumentais dos componentes puros em suas respectivas
dimensodes

Um exemplo de dados trilineares sao espectros de fluorescéncia de matriz de emissao-
excitacdo (EEM) medidos em um espectrofluorimetro. Dados arranjados em trés vias podem ndo
ser trilineares, por exemplo, em HPLC-DAD, onde a trilinearidade é perdida na via do tempo devido
a pequenos deslocamentos de picos comuns nessa técnica. Neste caso a trilinearidade é perdida
em uma via, embora a bilinearidade seja mantida. Se os dados obtidos por amostra sao imagens,
estas podem ser empilhadas em um arranjo de trés vias, porém, como a distribuicdo dos pixels nas
duas vias de cada imagem s3o independentes entre as amostras, esse arranjo nao sera trilinear, e
nem mesmo bilinear. Qutros métodos como a resolucdo multivariada de curvas por minimos
quadrados alternados (MCR-ALS, do iglés, Multivariate curve resolution alternating least square)
[29] e 0 método de minimos quadrados parciais em matriz desdobrada com bilinearizacdo
residual(U-PLS/RBL) [30] sdo mais apropriados para arranjos de trés vias onde a trilinearidade ndo
esta presente.

O desenvolvimento dos métodos multidimensionais surgiu na década de 1960 quando
pesquisadores psicometristas precisaram aplicar técnicas de estatistica multivariada para analisar a

grande quantidade de dados obtidos através da aplicagdo de questionarios buscando identificar
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influéncias ou padrdes comportamentais, pois, havia uma tendéncia de valorizagao das analises
guantitativas nas ciéncias humanas. Bro [31] contribuiu significativamente para a difusdo dos
métodos quimiométricos PARAFAC e N-PLS (Minimos Quadrados Parciais Multilinear) ao descrever,
de forma didatica e com clareza, os métodos e algoritmos, assim como, suas aplicacdes em
guimica analitica. Outra contribuicdo de grande importancia para a propagacdo do uso desses
algoritmos, foi a disponibilizacdo gratuita dos algoritmos na forma do pacote N-way toolbox
desenvolvidos na plataforma MATLAB [32]. Olivieri e colaboradores [33] disponibilizaram a
interface grafica MVC2 para MATLAB, o que tornou ainda mais facil para o usuario final a execugao
dos algoritmos do PARAFAC implementados no N-way toolbox.

No caso da espectroscopia EEM, as vias B e C sdo normalizadas e correspondem aos
perfis espectrais de emissdo e excitacdo dos componentes da amostra. A via A corresponde ao
perfil de intensidade e pode ser associada a concentracdo do componente por meio de uma
calibracdo pseudo-univariada contra a concentracdo conhecida dos padrdes incluidos no tensor de
dados. Na pratica ocorre uma fatoracao trilinear que decompde o tensor de dados em trés vias, de

acordo com o esquema na Figura 1.2, extraida de Sena, 2005 [34].

’ c,T ) e
X b1T+ b,’ e ¥ pr t E
v s a, a4 a
_: hvd

Triade

BT + E
i

Figura 1.2: representacdo grafica do modelo PARAFAC. (Ref [34], Figura 3)

O numero de fatores pode ser escolhido pela variancia explicada, conhecimento
qguimico do sistema, validacdo cruzada, métodos de reamostragem ou testes de consisténcia
trilinear (CORCONDIA, do inglés, CORe CONsistency, DIAgnostic) [35]. De acordo com o
CORCONDIA, resultados acima de 90 % indicam trilinearidade adequada ao PARAFAC, préximos de
50 % representam deficiéncia de trilinearidade e valores negativos ou em torno de 0 % indicam
inconsisténcia trilinear. Atualmente tem-se questionado a eficiéncia do CORCONDIA, sobretudo
porque em aplicagOes reais e quantitativas do PARAFAC tém apresentado desempenho satisfatorio

mesmo quando o CORCONDIA indica inconsisténcia trilinear. Olivieri e Escandar [36] sugerem
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avaliar o ajuste residual (desvio padrdo dos residuos) dado pela equagdo 1.2.

SSE (eq.1.2)
I xJxK

Onde SSE é a soma quadratica dos erros dada pela equagao 1.3

Stit =

I J K

_ 2
SSE=) ) ) ey
i=1 j=1 k=1 (eq. 1.3)

onde /| é o numero total de amostras no arranjo trilinear (conjunto de calibracdo + 1, e J e K sdo os

numeros de sensores em ambos 0s modos instrumentais.

1.4 Membranas filtrantes de nailon e suas interagdes com os analitos

Nailons ou poliamidas sdo polimeros semicristalinos que possuem grupos amida e
carboxilicos em sua estrutura. De acordo com a formacdo da poliamida pode-se classifica-los em
dois tipos: AB (por exemplo, ndilons-6 e -11), formados a partir de uma espécie quimica que possui
essas duas funcbes; e AABB (nailons-6,6, -6,10 e -6,12, por exemplo), formados a partir de duas
espécies diferentes, um didcido e uma diamina. Os dois tipos de nailons mais comuns para as
industrias téxteis e plasticas sdo o 6 e o 6,6. A Figura 1.3, extraida da referéncia [37] mostra

algumas estruturas das cadeias de alguns tipos de ndilon.
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Figura 1.3: cadeias de diferentes tipos de nailon (Fonte: figura 4 da ref. [37]).

Entre as aplicagcbes do nailon como insumo para pesquisa cientifica, destaca-se a
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producdo de membranas filtrantes altamente eficientes e disponiveis comercialmente em diversos
tamanhos e marcas. Essas membranas sdao encontradas com diametros de poro de 0,22 u m ou
0,45 um e sao amplamente utilizadas por serem adequadas para filtragdo tanto em solugdes
polares quanto apolares. Embora essas membranas tenham sido concebidas originalmente para
filtracdo, ndo é incomum que algumas substancias sejam fortemente adsorvidas por elas, o que

levou ao seu uso como suportes para extracdo em fase sélida (EFS)[38] [39].

O ndilon 6,6 tem apresentado bom desempenho como suporte sdélido de varios
compostos organicos, em especial os HPAs, para deteccdo por fluorescéncia e fosforescéncia. Em
algumas aplicagbes [40] uma pequena quantidade de solucdo é depositada sobre a membrana e,
apos a secagem, é realizada a deteccdo diretamente na superficie da membrana. J& em outros
trabalhos a membrana de nailon é utilizada para extracdo em fase sélida (EFS) através da filtracdo
da solucdo, onde o(s) analito(s) adsorve na membrana por ter afinidade pelo nailon. A poliamida é
um polimero de acido adipico e hexametileno diamina, onde a estrutura primaria contém grupos
amida separados por cadeias metilénicas. Os grupos amida sdao fundamentalmente planares
devido ao carater de dupla ligacdo entre carbono e nitrogénio. As cadeias estdo orientadas de
forma a priorizar a formagao de ligagcdes de hidrogénio entre os grupos amida e carbonila, como

mostrado na Figura 1.4.
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Figura 1.4: estrutura do nailon 6-6 (Fonte: https://tecnologiadelospolimeros.wordpress.com/
2017/06/27/reacciones-de-polimerizacion-por-condensacion/, acessado em 15/10/2020).

Na EFS, o solvente utilizado para carregar o analito (hidrofébico) através da membrana
de nailon é um dos fatores mais importantes para o sucesso da extragao. Devido a natureza
hidrofébica do analito, interacdes apolares sdo esperadas entre o composto e as cadeias
metilénicas do ndilon. Em contrapartida, espera-se que os grupos hidrofilicos amida facilitem o

movimento do solvente (polar) através da membrana, melhorando a transferéncia de massa e
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tornando-a mais eficiente. [38]

Em 2016, Wang e colaboradores [41] avaliaram o desempenho de cinco membranas de
diferentes composicbes para pré-concentracdo de benzo(a)pireno (BaP) com deteccdo por
fluorescéncia diretamente na membrana. Foram avaliados a intensidade do sinal de fundo e a
intensidade do sinal de fluorescéncia do analito adsorvido na membrana apds a EFS. O uso do
nailon promoveu a maior relacdo sinal/ruido quando comparado aos outros polimeros, a saber:
nitrato de celulose (MCA), acetato de celulose (CA), polieterssulfona (PES) e politetrafluoretileno
(PTFE), cujos dados sdo apresentados na Figura 1.5. Percebe-se que alguns polimeros como o CA e
o PES até apresentam sinais comparaveis ao do nailon, mas também apresentam maior sinal de

fundo, o que resulta uma menor relagdo sinal-ruido.

9000 - 1 fluorescéncia da membrana
:- fluorescéncia do BaP adsorvido na membrana

8000

7000

6000

5000 —

4000

intensidade (u.a.)

3000

2000

1000

MCA nailon CA PTFE PES

Figura 1.5: sinais de fluorescéncia da membrana polimérica e da membrana apds a adsor¢do do BaP (Fonte:
fig. 2 da ref. [41]).

Nesse mesmo trabalho foi avaliado o potencial do ndilon para EFS do BaP em 4gua (na
faixa de 0,1 a 8,0 ug L'1). Apds a realizagdo de uma extragdo com duas membranas sobrepostas, o
sinal medido na segunda membrana foi indistinguivel quando comparado ao branco, por outro
lado, o sinal da primeira membrana apresentou intensidade comparavel ao sinal medido apés a

pré-concentragdo com o uso de apenas uma membrana, como mostrado na Figura 1.6.
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Figura 1.6: avaliacdo do potencial do ndilon-6,6 como fase extratora para BaP (Fonte: fig. 5 da ref. [41]).

1.5 Espectroscopia de fluorescéncia molecular em membrana filtrante

A EFS em substituicdo a extracdo liquido-liquido ganhou maior popularidade a partir do
artigo de MacCarthy e Klusman, sobre analises de dguas em 1989 [42]. Os sistemas comumente
utilizavam pequenas colunas ou cartuchos, contendo adsorventes sélidos. Nesse contexto, o uso
de membrana para pré-concentracdo por adsor¢do ganhou aceitacdo, sendo que os analitos pré-
concentrados no suporte eram usualmente extraidos com um solvente apropriado e,
posteriormente determinados por cromatografia em fase gasosa ou liquida.

Poziomek e colaboradores [43] propuseram um método baseado na medicao direta na
superficie adsorvente para monitoramento de poluentes em dagua por EFS. Foram realizadas
medidas de EFS em membranas (retangulares 1cm x 2cm) funcionalizadas com octadecil (C18). A
membrana foi deixada em suspensdo na solucdo de antraceno por determinado intervalo de
tempo e, ap0ds isto, foi seca e levada a detecgdo. Uma curva analitica foi construida com base em
um tempo fixo (2 h) de exposicdo do filme a solucdo padrdo. Os espectros medidos diretamente na
membrana C18 (figura 1.7) mostram que existe uma dependéncia da intensidade do sinal com a
concentracdo do analito, mantendo-se constante o tempo de exposicao. Também foi investigada a
relacdo entre a intensidade do sinal e o tempo de exposicdo no intervalo de 1 a 29 h para uma
solucdo de antraceno 10 ug L (Figura 1.8). Desse estudo verificou-se que a intensidade do sinal
aumenta com o tempo, mostrando que o processo de pré-concentragao do analito na membrana é

continuo, mas limitado pela constante de equilibrio do processo de transferéncia de massa.
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Figura 1.7: espectros de fluorescéncia de antraceno em matriz de C18 em func¢do da concentracdo apds
duas horas de exposicdo da membrana a solu¢des de antraceno com concentragdes variando entre 1 e 100

ug L. Fonte: Referéncia [[43].
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Figura 1.8: espectros de fluorescéncia de antraceno em matriz de C18 em fun¢do do tempo de exposicdo da
membrana a uma solu¢do 10 pg L™ de antraceno. Fonte: Referéncia [[43].

Campiglia e colaboradores [44] investigaram, individualmente, os 16 HPAs prioritarios,
de acordo com a USEPA em misturas de bifenilas policlorinadas, pesticidas e compostos organicos
volateis. Outra contribuicdo significativa foi a utilizacdo de um sistema de filtracdo sob pressao

reduzida (figura 1.9), que permitiu a filtracdo de 1 L de solugdo de fenantreno em uma membrana
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de 38 mm de didmetro funcionalizada com C18, pré-concentrando o analito e possibilitando a

determinacdo do analito por EFS com um limite de detecc¢do (/imit of detection - LOD) de 0,2 g-L ™.

Na figura 1.10 pode-se observar a diferenca no sinal espectral para a adsorcdo por filtracdo de 1 L

de amostra analitica, que envolve pré-concentragao (Figura 1.10 A), e a deposi¢do de 5 uL de

solucdo na membrana (Figura 1.10 B).

membrana
filtrante
=~ O\ z
=3 :'] o (b} =
| _'_.__]\~ =

| Conexdoda bomba
I de vacuo

Luz de excitacdo

[c}

Figura 1.9: representacdo esquemadtica do procedimento de filtragdo sob pressdo reduzida em filme de

nailon e deteccdo direta na membrana. (Fonte: fig. 1 da ref. [41]).

22



1,60.10% ; - e e e w—
A —|ritensidade 10 pg L* (EFS)

1,40.10° + = = = =|ntensidade do branco (EFS)

1,20.10%
1,00.10%

8,00.10° -

Intensidade (u.a.)

6,00.10°
4,00.10°+

2,00.10% 1

P e e = = = ss = m m EE Ss = = Ae e = ee - .

0,00 bt Filices P el ol —
440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 SE0 570
Aem (nm)

1,60.10° - — ——s
1,40.10° 1
1,20.10°
1,00.10° +
8,00.10° -

6,00.10° -

Intensidade (u.a.)

4,00,10° -

— |

0,00 | ————

2,00.10°

Aem (nm)

Figuras 1.10: sinais de fosforescéncia de fenantreno medidos diretamente na membrana apds EFS de 1 L de
solugdo 10 pg L™ (A) e, apds aplicagdo do método convencional, depositando 5 pL dessa solugdo sobre a
membrana (B). (Fonte: fig 4 da ref. [44])

A EFS com espectroscopia de fosforescéncia foi aplicada para outros 5 HPAs
(acenafteno, pireno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenz(a,h)antraceno) por Campiglia e
colaboradores [45]. A Tabela 1.7, reproduzida do trabalho original, mostra os parametros de
desempenho dos modelos obtidos para esses analitos. Nesse trabalho é proposto um
melhoramento no sistema de pré-concentracdo, ao substituir o uso de vidrarias volumosas e
bomba de vacuo por seringas de 10 mL e suporte de membrana de aco inoxidavel (Figura 1.11).
Reduzindo o volume de 1 L para 10 mL por amostra e o didgmetro ativo da membrana de 38 mm
para 9 mm, os niveis de deteccdo foram mantidos, pois a distribuicdo analito/drea é
aproximadamente a mesma. O tempo de extracdo diminuiu de 45 min para 30 s por amostra. A
secagem térmica da membrana utilizada anteriormente foi substituida por fluxo de ar forcando a
passagem de ar através da membrana. Essa mudanca resultou em aumentos na intensidade do

sinal na faixa de 40 a 60%, com relacdo a técnica anterior onde, provavelmente havia perda de
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analito por sublimagdo. Foram analisadas misturas de fenantreno, acenafteno, pireno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenz(a,h)antraceno, para demonstrar a possibilidade de
separacdo destes compostos por selecdo de comprimentos de onda de excitacdo e emissdo,

conforme observado nos espectros apresentados na figura 1.12.

Tabela 1.6: parametros de desempenho obtidos com EFS e LoD com e sem EFS. (Reproduzida da tabela 1 da
Referéncia [45]).

Analito Aex/Aem(nm)? FL (ng-mLY)° inclinacao® LOD (ng-mL)¢
EFS-FoSS FoSS

fenantreno 290/500 0,2-10 0,96 0,2 20
acenafteno 238/485 0,9-10 1,06 0,9 80
pireno 344/590 0,02-10 1,06 0,02 20
benzo(k)fluoranteno 410/570 0,02-10 0,95 0,02 6
benzo(a)pireno 400/685 0,1-3 1,07 0,1 80
dibenz(a,h)antraceno 304/555 0,02-3 0,94 0,02 4

@ FoSS excitagdo (Aex) € emissdo (Aem) NOS MAximos.
b FL, faixa linear da curva analitica.
“inclinacdo do log I, versus log C, sendo /pa intensidade de fosforescéncia e Ca concentragdo do analito.

d LD, limite de detecgdo, LD foi estimado baseado na equagdo LD = 3Sg/m, sendo Sg o desvio padrdo de 16 medidas do branco em

Aex/Aem € m, a inclinagdo da curva analitica.

€ FoSS, procedimento classico de FoSS, a solugio de HPA (5uL) é depositada na membrana de extragdo previamente tratada com

volumes iguais de 0,1 M de TINO3, as membranas foram secas a 110 °C por 10 min antes de serem medidas.

+— Seringa

«—— Conexdo Luer Lock

% «— Suporte de disco (superior)

@& +— Anel de Teflon
Membrana de nailon
<+— Tela de suporte de ago inoxidavel
& <~ Anel de Teflon

| +— Suporte de disco (inferior)
=

Figura 1.11: diagrama esquematico do sistema de extragao por filtracdo em seringa (Fonte: referéncia [45]).
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Figura 1.12: espectros de excitacdo x emissdo da mistura de seis HPAs. O espectro do BaP é livre de
interferéncia dos demais HPAs na excita¢do de 400 nm em toda a faixa do visivel do espectro de emissao.
(Fonte: fig. 6 da ref. [45]).

Escandar, Campiglia e Bystol [46] realizaram a primeira aplicagdo EFS com
espectroscopia de fluorescéncia direto na superficie da membrana extratora para determinacdo
dos farmacos piroxicam e piridoxina. Esses analitos possuem espectros de emissdo de
fluorescéncia que se sobrepdem (Figura 1.13) mas foram determinados simultaneamente na
mesma amostra. O sistema de EFS foi o mesmo aplicado anteriormente (kit seringa e porta-filtro,
membrana octadecil C18 e secagem por fluxo de ar). Em pH = 3, o piroxicam tem afinidade pela
membrana e fica adsorvido na mesma, enquanto a piridoxina percola através da membrana para o
filtrado. Assim, a piridoxina foi determinada por fluorescéncia na superficie da membrana e a

piridina por fluorescéncia em solucdo.

Ces = 10 pgrmlL?

.. Cpx=5pg'mL?

Intensidade

Cpx = 0,66 pg-mL* .
400 500 600

kem(ﬂ m)

Figura 1.13: espectros de fluorescéncia em solucdo aquosa de (—) 10 pg mL? de piridoxina, (---=) 5 pg mL*
de piroxicam e (---) 0,66 pug mL™ de piroxicam; Aex = 320 nm; pH = 3; T = 20 °C.(Fonte: fig. 1A da ref. [46]).

25



Escandar e Arancibia [47] determinaram piroxicam em soro sanguineo utilizando dois
métodos: deteccdo de fluorescéncia em solugdo e por EFS com deteccdo na membrana, ambos em
conjunto com a calibragdao de segunda ordem para separar os interferentes espectrais. Nesse caso,
ndo houve interferéncia espectral considerdvel e o piroxicam pode ser determinado de forma
direta, além disso, esse método apresentou menor LOD pelo fato de haver pré-concentragdo do
analito na membrana. Na Tabela 1.8, reproduzida da referéncia [47] pode-se verificar o

desempenho das metodologias propostas em comparacao com o método de referéncia (HPLC).

Tabela 1.7: determinacdo de piroxican em soro sanguineo humano por PARAFAC com n = 3.(Reproduzida
da tabela 1 de [47]).
Concentragdo nominal (ug-L?)

Concentragdo prevista (ug-L?)?
Dados de trés vias EFS CLAE

Adicdo de padrao Calibracao
externa
1,10 1,2(1) [109] 0,9 (1) [82] 1,05 (6) [95] 1,07
2,48 2,3(1) [93] 2,0(1) [81] 2,5(2) [101] 2,52
2,91 2,9(1) [100] 2,9(1) [100] 2,97(2) [102] 2,84
4,00 4,0(2)[100] 3,9(3) [98] 4,2(2) [105] 4,00
5,51 5,8(2) [105] 5,3(2) [96] 5,61(8) [102] 5,22
5,96 6,0(1) [101] 6,7(3) [112] 5,6(2) [94] 5,72
6,98 6,7(1) [96] 7,5(1) [107] 7,0(2) [100] 7,05
7,69 6,4(1) [83] 7,5(4) [98] 7,59(1) [99] 8,01
9,09 8,9(3) [98] 9,5(2) [105] 8,9(4) [98] 8,85
10,4 11,7(1) [112] 10,4(4) [100] 10,3(1) [99] 9,95
Amostra real 3,0(1) [114] 2,7(1) [103] 2,5(2) [95] 2,62

2Desvio padrao entre paréntesis. As recuperacoes sdo apresentadas entre colchetes.

A partir de 2003, sobretudo nos trabalhos de Graciela Escandar e seu grupo de
pesquisa, membranas filtrantes de ndilon com porosidade de 0,22 um passaram a ser usadas como
material suporte sdlido em estudos de luminescéncia substituindo o C18. Esse material é de facil
disponibilidade no mercado e de menor custo. Em sua primeira aplicacdo nesse contexto, discos de
ndilon de 8 mm foram usados como suporte para depositar um volume de 7 pL de solugao,
seguido de secagem por fluxo de ar para determinacdo de carbamazepina e carbamazepina
epoxido (metabdlito) em soro sanguineo e em farmacos [40]. O ndilon foi de fundamental
importancia na determinacdo de carbamazepina, pois esta ndo apresenta fluorescéncia em solucao
e nem em outros materiais de suporte testados (C18AR, celulose), porém, quando suportada em
nailon emitiu fluorescéncia consideravel. Foram utilizados algoritmos de calibracdo de segunda

ordem como PARAFAC, SWATLD, N-PLS e PLS-1 para a determinagao dos analitos que possuem
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sinais que se sobrep&em (Figura 1.14), além de outros interferentes da matriz de soro sanguineo.

Intensidade

A i i i i

380 400 420 440 460
?\.em(nm)

Intensidade

250 270 290 310

kex(nnﬂ

Figura 1.14: sobreposicdo dos espectros de (B) excitacdo e (A) emissdo de fluorescéncia de (-)
carbamazepina e (—) carbamazepina epdxido depositados em membrana de nailon. (Fonte fig. 5 da ref.

[40]).

Escandar também aplicou a membrana de nailon pela primeira vez para fazer EFS,
utilizando o kit de seringa e porta-filtro de 13 mm e secagem de 3 minutos a 100 °C. Aplicando a
espectroluminescéncia diretamente na membrana de nailon, a pesquisadora teve sucesso na
determinacao de BaP em dguas [38]. Devido a elevada afinidade do BaP pela membrana filtrante
de nailon 6,6 (0,2 um de poro), pode-se aumentar o volume da solucdo e consequentemente a
qguantidade de analito adsorvida na membrana. Foram realizadas EFS de volumes entre 5 e 50 mL
alcangando um LOD de até 0,14 pg-L™: como mostrado na Tabela 1.9. Vale ressaltar que o tempo de
extracdo aumenta consideravelmente com o aumento do volume de 2 minutos (5 mL) para 30
minutos (50 mL).

Escandar e colaboradores também aplicaram a membrana de nailon para EFS e
espectroscopia de fluorescéncia para determinacdo simultanea de BaP e D(a,h)A em 3aguas na
presenca de outros 5 HPAs [39]. Para tanto, foi fundamental a utilizacdo de algoritmos de segunda
ordem, uma vez que os espectros de excitacdo e emissao dos analitos apresentavam-se totalmente

sobrepostos na mistura. (figura 1.15 B e C).
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Tabela 1.8: parametros analiticos obtidos com detecgdo por fluorescéncia e fosforescéncia para diferentes
volumes de solucdo extraida. (Fonte: tab. 1 da ref [38]).

Volume
5mL 10 mL 25 mL 35mL 50 mL
SMF SMP SMF SMP SMF SMP SMF SMP
F.L2 1018- 751- 185- 455- 12,7- 45-275 17-120 0,4-3,6
6400 9200 2000 2800 80
Inclinagdo® 0,063 0,0642 0,110 0,270 0,438 0,493 0,649 10,4 (0,1)
(0,001) (0,0005) (0,001) (0,003) (0,006) (0,008) (0,009)
Intercepto 18 (3) 23(2) 10(1)  48(4) 8,4 63 (1) 62,4 8,6 (0,2)
(0,3) (0,6)
(Syx)© 9,55 7,17 2,95 11,3 0,78 3,2 1,6 0,60
(y'l)d 152 112 27 42 1,8 6,5 2,4 0,06
LD® 352 260 64,0 99 4,38 16 5,9 0,14
LQf 1018 751 185 286 12,7 45 17 0,40
D.P.R.B 3,3 1,1 2,2 2,5 2,4 2,3 1,5 [80] 1,9[1,5]
[2400] [5200] [600] [960] [35] [144]

O numero de padrdes de cada curva analitica corresponde a sete niveis de concentragao, com triplicata para cada
nivel (n =21).

2 Faixa linear em ng-L™.

b 0 desvio padrdo correspondente estd entre paréntesis.

¢ Desvio padrao residual.

4 Inverso da sensibilidade analitica (y) expresso em ng:-L™ e representa a diferenca minima de
concentragdo que pode ser medidas y =m/S y.

¢ Limite de detec¢do em ng-LL.

f Limite de quantificagdo em ng-L* calculado com (10/3,3) x LOD.

& Desvio padrao relativo (%) para as concentracdes (ng-L!) dado entre colchetes.

SMF (solid-matrix fluorescence).

SMP (solid-matrix phosphorescence).

Intensidade (u.a.)

Intensidade (u.a.)

u.a.
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i
8

o
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40
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]\e*\mﬂ\
Figura 1.15: espectros de fluorescéncia (excitagdo x emissdo) medidos em ndilon apds a passagem de 30 mL
de (A) 4gua; (B) solucdo de 27,2 ng-L! de BaP e 28,0 ng-L'* de DBA, (C) solu¢3o de 25,6 ng-L'* de BaP, 16,0
ng-L'! de DBA, 220 ng-L'* de BbF, 80 ng-L' de BkF, 140 ng-L"* de BaA, 700 ng-L™ de ACEN e 160 ng-L* de BghiP
e (D) solucdo contendo um total de 6000 ng-L™ dos 16 HPAs prioritarios (USEPA). (Fonte: fig 4 da ref. [39]).
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Os algoritmos utilizados foram o PARAFAC e o U-PLS/RBL. O PARAFAC possui a
capacidade de recuperar os sinais individuais de cada componente da mistura, por exemplo, na
figura 15 sdo apresentados os perfis espectrais individuais (de excitacdo e emissdo) de sete HPAs,
que foram identificados (separados) matematicamente a partir de um espectro onde todos os
sinais encontravam-se sobrepostos. Com isso, percebe-se o potencial do PARAFAC para a analise
qualitativa de amostras. Por outro lado, o U-PLS/RBL obteve melhor desempenho na quantificagdo
dos analitos nas misturas. Isso foi comprovado em outro experimento feito na presenca de outros

14 HPAs interferentes (Figura 1.16), onde foram obtidas predicGes satisfatérias para os analitos

investigados.
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Figura 1.16: espectros (excitagcdo A e emissdo B) deconvoluidos das misturas dos sete HPAs; BbF (ciano), BKF
(rosa), BaA (azul), ACEN (cinza), BghiP(vermelho), BaP (violeta) e DahA (verde). (Fonte. fig 3B da ref. [39]).

A contribuigdo mais significativa deste trabalho reside na quantificagao confidvel dos
analitos mesmo na presenca de interferentes. Essa caracteristica é importante para aplicagcGes em
matrizes mais complexas como amostras ambientais contaminadas, uma vez que a presenca de

interferentes é esperada nesses sistemas. Os HPAs ja haviam sido quantificados por EFS com
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espectroscopia de fosforescéncia em superficie sélida anteriormente, porém, em misturas de
apenas trés HPAs e sem a sobreposicdo total dos sinais dos analitos, o que possibilita a selecdo das
variaveis sem interferéncia para analisa-lo isoladamente.

Em um trabalho anterior de nosso grupo de trabalho foi proposta uma estratégia
diferente para a obtencdo da matriz espectral de excitacdo-emissdo em superficie sdlida para
determinacdo de HPAs leves (antraceno e fenantreno) em amostras de aguas e extrato de
sedimento [48]. Uma limita¢do da aplicacdo da EFS por filtracdo é que materiais em suspensdo na
solucdo podem ficar retidos na membrana apds a extracdo. Isso compromete a detecgdo e
inviabiliza a aplicacdo desta técnica em matrizes mais complexas. No trabalho, os efeitos da
supressdao de sinal sdo mostrados pelas baixas recupera¢des de antraceno (30,0% a 58,0%) e
fenantreno (35,0% a 55,7%) em amostras de agua potavel com calibragdo externa (agua ultrapura).

Considerando que o analito é adsorvido por toda a membrana, inclusive no verso, a
estratégia utilizada para superar a interferéncia do material retido foi realizar a detec¢do na face
oposta da membrana (seu verso). Com deteccdo realizada no verso, as recuperagcdes em amostras
de agua potdvel foram substancialmente maiores para antraceno (50,0% a 87,0%) e fenantreno
(79,0% e 100,7%). A deteccdo no verso também foi aplicada para determinar esses dois analitos
em um extrato de sedimento, obtendo recuperacdes de 32,5% a 75,3% para antraceno e 74,7% a
112,9 para o fenantreno.

Adicionalmente, outra importante contribuicdo deste mesmo trabalho foi a
substituicdo do acionamento manual da seringa por um sistema de propulsdo por pressdo positiva
(Figura 1.18) desenvolvido em nosso laboratério. Esse sistema dispensa o acionamento manual da
seringa e possui um maior controle de pressdo além de aumentar a frequéncia analitica de 5 EFS.h"
! (seringa, 25 mL) para 20 EFS h! (sistema desenvolvido, 25 mL).

() Camara de adicdo

e ——

(Il) Valvula trés vias

(1
m II (Ill) Camara de pressurizacdo
Il n
(V1) (IV) Manémetro
(V) Valvula agulha
1 & Sl |
am <
i (V1) Compressor manual
}
(vi) ‘ (VIl)Porta filtro
i Nﬁ
[}
a g V)

Figura 1.17: sistema de EFS desenvolvido, e a descrigdo de seus componentes. (Fonte: fig. 9, ref [48]).
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1.6 Objetivo

O objetivo desse trabalho é desenvolver uma metodologia de detec¢dao de HPAs leves
adsorvidos em membrana de nailon por espectrofluorimetria e calibracdo de ordem superior

aplicar a mesma em amostras ambientais de agua e sedimento.

Objetivos especificos

1 — Estudar como os HPAs difundem e adsorvem na membrana de nailon em funcdo da adicao de
solventes organicos apolares, buscando priorizar a concentracdo dos analitos no verso da
membrana.

2 — Aplicar os escores do PARAFAC como pardmetro de intensidade em andlises comparativas da
guantidade de um mesmo analito em varias misturas.

3 — Estabelecer uma estratégia de construcdo de bancos de dados para calibracio de segunda
ordem com base em solucdes padrdo que aproveite as consequéncias da vantagem de segunda
ordem.

4 — Construir e validar modelos quantitativos para os HPAs leves em suporte de membrana de
nailon.

5 — Aplicar modelo em amostras de dgua de abastecimento e solos fortificados com os HPAs leves

de interesse.
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Capitulo 2
Metodologia
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2.1 Solugdes padrao e amostras

Solucbes padrdo estoques de antraceno (ANT), fenantreno (FEN) e fluoreno (FLU)
foram preparados a partir de reagentes de alta pureza (Sigma-Aldrich) em metanol. As solugdes
padrdo de trabalho foram preparadas por diluicdes adequadas das solucdes estoque dos HPAs em
balGes volumétricos de 25 mL com 3,0 mL acetonitrila (Sigma-Aldrich) para analise das amostras
de dgua potdvel e com 3,0 mL de metanol para andlise das amostras de extratos de sedimentos,
sendo aferidos com agua ultrapura.

Para as amostras de dagua potavel, as curvas de calibragdo dos HPAs usadas na
elaboracdo dos modelos foram construidas com concentra¢cdes de 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 e 2,0 ug L't de
ANT; 0,80, 2,40, 4,00, 5,60 e 7,20 pg L*de FEN e 6, 12, 18, 24 e 30 pg L' de FLU. Para os extratos
de sedimento as concentracdes foram de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 ug L'* de ANT; 0,8, 1,6, 2,4, 3,2 e
40ugLtdeFEN e 2,4,6,8 e 10 pg L de FLU. Cada conjunto de calibragdo contém 15 misturas
dos trés HPAs, uma vez que cada uma das misturas estd em triplicata, mas as 15 amostras
possuem composicoes diferentes. As composicdes das misturas de calibracdo estdo apresentadas

na tabela 2.1.

Tabela 2.1: composi¢bes das misturas de calibragdo dos HPAs em pg Lt

Modelo para agua Modelo para sedimentos
Mistura | ANT FEN FLU ANT FEN FLU
1 04 7,2 6 0,2 4,0 2
2 0,8 5,6 30 0,4 3,2 10
3 1,2 4,0 12 0,6 2,4
4 1,6 2,4 24 0,8 1,6
5 2 0,8 18 1,0 0,8 6
6 04 0,8 30 0,2 0,8 10
7 0,8 7,2 24 0,4 3,2 8
8 1,2 2,4 18 0,6 1,6 6
9 1,6 5,6 12 0,8 3,2 4
10 2 4,0 6 0,8 2,4 2
11 2 0,8 6 1,0 0,8 2
12 1,6 7,2 12 0,6 4,0 4
13 1,2 2,4 18 1,0 1,6 6
14 0,8 5,6 24 0,4 4,0 8
15 0,4 4,0 30 0,2 2,4 10
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As amostras usadas na validacdo do modelo para agua potavel foram preparadas com
uso de agua coletada na torneira do proprio laboratério. Em um baldo de 25 mL com 3,0 mL de
acetonitrila foram feitas as adices dos volumes apropriados dos estoques de ANT, FEN e FLU e
posteriormente avolumado com a prépria amostra de dgua potdvel. As concentracdes dos analitos

nas amostras de validacdo sdo apresentadas na tabela 2.2.

Tabela 2.2: concentracdo dos analitos nas amostras fortificadas usadas na validagdo do modelo, expressas
em ug-L?!

Misturas ANT FEN FLU
1 0,6 4,8 21
2 1 3,2 27
3 1,4 6,4 9
4 1,8 1,6 15
5 1,4 4,8 9
6 1,8 3,2 15
7 0,6 6,4 21
8 1 1,6 27
9 1,4 1,6 15

10 1,8 3,2 21
11 0,6 4,8 27
12 1 6,4 9

As amostras de sedimentos utilizados para construir o segundo conjunto de validagdo
nesse trabalho gentilmente foram cedidos pela prof. llda Antonieta Salata Toscano do Laboratdrio
de Estudos em Quimica Ambiental do Departamento de Quimica da UFPB (LEQA) tendo sido
coletadas ao longo da bacia do Rio Gramame por seu grupo de trabalho. Na tabela 2.3 sdo

apresentadas algumas caracteristicas desses sedimentos.
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Tabela 2.3: caracteristicas das amostras de sedimento

Composicdo granulométrica (%) o
Sedimento Cascalho Areia Silte+Argila Ma'ferla Imagem
Organica

g>2mm  2mm>¢g>63um @<63um (%)

(0]
1 6,143 44,85 49,00 6,10 ‘
2 3,689 87,06 9,253 1,98 ‘
3 5,494 92,34 2,169 0,68 ‘
4 0,439 97,80 1,759 0,97 ’

A 2,0 g de cada amostra de sedimento foram adicionados volumes apropriados das
solucdes estoque de ANT, FEN e FLU, de modo que as concentracdes finais destes HPAs nos
sedimentos (expressos em pg Kg1) estivessem dentro das faixas de 30 a 90, 120 a 360 e 300 a 900,
para ANT, FEN e FLU, respectivamente. Na tabela 2.4 sdo apresentadas quatro composicdes de
misturas de HPAs usadas para preparar quatro amostras fortificadas para cada um dos quatro
sedimentos da tabela 2.3. Dessa forma, para a validacdo do modelo com sedimentos foram

preparadas 16 amostras fortificadas.

Tabela 2.4: concentra¢do nos HPAs nas amostras fortificadas de sedimentos (ug Kg?)

Composicao ANT FEN FLU
1 30 280 700
2 50 200 900
3 70 360 300
4 90 120 500

De cada amostra fortificada de sedimento foi retirada uma aliquota de 0,25 g para a
validacdo do método. Cada aliquota foi levada para uma coluna de extracdo de vidro com um
chumaco de |3 de vidro em seu interior para a retencdo do sedimento. A extracdo dos analitos foi
realizada com a passagem de 6,0 mL de uma solugdo metanol + agua (1:1) através da coluna. Em
seguida, 4,0 mL de dgua ultrapura percolaram a coluna para garantir a lavagem do sedimento e

arrastar tragos do solvente. Os solventes que passaram na coluna foram coletados em um baldo
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de 25 mL e avolumados com agua ultrapura. Considerando que a extragdo dos analitos foi de 100
% e contabilizando a diluicdo realizada, os extratos de sedimento (amostras brutas) devem
apresentar concentra¢do nominal nas faixas 0,3 e 0,9 pug L'* para ANT, 1,2 e 3,6 ug L'! para FEN e
3,0 e 9,0 ug L' para o FLU, que estdo dentro das faixas de trabalho mostradas na tabela 2.1. Na
tabela 2.5 sdo apresentadas as concentracdes dos analitos para as 16 amostras fortificadas do
conjunto validagao para as amostras de sedimento ja corrigidas pelas massas pesadas nas etapas

de preparo das amostras (2,000 g) e de extracdo (0,2500 g).

Tabela 2.5: concentragdes corrigidas dos HPAs nas amostras do conjunto de validacdo para os extratos de
sedimento (em pug Kg?).

Composi¢do Sedimento ANT FEN FLU
1 1 30,04 280,35 700,88
2 1 50,11 200,46 902,06
3 1 70,06 360,32 300,27
a4 1 90,01 120,02 500,08
1 2 30,03 280,28 700,70
2 2 50,11 200,45 902,03
3 2 70,23 361,21 301,00
a4 2 90,29 120,38 501,60
1 3 30,04 280,41 701,01
2 3 50,01 200,02 900,10
3 3 70,17 360,90 300,75
a4 3 90,18 120,25 501,02
1 4 30,03 280,30 700,74
2 4 50,02 200,07 900,32
3 4 70,18 360,94 300,78
a4 4 90,07 120,09 500,38

2.2 Procedimento de pré-concentragao em membrana de nailon

Exatamente 25 mL de cada solugcdo das misturas de calibracdo e amostras fortificadas
(de 3gua potavel e extrato dos sedimentos) foram filtradas em membranas de ndilon de 13 mm
didmetro e 0,22 um de poro da marca Whatman®. Para a propulsdo da solu¢do através da
membrana foi desenvolvido um sistema labmade de pressurizacdo positiva (figura 1.X) acoplado a
um porta-filtro Milipore <pegar referéncia>. O sistema de pressurizagdo manteve constante a
pressdo exercida na superficie da solucdo em 2,0 bar. O porta-filtro utilizado possui um anel
interno de politetrafluoretileno (PTFE) que restringe a superficie de filtracdo para 7,0 mm de

diametro. Apds a filtracdo, as membranas foram deixadas em temperatura ambiente por 40 min
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para a secagem e, em seguida, os espectros adquiridos diretamente na superficie limpa (verso) da
membrana. As membranas foram guardadas envoltas em papel vegetal e sob refrigeracdo (—20°C)

para possiveis medi¢Ges futuras.

2.3 Aquisicao dos espectros

As medidas fluorimétricas foram realizadas em um espectrofluorimetro modelo Cary
Eclipse (Agilent) equipado com porta-amostras para filmes finos e sdélidos (Figura 2.1). Foram feitas
varreduras nos comprimentos de onda de excitacdo (245 a 279 nm) e emissdo (295 nm a 451 nm),
ambas com passo de 2 nm e monocromadores de excitagdo e emissao com 2,5 nm de abertura de
fenda. As matrizes espectrais de excitacdo e emissdao (EEM) foram adquiridas diretamente sobre as
membranas de ndilon usadas na filtracdo. As medidas foram realizadas nas duas faces de cada

membrana, frente (face exposta a solucdo durante a filtracdo) e verso (face oposta).

(b)

(a)

Figura 2.1: porta amostra para filmes finos e sélidos do equipamento Cary Eclipse (a) Foto do catalogo do
equipamento mostrando opg¢Ges de acessdrios, (b) Foto da montagem usada nesse trabalho, (c) detalhe da
membrana no centro do suporte.

2.4 Tratamento de dados

Ap6s a aquisicdo dos dados, o primeiro pré-processamento realizado foi a subtracdo da
matriz do branco das matrizes das demais amostras. Essa subtracdo foi feita usando uma rotina
labmade escrita em ambiente MATLAB®. Nesse trabalho, foi adotado por convenc¢do que os
espectros de excitagdo correspondem as colunas da EEM e os espectros de emissdo correspondem
as linhas. As matrizes das amostras sao empilhadas em um tensor tridimensional, que é um
arranjo de dados de segunda ordem. Nesse contexto, a técnica empregada para decompor os

espectros das amostras em componentes puros e quantificar por calibracdo pseudo-univariada foi
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a analise de fatores paralelos (PARAFAC) com uso dos algoritmos para Mathworks Matlab do
Nway Toolbox desenvolvidos por Bro [31, 32] e executado através da interface de usuario MVC2
desenvolvida por Olivieri e colaboradores [33]. Cada amostra foi modelada por vez junto aos
padrdes (curvas analiticas), o parametro utilizado para determinar o nimero de componentes foi

o Sfit. Foi utilizada a restricao de ndo-negatividade nas trés vias.

2.5 Limite de Branco, Limite de Detec¢do e Limite de Quantificagdao

Os limites de deteccdo (LDs) e quantificacdo (LQs) foram calculados a partir dos limites
de branco (LBs) conforme proposto por Armbruster e Pry [49] e sugerido por Caldas et al. [50]
para métodos de calibracdo de segunda ordem. Como esses numeros de mérito foram estimados
a partir dos resultados de previsdao em vez dos parametros do modelo, foi possivel obter um Unico
resultado geral estimativa do LD para o método proposto.
LB é a maior concentracdo aparente do analito esperada ao analisar réplicas de uma amostra livre

de analito. A Equacdo 2.1 foi utilizada para estimar os valores de LB:

LB =Yy + ty-1,0%S(V) (2.1)

onde y, é a média das concentragdes previstas para as amostras em branco, ty-1,9s% € o valor t para
N-1 graus de liberdade com um nivel de confianga de 95% e s(y,) é o desvio padrdo de as
concentragdes previstas para as amostras em branco. Por outro lado, os valores de LD foram

calculados de acordo com a Equagao 2.2:
LD =LB + tN—1,95%S(ymin) (22)
onde s(ymin) € 0 desvio padrdo das concentragdes previstas para as solu¢des nas quais a
concentragdo do analito era minima. Neste trabalho, foram estimados valores de s(y,;) com 11 e

39 graus de liberdade e s(Vnin) com 5 e 4 graus de liberdade para amostras de dgua e sedimentos,

respectivamente. Finalmente, os valores de LQ foram estimados em 3,3 x LD.
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3. Resultados e discussdo

3.1 Detecgdo diretamente na membrana e residuo pds-filtragao

Na detecgao do sinal de fluorescéncia do analito suportado na membrana de ndilon, é
importante que ao final da EFS ndo fique depositado material sobre a superficie da membrana.
Caso contrario pode-se observar uma supressdao na intensidade do sinal, visto que esse material
depositado impede que parte da radiacdo de excitacdo alcance as moléculas adsorvidas na
membrana, dessa forma, menos moléculas serdo excitadas e menos emitirdo fluorescéncia, ou
seja, a emissdo de fluorescéncia é atenuada de forma ndo reprodutivel, comprometendo assim a
informagdo quantitativa (intensidade) da medida. Geralmente em amostras ambientais, materiais
particulados oriundos da matéria organica dissolvida sdo retidos pela membrana, cuja funcdo
primaria é a filtragcdo. Essa é a principal limitagdao da técnica de espectroscopia em suporte de
nailon quando aplicada em amostras ambientais mais complexas.

Esse material retido permanece apenas na superficie do filtro que ficou exposta
diretamente a solugdo, assim, o lado oposto a filtragao permanece visualmente intacto. Veja

abaixo na figura 3.1.

Figura 3.1: membrana de nailon apés a filtracdo de agua potavel. (a) verso da membrana e (b) frente da

membrana.

Considerando que o analito é adsorvido na membrana e encontra-se distribuido por
toda ela, inclusive no verso da mesma, foi realizada a medicdo do sinal no verso para verificar se
existe uma quantidade mensurdvel de analito na face oposta. A figura 3.2 mostra os espectros para
25 mL de solucdes aquosas de ANT, FEN e FLU com 2, 7 e 30 pg-L?! respectivamente, filtradas em
membranas de ndilon e medidas nas duas faces da membrana.

Observou-se que ANT visualmente ndo possui sinal quando a medida é realizada no
verso da membrana (Fig. 3.2 a, linha azul pontilhada), ja FEN possui sinal quando medido no verso,

porém, com intensidade consideravelmente baixa quando comparada ao sinal medido na frente
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(Fig. 3.2 b). FLU apresentou maior intensidade de fluorescéncia quando medido no verso da
membrana, no entanto a intensidade do sinal medido na frente também foi relativamente alta (Fig.

3.2 ¢).

Antraceno 2 ppb

Solvente

300 AcN 50% v/v
agua
200 lado da membrana N
___ frente
100 ___ verso / -

0 T N T N T T T T T T I T I T T
300 320 340 360 380 400 420 440

’c-u'\ Fenantreno 7 ppb
3 500
@ 400
E 300
g 200
S 100
E 0 | v | v | 4 I 4 I 4 I v I 4 I
- 300 320 340 360 380 400 420 440
Fluoreno 30 ppb
500
400- '\/\
300 \
200 \
100 N _
0|'|'|'|'|'|'|'|
300 320 340 360 380 400 420 440
A, (nm)

Figura 3.2: sinal dos analitos na frente e verso da membrana ap0s a filtracdo de 25,00 mL de solu¢do dos
analitos em dgua pura e com adicdo de 3,0 mL de acetonitrila.

Esses resultados condizem com a relagdo de afinidade desses analitos com o solvente
(dgua) FLU > FEN > ANT. Assim, ao passar pela membrana a agua carrega com mais eficiéncia
fluoreno, fenantreno e antraceno, respectivamente.

Como o antraceno ndao apresentou sinal mensuravel quando medido no verso da
membrana, foi cogitada a possibilidade de modificar a composicdo do solvente de modo a
aumentar a afinidade do mesmo pelos HPAs. Com um solvente mais apolar se espera um arraste

mais efetivo de antraceno e consequentemente o surgimento de sinal no verso da membrana.
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Neste contexto, optou-se por adicionar acetonitrila a solucao e foi realizado um experimento para
otimizar o volume adicionado em funcdo do aumento da intensidade do sinal dos.

A figura 3.3 mostra, para esses trés HPAs, a relacdo entre o aumento do volume de
acetontrila no solvente e o escore do modo A do PARAFAC, referentes ao verso (Fig 3.3 A) e na
frente (Fig 3.3 B) da membrana. Os escores do modo A sdo representacdes da intensidade de cada
analito (colunas na matriz do modo A) em cada solugdo (linhas na matriz do modo A) obtidos na
fatoracdo das EEMs dessas solucbes pelo algoritimo do PARAFAC. Sempre é possivel considerar as
variacOes de escores do modo A como proporcionais a varia¢des de intensidades ao longo de um
mesmo analito. No entanto, entre dois analitos (colunas distintas da matriz do modo A) as
intensidades ndo sdo comparaveis ja que os escorem também incluem propriedades tipicas do

analito como absorbéncia, rendimento quantico e forca de oscilador.

S INA antraceno
o fenantreno
= fluoreno
8 -
w
e /_
2 A
T T T T T T ] M T T I T ] T ] N I T I
0,0 0,5 1.0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0 45 50
Volume de acetonitrila em solucao
S ~_ B
3 -
o
e
m —
e J
[72] -
o
8
£ A
I ' i ! I ! I ' I ' I ' I ! I ! I ! I
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Volume de acetonitrila em solugéo

Figura 3.3: variacdo da intensidade de sinal dos analitos com o aumento do volume de acetonitrila em
solucdo. Detecgdo no verso da membrana (A) e na frente da membrana (B).

O volume de acetonitrila escolhido para fazer a adi¢cdo foi de 3 mL. Na figura 3.2, a
diferenca nas intensidades dos sinais dos trés HPAs (frente e verso) quando filtrado apenas com
agua (em azul) e quando filtrado com adicdo de 3 mL de acetonitrila (em vermelho) é mostrada.

Com a adicdo de 3 mL acetonitrila no preparo da solugdo, o sinal do ANT diminui

quando medido na frente da membrana (Fig 3.2 a, linha vermelha continua) por outro lado,
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guando medido no verso apresenta sinal com intensidade equivalente ao medido na frente (Fig 3.2
a, linha vermelha tracejada); a intensidade de fluorescéncia do FEN com a deteccdo na frente da
membrana sofreu uma diminuicdo significativa (Fig 3.2 b, linha vermelha continua), em
contrapartida a intensidade do sinal medido no verso da membrana sofreu aumento, chegando a
superar a intensidade medida na frente (Fig 3.2 b, linha vermelha tracejada) e; o FLU sofreu
reducdo de intensidade do sinal com as medi¢cdes em ambos os lados da membrana (Fig 3.2 c,
linhas vermelhas), tendo eluido parcialmente com o solvente, porém, permanecendo com uma
intensidade significativa quando medido no verso da membrana, por ser o HPA mais sollvel e,
consequentemente, estar em maior concentragao.

A medida espectroscépica realizada diretamente no verso da membrana de nailon
elimina a necessidade da etapa de extracdo utilizada nas técnicas convencionais. As interferéncias
dos demais constituintes da amostra sao isoladas em uma série de etapas onde destaca-se a
filtracdo, que separa o que é retido na membrana do que permeia através da mesma. Possiveis
contaminantes solubilizados e que nao tenham afinidade pelo nailon eluem com o filtrado sendo
também eliminados da deteccdo. Os analitos e demais substdncias que possuem afinidade pelo
nailon se distribuem pela membrana inclusive no verso, onde a medida é realizada. A matriz é
simplificada, uma vez que passa a ser apenas ndilon e os materiais que nele se adsorvem. Por fim,
a vantagem de segunda ordem do PARAFAC resolve as interferéncias espectrais desconhecidas ao

proceder da cromatografia virtual.

3.2 Determinagao simultanea de ANT, FEN e FLU em agua potavel

A agua potavel é um tipo de amostra que apresentou problema por aciumulo de
residuo sobre a membrana. Nesse contexto, foi realizado um experimento para a determinagao
dos trés HPAs (ANT, FEN e FLU) em amostra de agua potavel por EFS com membrana e detec¢do na
face da membrana oposta a filtracdo. Vale ressaltar que foram adicionados 3 mL de acetonitrila em
todos os padrbes e amostras, de modo a possibilitar a deteccdo da fluorescéncia dos trés HPAs no
verso da membrana. A figura 3.4 mostra o espectro tridimensional (excitacdo, emissdo e

intensidade) dos trés analitos e de uma mistura.
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Figura 3.4: espectros tridimensionais medidos no verso da membrana que adsorveu (a) antraceno, (b)
fenantreno, (c) fluoreno e (d) de uma mistura desses trés HPAs (d).

Na modelagem pelo PARAFAC, o nimero de componentes nas amostras foi estimado
através do ajuste residual (sfit) que leva em conta o desvio padrdo dos residuos. Para todas as
amostras de dgua potdvel o numero de componentes estimado foi igual a quatro A figura 3.5 é o
grafico da variacdo do sfit de uma das amostras de agua potavel com o nimero de componentes

no modelo FARAFAC.

10

numero de componentes

Figura 3.5: grafico do sft versus o nUmero de componentes para amostras de dgua potdvel.
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A deconvoluc¢do dos dados com 4 componentes teve como resultado a separacdo dos
perfis individuais de cada HPAs e um quarto perfil que remete ao sinal de fundo (bg). Na figura 3.6

pode-se ver os perfis deconvoluidos.

Intensidade (u.a.)

300 320 340 360 380 400 420 440

A, (nm)

Intensidade (u.a.)

245 250 255 260 265 270 275
A (nm)

eXC

Figura 3.6: perfis do PARAFAC para as amostras de dgua potavel contaminadas com HPAs leves.

Esses perfis espectrais separados matematicamente trazem consigo dados referentes a
intensidade do sinal de cada componente na amostra, assim, cada perfil espectral recuperado da
amostra foi quantificado com uso de sua respectiva curva analitica (calibracdo pseudo-univariada).
Esse procedimento foi realizado individualmente para cada uma das 12 amostras de agua potavel.
A tabela 3.1 apresenta o desempenho do método na quantificacdo dos analitos em dgua potdvel
fortificada. A tabela 3.2 apresenta parametros dos modelos quantitativos obtidos com o PARAFAC.
Os resultados mostram que o método é eficiente para essa aplicacdo, as recuperacdes médias dos

trés HPAs apresentam valores em torno de 100%.

45



Tabela 3.1: HPAs em &gua de torneira (ug-L?). Espectros medidos no verso da membrana de ndilon.
Modelos PARAFAC construidos com 4 fatores e centrado na média. As predi¢des sdo realizadas uma amostra

por vez.
Antraceno Fenantreno Fluoreno
Ref Pred Rec(%)| Ref Pred Rec(%)| Ref Pred Rec(%)
1 0,60 064 106,7 | 480 5,03 1048 | 21,00 21,26 101,2
2 1,00 0,96 96,0 320 3,13 97,8 | 27,00 26,49 98,1
3 1,40 1,21 86,4 6,40 6,07 94,8 9,00 10,20 1133
4 1,80 1,87 1039 | 1,60 1,52 95,0 | 15,00 14,76 98,4
5 1,40 1,32 94,3 4,80 4,73 98,5 9,00 9,52 105,8
6 1,80 1,86 103,3 | 3,20 3,20 100,0 | 15,00 15,17 1011
7 0,60 0,59 98,3 6,40 6,54 100,2 | 21,00 20,92 99,6
8 1,00 1,05 1050 | 1,60 1,61 100,6 | 27,00 26,50 98,1
9 1,40 1,41 100,7 | 1,60 1,50 93,8 | 15,00 14,09 93,9
10 1,80 1,84 102,2 | 3,20 3,10 9,9 | 21,00 21,21 101,0
11 0,60 060 1000 | 480 4,85 101,0 | 27,00 24,70 91,5
12 1,00 1,02 1020 | 640 680 1063 | 9,00 10,53 117,0

Tabela 3.2: valores de mérito para a determinagao de ANT, FEN e FLU por PARAFAC em amostras de
agua potavel. Concentragdo dos analitos em pg-L™?

Média dos valores de mérito
dos modelos (desvio padrao)
para 4 componentes

CORCONDIA 91,23 (0,32)

Stit 6,07 (0,14)

Valores de mérito por analito ANT FEN FLU
Faixa de concentragdo (ug-L?) 0,2-1,0 0,8-4,0 2,0-10,0
RMSEP (ug-L?) 0,029 0,18 0,53
Recuperacdo Média (desvio 96 (9) 98 (12) 104 (14)
padrdo)

r2 0,99 0,98 0,94
LB* -0,011 0,23 0,19
LD** 0,099 0,41 0,69
LQ 0,33 1,34 2,27

* Estimado com 39 graus de liberdade e 95% de confianca

k%

s, estimado com 3 graus de liberdade e 95% de confianga
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Os valores de LD estiveram consistentemente abaixo dos intervalos de concentracdo
utilizados para o tratamento simultdneo determina¢do de ANT, FEN e FLU em amostras de agua de
torneira. Neste trabalho, os valores de LD e LQ foram estimados com os resultados da previsdo
[49,50]. Para estimar os valores de LD, o software MVC2 usa parametros de modelo [51,33,52,53]
para fornecer resultados altamente precisos, mas fornece apenas um valor estimado por amostra,
0 que ndo é adequado para a avaliacdo da precisdo e exatiddo do método proposto.

O tempo de filtracdo de cada amostra (25 mL) foi de aproximadamente 2,5 minutos. Ha
de se considerar o tempo de 40 minutos para a secagem da membrana entre a filtracdo e a
aquisicdo do espectro. No entanto, esse é um tempo de espera ndo compromete a frequéncia
analitica uma vez que outras amostras podem ser filtradas e/ou medidas no decorrer desse tempo.
Mais 2,5 minutos sdao necessarios para a aquisi¢cao do espectro tridimensional nas configuragdes
usadas nesse trabalho. Em um computador de capacidade mediana a modelagem de uma amostra
é realizada em no maximo 15 segundos. Metodologias tradicionais de pré-concentragdao em fase
solida incluem etapas de extracdo Soxhlet que podem demorar até 16 horas, seguidas de
determinacdo cromatografica cujo tempo de corrida a depender do método também demanda
horas para a realizacdo. [54]

As medicGes de EEFM realizadas diretamente nas membranas de nailon eliminam a
necessidade de outras etapas de extracdo. Interferéncias espectrais de outros constituintes da
amostra sdo isoladas em poucos passos. Durante a etapa de filtracdo, alguns sdlidos suspensos e
particulas materiais (como sdlidos organicos dissolvidos) sdo retidos na face pressurizada da
membrana enquanto os analitos se difundem em direcdo a sua face ndo pressurizada. Apods a
etapa de filtragdo, a amostra a matriz é reduzida apenas a membrana de nailon e as espécies
adsorvidas em sua superficie. Finalmente, a vantagem de segunda ordem do PARAFAC pode
discriminar qualquer interferente desconhecido e minimizar seus efeitos apds realizar uma

“microcromatografia” para obter sinais EEFM.

3.3 Determinagao simultdanea de ANT, FEN e FLU em sedimentos

Sedimentos sdo matrizes heterogéneas mais complexas que agua potdvel. Diferentes
caracteristicas fisicas, como granulometria e morfologia das particulas, e quimicas, como
composi¢ao e teor de matéria organica, podem dificultar o desenvolvimento de uma metodologia

aplicavel para diferentes tipos de sedimentos.
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Uma aplicagao mais ampla da técnica de detecgao no verso da membrana foi realizada,
dessa vez para determinacdo de HPAs leves (ANT, FEN e FLU) em sedimentos. Nesse tipo de
amostra ocorre um acumulo significativo de material sobre a superficie da membrana apds a EFS,
inviabilizando assim a detec¢do na frente da mesma. Por outro lado, o verso da membrana
apresenta-se visualmente limpo, mesmo variando consideravelmente o tipo de sedimento, dessa
forma, é provavel que a mesma curva analitica possa ser utilizada para quantificar o(s) analito(s)
em sedimentos diferentes. Veja na figura 3.7 as faces frontais de membranas apds filtracdo de

quatro sedimentos diferentes.

Figura 3.7: faces frontais das membranas apds EFS dos extratos dos quatro diferentes sedimentos. O
numero na figura corresponde a descricdo do sedimento na tabela 2.3 da metodologia.

Na etapa de extra¢do, o uso do metanol apresentou um pouco mais de eficiéncia para
extrair HPAs do sedimento em relagdao a acetonitrila. Por outro lado, o metanol tem o mesmo
efeito de promover a eluicdo dos analitos para o verso da membrana. Assim, nessa aplicacdo foi
utilizado o metanol em substituicdo a acetonitrila na preparacdo dos padrdes, ja que na
prepara¢do da amostra, o metanol ja estaria presente como parte do extrato da amostra.

Quatro amostras de cada sedimento da tabela 2.3 foram contaminadas com
concentracGes variadas de cada HPA. Uma curva analitica de cada HPA, preparada em 4gua
ultrapura mais 3 mL de metanol (solvente utilizado na extragdo dos sedimentos), foi utilizada para

quantificar os analitos em quatro diferentes sedimentos. O tratamento dos dados foi realizado com

uso do PARAFAC, sendo o numero de componentes definido pelo ajuste residual (Sfit) que indicou
quatro componentes em todas as amostras. A figura 3.8 mostra o gréfico ss: de uma das amostras

de sedimento com a variacdo do numero de componentes no modelo PARAFAC.
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Figura 3.8: valor do Sfijt versus nimero de componentes do PARAFAC para uma amostra representativa de
extrato de sedimento fortificado com HPAs leves.

A deconvolugdo dos espectros com quatro componentes mostra os perfis espectrais
dos trés HPAs adicionados e mais um quarto perfil proveniente da composi¢cdo do sedimento. A
figura 3.9 mostra os perfis dos componentes modelados pelo PARAFAC para o sedimento 3.
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Figura 3.9: perfis do PARAFAC para as amostras de sedimentos contaminadas com HPAs leves. Amostra do
sedimento 3.
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Os perfis de emissdo provenientes dos sedimentos (bg, cor magenta) apresentaram-se
semelhantes para um mesmo sedimento, porém, em perfis de emissdo de diferentes sedimentos

percebe-se diferencas espectrais (figura 3.10).

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

300 320 340 360 380 400 420 440 300 320 340 360 380 400 420 440
Aem (NM) Lem (NM)

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

300 320 340 360 380 400 420 440 300 320 340 360 380 400 420 440
Aem (NM) Aem (NM)

Figura 3.10: perfis espectrais de emissdo do sinal de fundo (magenta) para os 4 solos distintos.

Ja com os perfis individuais de cada HPA separados, foi feita a quantificacdo de cada
analito com uso da curva analitica correspondente (calibragdo pseudounivariada). Esse
procedimento foi realizado em todas as 16 amostras de sedimentos, uma por vez. Os resultados

das quantificacGes encontram-se na tabela 3.3 e os valores de mérito na tabela 3.4
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Table 3.3: HPAs em amostras de sedimento (ppb). Espectros medidos no verso da membrana de nailon.
Modelos PARAFAC construidos com 4 fatores e centrado na média. As predi¢des sdo realizadas uma amostra
por vez.

Antraceno Fenantreno Fluoreno

Ref Pred Rec(%) Ref Pred Rec(%) Ref Pred Rec(%)

11 | 30,04 25,72 85,6 | 280,35 230,78 82,32 | 700,88 615,04 87,75
12 | 50,11 39,52 78,9 | 200,46 152,23 75,94 | 902,06 828,53 91,85
13 | 70,06 60,31 86,1 | 360,32 328,75 91,24 | 300,27 293,67 97,80
14 | 90,01 83,37 92,6 | 120,02 94,77 78,96 | 500,08 521,72 104,33
21 | 30,03 28,15 93,7 | 280,28 216,02 77,07 | 700,70 610,40 87,11
22 | 50,11 44,79 89,4 | 200,45 171,32 85,46 | 902,03 802,90 89,01
23 | 70,23 57,16 81,4 | 361,21 364,13 100,81 | 301,00 263,49 87,54
24 | 90,29 87,41 96,8 | 120,38 101,17 84,04 | 501,60 472,78 94,26
31 | 30,04 33,93 113,0 | 280,41 287,42 102,50 | 701,01 580,80 82,85
32 | 50,01 51,25 1025 | 200,02 200,47 100,22 | 900,10 754,64 83,84
33 | 70,17 62,61 89,2 | 360,90 363,04 100,59 | 300,75 325,56 108,25
34 | 90,18 99,84 110,7 | 120,25 138,89 115,51 | 501,02 511,21 102,03
41 | 30,03 31,01 103,3 | 280,30 265,76 94,81 | 700,74 583,95 83,33
42 | 50,02 40,39 80,7 | 200,07 181,46 90,70 | 900,32 707,42 78,57
43 | 70,18 51,59 73,5 | 360,94 267,46 74,10 | 300,78 263,34 87,55
44 | 90,07 80,36 89,2 | 120,09 92,50 77,03 | 500,38 523,01 104,52

Tabela 3.4: valores de mérito para a determinacdo de ANT, FEN e FLU por PARAFAC em amostras de
sedimentos. Concentragdo dos analitos em ug-kg™ de sedimento.

Média dos valores de mérito dos

modelos (desvio padrao)

CORCONDIA 97,46 (0,46)

Sit 2,20 (0,04)

Valores de mérito por analito ANT FEN FLU
Faixa de concentragdo (ug-L?) 30-90 120-360  300-900
RMSEP (pg-L) 25 110 264
Recuperacdo Média (desvio padrao) 93 (11) 91 (12) 93 (9)
r2 0,96 0,96 0,98
LB* 3,7 14,7 26,3
LD** 10,6 30,6 94,2
LQ 35 101 311

* Estimado com 39 graus de liberdade e 95% de confianga
ok s, estimado com 3 graus de liberdade e 95% de confianga
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Os resultados demonstram que a espectroscopia de fluorescéncia suportado em
membrana de ndilon e associada com calibragdo de segunda ordem, em especial PARAFAC, é um
método eficiente para a andlise de HPAs leves em sedimentos. Porém, diferentemente da aplicagao
do método em agua potavel houve um claro desvio sistematico para valores menores de

recuperacdo (figura 3.11), que em média ficaram em torno de 92%.
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Figura 3.11: grafico de recuperagdes versus referéncia (linha vermelha) para o antraceno em agua potavel
(A) e sedimentos (B).

Essa diminuigdo da recuperagdao provavelmente esta relacionada a etapa de extragdo
dos analitos das amostras de sedimento. Esse problema também afeta significativamente a maioria
dos métodos para determinacdo cromatografica de analitos semelhantes, que envolvem etapas de
extracdo e pré-concentracao por evaporacao do solvente. De modo geral, os érgdos ambientais

aceitam recuperacdes entre 70 a 120 % e RSD<20% [55].

3.4 Comparagao com outros métodos

A Tabela 4 compara as caracteristicas analiticas do método usado nesse trabalho
(NME-SID-EEFMS-PARAFAC) com aquelas relatadas em outros estudos [22-27]. Como esses
estudos relataram métodos cromatograficos, eles se concentraram em melhorar as etapas de
sorcdo e pré-concentracdo. O método proposto ndo requer a etapa de dessorgdo, o que
economiza tempo. Por outro lado, é importante mencionar que os métodos cromatograficos sdo
aplicados a um maior numero de PAHs, enquanto apenas HPAs leves tém mobilidade em nylon.
Além disso, o ndilon pode ser adquirido facilmente. Os resultados indicam que o método proposto

forneceu valores de LD e porcentagens de recuperagdo comparaveis aos outros métodos.
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Tabela 3.5. Compara¢do do desempenho de diferentes métodos analiticos destinados a determinagdo de
ANT, FEN e FLU em amostras de agua potavel e sedimentos.

ANT FEN FLU Método
[Referéncia]
Faixa d traca
alXa €€ CONCENtrasas  02-1,0 0840  2,0-10,0
(ng-L?) NME-SID-EEFMS-
LD (ug-L?) 0,099 0,41 0,69 PARAFAC
LQ (ug-L?) 0,33 1,34 2,27 [este trabalho]
Faixa de recuperacdo (%) 77-113 83-117 81-132
Fai traca
aixa de conc_:len racao 5200 5-200 5-200
(ng-l?) GC-MS
LD (ng-L?) 1,5 1,5 1,5 22]
LQ (ug-LY) 5,0 5,0 5,0
Faixa de recuperacao (%) 78-99 95-117 89-113
Faixa d traca
alXa €€ CONCENtrasa0 625100 6,25-100  6,25-100
(ng-L?) GO-MS
LD (ug-L?) 0,15 0,29 0,38 23]
LQ (pg-L?) 0,52 0,96 1,28
Faixa de recuperacdo (%) 81,9-104 81,9-104  83,6-99,2
Fai traca
aixa de CONCENtracdo  18-2000 0,9-2000  1,6-2000
(ng-L?) GC-FID
LD (png-L?) 0,6 0,3 0,4 [24]
LQ (ug-LY) 2,4 2,4 2,4
Faixa d traca
axa e(::iie)” 9640 0,2-4000 0,1-4000  0,1-4000 GC-FID
25
LD (ug-LY) 0,013 0,010 0,010 [25]
Faixa de‘(;zfﬁntrag” 5,0-125  50-125  10,0-125
LD (pg-L?) 1,5 1,5 3,0 HPL[;?AD
LQ (ug-LY) 5,0 5,0 10
Recovery range (%) 91-101 92-107 72-113
Calibration range 11162:(; 0,01-1000 4,57-1000
LD (png-L?) 1,27 0,004 1,37 HP[LZC;]FLD
LQ (ug-LY) 4,47 0,01 4,23
Recovery range (%) 71-91 79-88 80-87,5
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Capitulo 4
Conclusoes

54



A adicdo de 3 mL de acetonitrila na preparacdo de 25 mL de solugdo de amostra
garantiu a eluicdo quantitativa do antraceno, fenantreno e fluoreno para a face limpa (verso) da
membrana filtrante de ndilon. Volumes maiores de acetonitrila levam a eluicdo completa e
consequente perda do analito no eluato. Volumes menores ndo permitiam a transferéncia do
antraceno e do fenantreno para o verso da membrana.

Os escores do modo A foram efetivos como parametros globais da intensidade de
emissdo dos analitos isolados, mas medidos em solu¢cdes com mistura dos analitos. Isso permitiu
que varios estudos de otimizagao da intensidade do sinal fossem feitos em paralelo usando
misturas, evitando o preparo e manipulacdo de varias solugGes por analito. Ressalta-se que o uso
dos escores do modo A como parametro de intensidade é apropriado apenas se a comparacao é
feita para o mesmo analito ao longo de uma série de amostras, e ndo entre analitos distintos, uma
vez que de uma coluna para outra, os escores do modo A representam escalas independentes.

Um protocolo de misturas para a construcdo de curvas de calibracdo para deteccdo
simultanea usando calibracao de segunda ordem foi proposto. Esse protocolo envolve a realizacao
de trés réplicas por ponto da curva de calibracdo e teste de robustez, ja que as réplicas de analito
ndo sdo réplicas de interferentes. Explorando a vantagem de segunda ordem, apenas 15 misturas
sdo necessarias, independente do numero de analitos modelados simultaneamente.

A aplicacdo da técnica de detec¢do no verso da membrana para a determinacdo de
HPAs leves em agua potavel obteve éxito na quantificagao de ANT, FEN e FLU nas concentragdes
em ug-Ltde0,4 -2, 0,8 -7,2 e 6— 30 respectivamente, com recupera¢des médias em torno de
100% indicando ndo haver perda dos analitos durante a aplicagdo do método, o que nao seria
possivel caso a detec¢do convencional (realizada na frente da membrana) fosse aplicada devido ao
acumulo de residuo sobre a superficie frontal.

A realizacdo de deteccdo no verso da membrana ndo sé possibilitou a aplicacdo da
detecgdo na superficie da membrana em amostras consideravelmente mais complexas, como
também se mostrou uma técnica muito versatil. Uma Unica curva analitica (preparada em agua) de
cada HPA foi utilizada para a determinacdo dos mesmos em 4 extratos sedimento distintos, com
concentragdes em pg kg de 30-90, 120-360 e 300-900 para ANT, FEN e FLU respectivamente.
Além do mais, as recuperacdes obtidas para amostras de sedimentos apresentaram média de 92%,
valor adequadamente dentro da faixa aceita pelos érgaos ambientais que varia de 70 a 120 % e

RSD<20%.
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