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RESUMO

Hidrocarbonetos  Policíclicos  AromáƟcos  são  compostos  formados  por  anéis  aromáƟcos

condensados.  Das  mais  de  cem  substâncias  que  compõem  esse  grupo,  dezesseis  são

monitoradas  devido  à  maior  exposição  humana  e  por  estarem  associados  a  problemas

respiratórios, gastrointesƟnais, geniturinários, dermatológicos, cardiovasculares  e inclusive

cânceres.  Eles  são gerados  de  forma  conơnua  por  aƟvidades  humanas  como  refino  de

petróleo, queimadas, queima de combusơveis, entre outras. Como possuem afinidade por

matéria orgânica, os solos ou sedimentos são os principais desƟnos dos HPAs provenientes

da  atmosfera.  A  determinação  desses  compostos  demanda  métodos  cromatográficos

demorados, com alto consumo de solventes e apresentam perda de HPAs leves nas etapas

de extração e concentração do extrato orgânico. A extração em fase sólida em membrana de

náilon  seguida  de  espectrofluorimetria  com  detecção  diretamente  na  membrana  e

calibração  de  segunda  ordem  é uma  alternaƟva  sensível,  rápida  e  de  baixo  custo  que

permite quanƟficar HPAs em matrizes simples, principalmente águas. Uma limitação para a

detecção  na  membrana  em amostras  mais  complexas  é  que  parơculas  provenientes  da

solução ficam reƟdas na superİcie da membrana, comprometendo a detecção do sinal. Esse

trabalho apresenta uma alternaƟva para a realização das detecções no verso da membrana

(face oposta à filtração), evitando a interferência do material parƟculado. Para isso, estudou-

se a polaridade do solvente e a eluição dos analitos para o verso da membrana. A detecção

no verso da membrana foi aplicada na determinação simultânea de antraceno, fenantreno e

fluoreno em água potável  nas  faixas de concentração de 0,4-2 µg L-1,  0,8-7,2  µg L-1 e  6–

30 µg L-1, obtendo-se recuperações médias 96%, 98% e 104%, respecƟvamente. Também foi

aplicada  em extratos  de sedimentos  de  rio  nas  faixas  de  concentração de  30-90 µg kg-1

(antraceno),  120-360 µg kg-1 (fenantreno)  e  300-900 µg kg-1 (fluoreno),  obtendo-se

recuperações médias 93%, 91% e 93%, respecƟvamente. 

Palavras Chave: Hidrocarbonetos policíclicos aromáƟcos, membrana de náilon, extração em

fase sólida, espectrofluorimetria, calibração de ordem superior, PARAFAC.



ABSTRACT

Polycyclic AromaƟc Hydrocarbons are compounds formed by condensed aromaƟc 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,

gastrointesƟnal,  genitourinary,  dermatological,  cardiovascular  problems and  even cancer.

They are generated conƟnuously by human acƟviƟes such as oil refining, fires, fuel burning,

among others. As they have an affinity for organic maƩer, soils or sediments are the main

desƟnaƟons for PAHs coming from the atmosphere. The determinaƟon of these compounds

requires Ɵme-consuming chromatographic methods, with a high consumpƟon of solvents

and presents loss of light  PAHs in the extracƟon and concentraƟon stages of the organic

extract. Solid phase extracƟon on a nylon membrane followed by spectrofluorimetry with

detecƟon directly on the membrane and second-order calibraƟon is a sensiƟve, fast and low-

cost alternaƟve that allows the quanƟficaƟon of PAHs in simple matrices, mainly water. A

limitaƟon  for  membrane  detecƟon  in  more  complex  samples  is  that  parƟcles  from  the

soluƟon are retained on the membrane surface, compromising signal detecƟon. This work

presents an alternaƟve for carrying out detecƟons on the back of the membrane (opposite

side to filtraƟon), avoiding interference from parƟculate maƩer. For this, the polarity of the

solvent  and  the  etuƟon  of  the  analytes  to  the  back  of  the  membrane  were  studied.

Membrane-back  detecƟon  has  been  applied  to  the  simultaneous  determinaƟon  of

anthracene, phenanthrene and fluorene in drinking water in the concentraƟon ranges of 0.4-

2  µg L-1,  0.8-7.2 µg L-1  and 6–30 µg L-1,  obtaining  average recoveries  of  96%,  98% and

104%, respecƟvely. It was also applied to river sediment extracts in the concentraƟon ranges

of  30-90 µg kg-1  (anthracene),  120-360 µg kg-1  (phenanthrene)  and  300-900 µg kg-1

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

Keywords:  Polycyclic  aromaƟc  hydrocarbons,  nylon  membrane,  solid  phase  extracƟon,

fluorescence spectroscopy, second order calibraƟon, PARAFAC.
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1.1 Hidrocarbonetos policíclicos aromáƟcos (HPAs)

Os Hidrocarbonetos Policíclicos AromáƟcos (HPAs) consƟtuem um grupo abrangente

de mais de 100 compostos químicos formados por dois ou mais anéis aromáƟcos condensados.

São  poluentes  persistentes  e  generalizados  formados  a  parƟr  da  combustão  incompleta  de

matéria orgânica em altas temperaturas [1,2]. Processos de combustão podem ocorrer de forma

natural  (por exemplo, erupções vulcânicas e incêndios florestais naturais) ou antropogênica (por

exemplo, veículos automoƟvos, máquinas industriais e disposiƟvos domésƟcos)  [3]. Como existe

uma grande  quanƟdade  e  variedade  de  aƟvidades  humanas  relacionadas  esses processos,  as

fontes antropogênicas predominam em relação às fontes naturais [4]. Dessa forma, espera-se que

em ambientes urbanos e/ou industriais, locais com grande aƟvidade industrial e uso massivo de

combusơveis  fosseis,  as  concentrações  de  HPAs  sejam  consideravelmente  maiores  que  em

localidades  rurais  ou  com  densidade  demográfica  muito  baixa,  distantes  das  fontes  de

contaminação [5].

HPAs podem ser encontrados em praƟcamente todos os comparƟmentos ambientais,

os de menor massa molar (dois ou três anéis aromáƟcos) encontram-se, em parte, sob forma de

vapor  na  atmosfera,  enquanto  os  mais  pesados  (cinco  anéis  aromáƟcos  ou  mais)  tendem  a

agregarem-se  ao  material  parƟculado  em  suspensão.  Dessa  forma  os  HPAs  se  dispersam

amplamente através da atmosfera e depositam-se em ambientes aquáƟcos e terrestres  [6]. Na

figura 1.1 são mostradas algumas fontes de HPAs, os comparƟmentos contaminados, assim como,

possíveis dispersões desses contaminantes entre estes comparƟmentos.

Figura 1.1: fontes de HPAs, e rotas de dispersão dos mesmos entre os comparƟmentos ambientais. Fonte:
[7].
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As propriedades İsico-químicas dos HPAs definem sua tendência a se acumularem em

solos,  ou  de  permanecerem no  sedimento  e  na  matéria  orgânica  em  suspensão  quando  em

ambientes aquáƟcos.  Normalmente,  quanto maior hidrofobicidade (HPAs de 4 ou mais anéis),

maior será sua quanƟdade adsorvida na superİcie do solo e menor será sua solubilidade em água

[2]. Nesse contexto, os solos e sedimentos de rios podem ser considerados os principais desƟnos

dos HPAs oriundos da atmosfera, cujas faixas de concentração são muito mais largas que aquelas

observadas  em  outros  comparƟmentos  e  até  mesmo  em  amostras  de  alimentos,  e  variam

normalmente em função da proximidade das fontes de emissão [8-9]. As grandes divergências nas

concentrações  de  HPAs  nos  diversos  comparƟmentos  ambientais  e  em  alimentos  são

apresentados na Tabela 1.1  [10].

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

Tipo de amostra Concentração

Ar 1,3 a 500 ng/m3

Solo 0,8 ng/kg a 100 mg/kg
Água 2,5 a 500 ng/L

Plantas < 150 μg/kg
Alimentos 0,1 a 20 μg/kg

A alta hidrofobicidade e termoestabilidade garantem sua persistência na atmosfera,

nos  solos  e  até  mesmo  em  ecossistemas  aquáƟcos  [11].  A  exposição  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  exposição,  duração  da  exposição  e  dose  de

exposição [12-14].  Os HPAs também têm efeitos mutagênicos,  carcinogênicos,  teratogênicos  e

imunotóxicos em seres humanos [11][15]. Por exemplo, o naŌaleno e o antraceno podem causar

doenças reproduƟvas;  Irritação na pele;  olho;  danos renais e hepáƟcos e mau funcionamento

pulmonar em animais e humanos [16, 2]. Embora não haja evidências conclusivas da toxicidade do

fluoreno em seres humanos, este composto tem efeitos tóxicos duradouros na vida aquáƟca [17].

Assim, a detecção de HPAs em amostras ambientais podem ser uma ferramenta importante para

melhorar a tomada de decisão processos das agências reguladoras.

Em meio a grande variedade desses compostos, a Agência de Proteção Ambiental dos

Estados  Unidos  (USEPA,  do  inglês,  United  States  Eviromental  ProtecƟon  Agency)  monitora

conƟnuamente amostras ambientais na detecção e quanƟficação de dezesseis HPAs, por serem
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considerados agentes nocivos mais perigosos que o restante e por apresentarem grande exposição

aos seres  humanos.  Na  Tabela  1.2  são apresentadas as  estruturas  moleculares  desses  HPAs e

algumas propriedades que têm influência no seu transporte e em sua afinidade por determinados

comparƟmentos [18].

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

COMPOSTOS
MASSA
MOLAR
(g/mol)

SOLUBILIDADE
EM ÁGUA (mg/L)

PRESSÃO DE
VAPOR (mmHg) MOLÉCULA

NaŌaleno 128,17 31 8,89x10-2

AcenaŌeno 154,21 3,8 3,75x10-3

AcenaŌaleno 152,20 16,1 2,90x10-2

Antraceno 178,23 0,045 2,55x10-5

Fenantreno 178,23 1,1 6,80x10-4

Fluoreno 166,22 1,9 3,24x10-3

Fluoranteno 202,26 0,26 8,13x10-6

Benzo[a]antraceno 228,29 0,011 1,54x10-7

Criseno 228,29 0,0015 7,80x10-9

Pireno 202,26 0,132 4,25x10-6

Benzo[a]pireno 252,32 0,0038 4,89x10-9

Benzo[b]fluoranteno 252,32 0,0015 8,06x10-8

Benzo[k]fluoranteno 252,32 0,0008 9,59x10-11

Dibenzo[a,h]antracen
o

278,35 0,0005 2,10x10-11

Benzo[g,h,i]perileno 276,34 0,00026 1,00x10-10

Indeno[1,2,3-
cd]pireno

276,34 0,062 1,40x10-10
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Considerando o número de pesquisas que comprovam o fato, a Agência Internacional

de InvesƟgação em Câncer (IARC,  do inglês, InternaƟonal Agency for Research on Cancer) classificou

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

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

GRUPO 1 GRUPO 2A GRUPO 2B GRUPO 3

Carcinogênico 
Provavelmente

carcinogênico

Possivelmente

carcinogênico

Não classificado

quanto a

carcinogenicidade

AcenaŌeno

Benzo[a]antraceno Antraceno

Benzo[b]fluoranteno Fluoreno

Benzo[a]pireno Dibenzo[a,h]antraceno Benzo[k]fluoranteno Fluoranteno

Criseno Fenantreno

Indeno Pireno

NaŌaleno Benzo[e]pireno

Benzo[g,h,i]perileno

O CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) através da resolução nº 420/2009

[20]  determina  que  deve  haver  intervenção  quando  as  concentrações  de  contaminantes

apresentem  riscos  à  saúde  humana  e/ou  ao  meio  ambiente.  Alguns  valores  de  prevenção  e

intervenção para alguns HPAs em solos e água subterrânea podem ser vistos na tabela 1.4.
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Tabela 1.4: limites mínimos de prevenção e intervenção para 10 dos 16 HPAs (monitorados pela USEPA) em

solos e águas subterrâneas segundo o CONAMA [21].

Substância

Solo (mg kg-1 de peso seco)

Água
subterrânea

(µg L-1)

Prevenção
Intervenção

Intervenção
Agrícola Residencial Industrial

Antraceno 0,039 - - - -

Benzo[a]antraceno 0,025 9 20 65 1,75

Benzo[k]fluoranteno 0,38 - - - -

Benzo[g,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

Indeno[1,2,3- c,d]
pireno

0,031 2 25 130 0,17

NaŌaleno 0,12 30 60 90 140

Com base  no  exposto,  jusƟfica-se  o  empenho  de  esforços  no desenvolvimento de

tecnologias  analíƟcas  que  viabilizem  o  monitoramento  desses  contaminantes  em  diversas

matrizes, de forma confiável e com mais acessibilidade a laboratórios de pesquisa, acadêmicos e

órgãos governamentais de fiscalização.

1.2 Técnicas uƟlizadas nas análises de HPAs

Em diversas matrizes complexas é necessário determinar os HPAs em níveis de traços

ou  menos (mg L-1 ou menos) com uso de técnicas sofisƟcadas de análise, como cromatografia

gasosa  (GC)  [22-25]  e  cromatografia  líquida  de  alta  eficiência  (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  microextração  em  fase  sólida  (SPME)  têm  sido  amplamente

empregadas, incluindo aquelas baseadas em revesƟmento sorvente para superar as desvantagens

do  SPME  tradicional  [28].  No  entanto,  o revesƟmento  sorvente  é  demorado,  pode  envolver

diversas etapas de fabricação, requer ensaios de caracterização para confirmação da estrutura e

uƟlizam  reagentes  e  equipamentos  de  alto  custo  para  obter  disposiƟvos  de  extração

reproduzíveis. Além disso, condicionamento, carregamento de amostras, lavagem, e eluição são as

etapas mais demoradas e/ou propensas a erros da extração em fase sólida

1.3 Calibração de segunda ordem e análise de fatores paralelos (PARAFAC)

Na  química  analíƟca  atual,  a  escolha  do  método  de  calibração  está  diretamente

relacionada à dimensionalidade dos dados analíƟcos obƟdos. Dados univariados são aqueles em

que a  resposta analíƟca é composta por  apenas um valor  escalar  (tensor  de ordem zero)  por

amostra. Os valores obƟdos de um conjunto de amostras podem ser empilhados gerando uma

estrutura de dados de uma via (um vetor). Na Tabela 1.5 são apresentados de forma pictórica as

ordens  dos  dados  e  suas  relações  com  a  natureza  dos  dados  e  elementos  formados  pelo

empilhamento de amostras. Na calibração de ordem zero, usa-se uma curva analíƟca para modelar

dados desse Ɵpo, que podem ser gerados por instrumentos de respostas pontuais como pHmetros,

colorímetros e eletrodos íons-seleƟvos, o que exige grande seleƟvidade para o analito na aquisição

dos sinais. Se não há seleƟvidade suficiente nos métodos de ordem zero, os resultados obƟdos

perdem confiabilidade devido à possível presença de interferentes, pois os sinais dos analitos e dos

interferentes  se  somam e as previsões  são superesƟmadas.  Os  problemas de seleƟvidade nos

métodos de calibração de ordem zero podem ser minimizados ou eliminados quando estes são

associados  a  técnicas  de  separação  tal  como  a  cromatográfia,  onde  os  interferentes  são

fisicamente separados dos analitos.

Várias  técnicas  de  detecção  podem  gerar  dados  mulƟvariados.  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 regressão

linear múlƟpla (MLR, do inglês, MulƟple Linear Regression), regressão por componentes principais

(PCR,  do ingês,  Principal Component Regression) ou mínimos quadrados parciais (PLS,  do ingês,

ParƟal Least Squares), que são robustos à presença de interferentes caso eles sejam modelados no
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conjunto de calibração. Essa caracterísƟca é chamada de vantagem de primeira ordem.

Os  métodos  de calibração de segunda  ordem são aplicados  a  dados  cuja  resposta

analíƟca gerada para cada amostra é uma matriz bidimensional (tensor de segunda ordem). Assim,

um conjunto de amostras  forma uma estrutura de três vias  formada por  matrizes  empilhadas

(linha  3  da  tabela 1.5).  Dados  desse  Ɵpo  podem  ser  gerados  por  técnicas  tais  como

espectrofluorimetria de matriz de excitação e emissão (EEM, do ingês, ExcitaƟon/Emission Matrix),

cromatografia  gasosa  com  espectrometria  de  massas  (GC-MS,  do  ingês,  Gas

Chromatography/Mass  Spectrometry)  entre  outras,  fornecendo  uma  grande  quanƟdade  de

informações químicas por amostra, o que possibilita a recuperação do sinal analíƟco puro de cada

componente do sistema e até mesmo a calibração na presença de interferentes desconhecidos, ou

seja,  sem  a  necessidade  dos  mesmos  estarem presentes  no  conjunto de  calibração.  Esta  é  a

chamada vantagem de segunda ordem. Métodos de calibração de ordem três  ou maiores são

possíveis, porém ainda não são relatados em aplicações na literatura. Dados de segunda ordem ou

superiores são denominados dados de ordem superior.

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

A trilinearidade é um parâmetro importante para o tratamento de dados de ordem

superior.  São  considerados  trilineares  o  conjunto  de  dados  onde,  mantendo-se  duas  vias

invariáveis, e varrendo a terceira, a contribuição para o sinal analíƟco de cada componente puro da
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mistura da amostra varia apenas em intensidade, sem o surgimento de novas estruturas no sinal

analíƟco. A trilinearidade em um arranjo de três vias pode ser descrita matemaƟcamente pela

equação 1.1:

xi j k=∑
f=1

F

ai f b j f ck f+ei j k
(eq. 1.1)

onde xi j k
 representa os elementos do arranjo trilinear de dados, ai f

, bjf e ckf são os elementos das

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

tridimensional, F é a melhor aproximação do posto de xi j k
  e ei,j,k é a matriz de resíduos.

A  Análise  de  Fatores  Paralelos  (  PARAFAC,  do ingês,  Parallel  Factor  Analysis)  é  um

método de calibração de segunda ordem  que requer dados  trilineares e, que  pode ser descrito

pela equação 1. Em um modelo PARAFAC i é a dimensão da amostra, enquanto j e k são os canais

do instrumento de medida.  ai f
 são coeficientes proporcionais a concentração dos F componentes da

mistura  e bjf e  ckf são  os  perfis  instrumentais  dos  componentes  puros  em  suas  respecƟvas

dimensões

Um exemplo de dados trilineares são espectros de fluorescência de matriz de emissão-

excitação (EEM) medidos em um espectrofluorímetro. Dados arranjados em três vias podem não

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 manƟda. Se os dados obƟdos por amostra são imagens,

estas podem ser empilhadas em um arranjo de três vias, porém, como a distribuição dos pixels nas

duas vias de cada imagem são independentes entre as amostras, esse arranjo não será trilinear, e

nem mesmo bilinear.  Outros  métodos  como  a  resolução  mulƟvariada  de  curvas  por  mínimos

quadrados alternados (MCR-ALS,  do iglês,  MulƟvariate curve resoluƟon alternaƟng least square)

[29]  e  o  método  de  mínimos  quadrados  parciais  em  matriz  desdobrada  com  bilinearização

residual(U-PLS/RBL) [30] são mais apropriados para arranjos de três vias onde a trilinearidade não

está presente.

O desenvolvimento dos métodos mulƟdimensionais surgiu na década de 1960 quando

pesquisadores psicometristas precisaram aplicar técnicas de estaơsƟca mulƟvariada para analisar a

grande quanƟdade de dados obƟdos através da aplicação de quesƟonários buscando idenƟficar
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influências ou padrões comportamentais, pois, havia uma tendência de valorização das análises

quanƟtaƟvas  nas  ciências  humanas.  Bro  [31]  contribuiu  significaƟvamente  para  a  difusão  dos

métodos quimiométricos PARAFAC e N-PLS (Mínimos Quadrados Parciais MulƟlinear) ao descrever,

de  forma  didáƟca  e  com  clareza,  os  métodos  e  algoritmos,  assim  como,  suas  aplicações  em

química analíƟca.  Outra contribuição de grande importância para  a propagação do uso desses

algoritmos,  foi  a  disponibilização  gratuita  dos  algoritmos  na  forma  do  pacote  N-way  toolbox

desenvolvidos  na  plataforma  MATLAB  [32].  Olivieri  e  colaboradores  [33]  disponibilizaram  a

interface gráfica MVC2 para MATLAB, o que tornou ainda mais fácil para o usuário final a execução

dos algoritmos do PARAFAC implementados no N-way toolbox.

No caso da espectroscopia EEM, as vias  B e  C são normalizadas e correspondem aos

perfis espectrais de emissão e excitação dos componentes da amostra. A via  A corresponde ao

perfil  de  intensidade e  pode ser  associada a  concentração do  componente  por  meio  de  uma

calibração pseudo-univariada contra a concentração conhecida dos padrões incluídos no tensor de

dados. Na práƟca ocorre uma fatoração trilinear que decompõe o tensor de dados em três vias, de

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

Figura 1.2: representação gráfica do modelo PARAFAC. (Ref [34], Figura 3)

O  número  de  fatores  pode  ser  escolhido  pela  variância  explicada,  conhecimento

químico  do  sistema,  validação  cruzada,  métodos  de  reamostragem  ou  testes  de  consistência

trilinear  (CORCONDIA,  do  inglês,  CORe  CONsistency,  DIAgnostic)  [35].  De  acordo  com  o

CORCONDIA, resultados acima de 90 % indicam trilinearidade adequada ao PARAFAC, próximos de

50 % representam deficiência de trilinearidade e valores negaƟvos ou em torno de 0 % indicam

inconsistência trilinear. Atualmente tem-se quesƟonado a eficiência do CORCONDIA,  sobretudo

porque em aplicações reais e quanƟtaƟvas do PARAFAC têm apresentado desempenho saƟsfatório

mesmo quando  o  CORCONDIA  indica  inconsistência  trilinear.  Olivieri  e  Escandar  [36]  sugerem
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avaliar o ajuste residual (desvio padrão dos resíduos) dado pela equação 1.2.

(eq. 1.2)

Onde SSE é a soma quadráƟca dos erros dada pela equação 1.3

(eq. 1.3)

onde I é o número total de amostras no arranjo trilinear (conjunto de calibração + 1, e J e K são os

números de sensores em ambos os modos instrumentais.

1.4 Membranas filtrantes de náilon e suas interações com os analitos

Náilons  ou  poliamidas  são polímeros  semicristalinos  que possuem grupos amida  e

carboxílicos em sua estrutura. De acordo com a formação da poliamida pode-se classificá-los em

dois Ɵpos: AB (por exemplo, náilons-6 e -11), formados a parƟr de uma espécie química que possui

essas duas funções; e AABB (náilons-6,6, -6,10 e -6,12, por exemplo), formados a parƟr de duas

espécies diferentes, um diácido e uma diamina. Os dois Ɵpos de náilons mais comuns para as

indústrias têxteis  e plásƟcas  são o 6  e  o 6,6.  A Figura 1.3,  extraída da referência  [37]  mostra

algumas estruturas das cadeias de alguns Ɵpos de náilon.

Figura 1.3: cadeias de diferentes Ɵpos de náilon (Fonte: figura 4 da ref. [37]).

Entre  as  aplicações  do  náilon  como  insumo  para  pesquisa  cienơfica,  destaca-se  a
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produção de membranas filtrantes altamente eficientes e disponíveis comercialmente em diversos

tamanhos e marcas. Essas membranas são encontradas com diâmetros de poro de 0,22  m ou

0,45 m e  são  amplamente  uƟlizadas  por  serem adequadas  para  filtração  tanto  em soluções

polares quanto apolares. Embora essas membranas tenham sido concebidas originalmente para

filtração, não é incomum que algumas substâncias sejam fortemente adsorvidas por elas, o que

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

O  náilon  6,6  tem  apresentado  bom  desempenho  como  suporte  sólido  de  vários

compostos orgânicos, em especial os HPAs, para detecção por fluorescência e fosforescência. Em

algumas aplicações [40] uma pequena quanƟdade de solução é depositada sobre a membrana e,

após a secagem, é realizada a detecção diretamente na superİcie da membrana. Já em outros

trabalhos a membrana de náilon é uƟlizada para extração em fase sólida (EFS)  através da filtração

da solução, onde o(s) analito(s) adsorve na membrana por ter afinidade pelo náilon. A poliamida é

um polímero de ácido adípico e hexameƟleno diamina, onde a estrutura primária contém grupos

amida  separados  por  cadeias  meƟlênicas.  Os  grupos  amida  são  fundamentalmente  planares

devido ao caráter de dupla ligação entre carbono e nitrogênio. As cadeias estão orientadas de

forma a priorizar a formação de ligações de hidrogênio entre os grupos amida e carbonila, como

mostrado na Figura 1.4.

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

Na EFS, o solvente uƟlizado para carregar o analito (hidrofóbico) através da membrana

de  náilon  é  um dos fatores  mais  importantes  para  o  sucesso  da extração.  Devido à  natureza

hidrofóbica  do  analito,  interações  apolares  são  esperadas  entre  o  composto  e  as  cadeias

meƟlênicas do náilon. Em contraparƟda, espera-se que os grupos hidroİlicos amida facilitem o

movimento do solvente (polar)  através da membrana,  melhorando a transferência 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  composições  para  pré-concentração  de  benzo(a)pireno  (BaP)  com  detecção  por

fluorescência diretamente na membrana. Foram avaliados a intensidade do sinal de fundo e a

intensidade do sinal de fluorescência do analito adsorvido na membrana após a EFS. O uso do

náilon promoveu a maior relação sinal/ruído quando comparado aos outros polímeros, a saber:

nitrato de celulose (MCA), acetato de celulose (CA), polieterssulfona (PES) e politetrafluoreƟleno

(PTFE), cujos dados são apresentados na Figura 1.5. Percebe-se que alguns polímeros como o CA e

o PES até apresentam sinais comparáveis ao do náilon, mas também apresentam maior sinal de

fundo, o que resulta uma menor relação sinal-ruído.

Figura 1.5: sinais de fluorescência da membrana polimérica e da membrana após a adsorção do BaP (Fonte:
fig. 2 da ref. [41]).

Nesse mesmo trabalho foi avaliado o potencial do náilon para EFS do BaP em água (na

faixa de 0,1 a 8,0 g L-1). Após a realização de uma extração com duas membranas sobrepostas, o

sinal medido na segunda membrana foi indisƟnguível quando comparado ao branco, por outro

lado, o sinal da primeira membrana apresentou intensidade comparável ao sinal medido após a

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

1.5 Espectroscopia de fluorescência molecular em membrana filtrante

A EFS em subsƟtuição à extração líquido-líquido ganhou maior popularidade a parƟr do

arƟgo de MacCarthy e Klusman, sobre análises de águas em 1989 [42]. Os sistemas comumente

uƟlizavam pequenas colunas ou cartuchos, contendo adsorventes sólidos. Nesse contexto, o uso

de membrana para pré-concentração por adsorção ganhou aceitação, sendo que os analítos pré-

concentrados  no  suporte  eram  usualmente  extraídos  com  um  solvente  apropriado  e,

posteriormente determinados por cromatografia em fase gasosa ou liquida.

Poziomek e colaboradores [43] propuseram um método baseado na medição direta na

superİcie  adsorvente  para  monitoramento  de  poluentes  em  água  por  EFS.  Foram  realizadas

medidas de EFS em membranas (retangulares 1cm x 2cm) funcionalizadas com octadecil (C18). A

membrana  foi  deixada  em suspensão  na  solução  de  antraceno  por  determinado  intervalo  de

tempo e, após isto, foi seca e levada à detecção. Uma curva analíƟca foi construída com base em

um tempo fixo (2 h) de exposição do filme à solução padrão. Os espectros medidos diretamente na

membrana C18 (figura 1.7) mostram que existe uma dependência da intensidade do sinal com a

concentração do analito, mantendo-se constante o tempo de exposição. Também foi invesƟgada a

relação entre a intensidade do sinal e o tempo de exposição no intervalo de 1 a 29 h para uma

solução de antraceno 10 g L-1 (Figura 1.8). Desse estudo verificou-se que a intensidade do sinal

aumenta com o tempo, mostrando que o processo de pré-concentração do analito na membrana é

conơnuo, mas limitado pela constante de equilíbrio do processo de transferência de massa.
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Figura 1.7: espectros de fluorescência de antraceno em matriz de C18 em função da concentração após
duas horas de exposição da membrana a soluções de antraceno com concentrações variando entre 1 e 100
g L-1. Fonte: Referência [[43].

Figura 1.8: espectros de fluorescência de antraceno em matriz de C18 em função do tempo de exposição da
membrana a uma solução 10 µg L-1 de antraceno. Fonte: Referência [[43].

Campiglia e colaboradores [44] invesƟgaram, individualmente, os 16 HPAs prioritários,

de acordo com a USEPA em misturas de bifenilas policlorinadas, pesƟcidas e compostos orgânicos

voláteis. Outra contribuição significaƟva foi a uƟlização de um sistema de filtração sob pressão

reduzida (figura 1.9), que permiƟu a filtração de 1 L de solução de fenantreno em uma membrana
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de 38 mm de diâmetro funcionalizada com C18,  pré-concentrando o analito e possibilitando a

determinação do analito por EFS com um limite de detecção (limit of detecƟon - LOD) de 0,2 g·L-1.

Na figura 1.10 pode-se observar a diferença no sinal espectral para a adsorção por filtração de 1 L

de amostra  analíƟca,  que envolve pré-concentração  (Figura 1.10 A),  e  a deposição de 5  L de

solução na membrana (Figura 1.10 B).

Figura 1.9: representação esquemáƟca do procedimento de filtração sob pressão reduzida em filme de
náilon e detecção direta na membrana. (Fonte: fig. 1 da ref. [41]).
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Figuras 1.10: sinais de fosforescência de fenantreno medidos diretamente na membrana após EFS de 1 L de
solução 10 g L-1 (A) e, após aplicação do método convencional, depositando 5 µL dessa solução sobre a
membrana (B). (Fonte: fig 4 da ref. [44])

A  EFS  com  espectroscopia  de  fosforescência  foi  aplicada  para  outros  5  HPAs

(acenaŌeno, 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  parâmetros  de

desempenho  dos  modelos  obƟdos  para  esses  analitos.  Nesse  trabalho  é  proposto  um

melhoramento no  sistema de  pré-concentração,  ao  subsƟtuir  o  uso  de  vidrarias  volumosas  e

bomba de vácuo por seringas de 10 mL e suporte de membrana de aço inoxidável (Figura 1.11).

Reduzindo o volume de 1 L para 10 mL por amostra e o diâmetro aƟvo da membrana de 38 mm

para  9  mm,  os  níveis  de  detecção  foram  manƟdos,  pois  a  distribuição  analito/área  é

aproximadamente a mesma. O tempo de extração diminuiu de 45 min para 30 s por amostra. A

secagem térmica da membrana uƟlizada anteriormente foi subsƟtuída por fluxo de ar forçando a

passagem de ar através da membrana. Essa mudança resultou em aumentos na intensidade do

sinal na faixa de 40 a 60%, com relação a técnica anterior onde, provavelmente havia perda de
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analito  por  sublimação.  Foram  analisadas  misturas  de  fenantreno,  acenaŌeno,  pireno,

benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenz(a,h)antraceno, para demonstrar a possibilidade de

separação  destes  compostos  por  seleção  de  comprimentos  de  onda  de  excitação  e  emissão,

conforme observado nos espectros apresentados na figura 1.12.

Tabela 1.6: parâmetros de desempenho obƟdos com EFS e LoD com e sem EFS. (Reproduzida da tabela 1 da
Referência [45]).

Analito λex/λem(nm)a FL (ng·mL-1)b inclinaçãoc LOD (ng·mL-1)d

EFS-FoSS FoSS

fenantreno 290/500 0,2-10 0,96 0,2 20

acenaŌeno 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
a FoSS excitação (λex) e emissão (λem) nos máximos.

b FL, faixa linear da curva analíƟca.

c inclinação do log Ip versus log C, sendo  Ip a intensidade de fosforescência e C a concentração do analito.

d LD, limite de detecção, LD foi esƟmado baseado na equação LD = 3SB/m, sendo SB o desvio padrão de 16 medidas do branco em

λex/λem e m, a inclinação da curva analíƟca.

e FoSS, procedimento clássico de FoSS, a solução de HPA (5µL) é depositada na membrana de extração previamente tratada com

volumes iguais de 0,1 M de TlNO3, as membranas foram secas à 110 °C por 10 min antes de serem medidas.

Figura 1.11: diagrama esquemáƟco do sistema de extração por filtração em seringa (Fonte: referência [45]).
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Figura  1.12:  espectros  de  excitação  x  emissão da  mistura  de seis  HPAs.  O  espectro  do BaP  é  livre  de
interferência dos demais HPAs na excitação de 400 nm em toda a faixa do visível do espectro de emissão.
(Fonte: fig. 6 da ref. [45]).

Escandar,  Campiglia  e  Bystol  [46]  realizaram  a  primeira  aplicação  EFS  com

espectroscopia de fluorescência direto na superİcie da membrana extratora para determinação

dos  fármacos  piroxicam  e  piridoxina.  Esses  analitos  possuem  espectros  de  emissão  de

fluorescência  que  se  sobrepõem  (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 fluorescência na superİcie  da membrana e a

piridina por fluorescência em solução.

Figura 1.13: espectros de fluorescência em solução aquosa de (—) 10 µg mL-1 de piridoxina, (−··−) 5 µg mL-1

de piroxicam e (---) 0,66 µg mL-1 de piroxicam; λex = 320 nm; pH = 3; T = 20 °C.(Fonte: fig. 1A da ref. [46]).
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Escandar e Arancibia [47] determinaram piroxicam em soro sanguíneo uƟlizando dois

métodos: detecção de fluorescência em solução e por EFS com detecção na membrana, ambos em

conjunto com a calibração de segunda ordem para separar os interferentes espectrais. Nesse caso,

não houve interferência  espectral  considerável  e  o  piroxicam pôde ser  determinado de forma

direta, além disso, esse método apresentou menor LOD pelo fato de haver pré-concentração do

analito  na  membrana.  Na  Tabela  1.8,  reproduzida  da  referência  [47]  pode-se  verificar  o

desempenho das metodologias propostas em comparação com o método de referência (HPLC).

Tabela 1.7: determinação de piroxican em soro sanguíneo humano por PARAFAC com n = 3.(Reproduzida 
da tabela 1 de [47]).

Concentração nominal (g·L-1) Concentração prevista (g·L-1)a

Dados de três vias EFS CLAE
Adição de padrão Calibração

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
a Desvio padrão entre parêntesis. As recuperações são apresentadas entre colchetes.

A  parƟr  de  2003,  sobretudo  nos  trabalhos  de  Graciela  Escandar  e  seu  grupo  de

pesquisa, membranas filtrantes de náilon com porosidade de 0,22 m passaram a ser usadas como

material suporte sólido em estudos de luminescência subsƟtuindo o C18. Esse material é de fácil

disponibilidade no mercado e de menor custo. Em sua primeira aplicação nesse contexto, discos de

náilon  de  8 mm foram  usados  como  suporte  para  depositar  um  volume de  7 L  de  solução,

seguido  de  secagem  por  fluxo  de  ar  para  determinação  de  carbamazepina  e  carbamazepina

epóxido  (metabólito)  em  soro  sanguíneo  e  em  fármacos  [40]. O  náilon  foi  de  fundamental

importância na determinação de carbamazepina, pois esta não apresenta fluorescência em solução

e nem em outros materiais de suporte testados (C18AR, celulose), porém, quando suportada em

náilon emiƟu fluorescência considerável.  Foram uƟlizados algoritmos de calibração de segunda

ordem como PARAFAC, SWATLD, N-PLS e PLS-1 para a determinação dos analitos que possuem
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sinais que se sobrepõem (Figura 1.14), além de outros interferentes da matriz de soro sanguíneo.

Figura  1.14:  sobreposição  dos  espectros  de  (B)  excitação  e  (A)  emissão  de  fluorescência  de  (····)
carbamazepina e (—) carbamazepina epóxido depositados em membrana de náilon. (Fonte fig. 5 da ref.
[40]).

Escandar também aplicou a  membrana  de náilon pela primeira vez  para  fazer  EFS,

uƟlizando o kit de seringa e porta-filtro de 13 mm e secagem de 3 minutos a 100 °C. Aplicando a

espectroluminescência  diretamente  na  membrana  de  náilon,  a pesquisadora teve  sucesso  na

determinação de BaP em águas [38]. Devido à elevada afinidade do BaP pela membrana filtrante

de náilon 6,6 (0,2 µm de poro), pôde-se aumentar o volume da solução e consequentemente a

quanƟdade de analito adsorvida na membrana. Foram realizadas EFS de volumes entre 5 e 50 mL

alcançando um LOD de até 0,14 g·L-1 como mostrado na Tabela 1.9. Vale ressaltar que o tempo de

extração 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  náilon  para  EFS  e

espectroscopia de fluorescência  para determinação simultânea de BaP e D(a,h)A em águas na

presença de outros 5 HPAs [39]. Para tanto, foi fundamental a uƟlização de algoritmos de segunda

ordem, uma vez que os espectros de excitação e emissão dos analitos apresentavam-se totalmente

sobrepostos na mistura. (figura 1.15 B e C).
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Tabela 1.8: parâmetros analíƟcos obƟdos com detecção por fluorescência e fosforescência para diferentes
volumes de solução extraída. (Fonte: tab. 1 da ref [38]).

Volume
5 mL 10 mL 25 mL 35 mL 50 mL

SMF SMP SMF SMP SMF SMP SMF SMP

F.L.a 1018-
6400

751-
9200

185-
2000

455-
2800

12,7-
80

45-275 17-120 0,4-3,6

Inclinação b 0,063 
(0,001)

0,0642 
(0,0005)

0,110 
(0,001)

0,270 
(0,003)

0,438 
(0,006)

0,493 
(0,008)

0,649 
(0,009)

10,4 (0,1)

Intercepto 18 (3) 23 (2) 10 (1) 48 (4) 8,4 
(0,3)

63 (1) 62,4 
(0,6)

8,6 (0,2)

(Sy/x)C 9,55 7,17 2,95 11,3 0,78 3,2 1,6 0,60
(ƴ-1)d 152 112 27 42 1,8 6,5 2,4 0,06

LDe 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.g 3,3 
[2400]

1,1 
[5200]

2,2 
[600]

2,5 
[960]

2,4 
[35]

2,3 
[144]

1,5 [80] 1,9 [1,5]

O número de padrões de cada curva analíƟca corresponde a sete níveis de concentração, com triplicata para cada 
nível (n = 21).
a Faixa linear em ng·L-1.
b O desvio padrão correspondente está entre parêntesis.
c Desvio padrão residual.
d Inverso da sensibilidade analíƟca (ƴ) expresso em ng·L-1 e representa a diferença mínima de 
concentração que pode ser medidaS ƴ =m/S y/x.
e Limite de detecção em ng·L-1.
f Limite de quanƟficação em ng·L-1 calculado com (10/3,3) x LOD.
g Desvio padrão relaƟvo (%) para as concentrações (ng·L-1) dado entre colchetes.
SMF (solid-matrix fluorescence).
SMP (solid-matrix phosphorescence).

Figura 1.15: espectros de fluorescência (excitação x emissão) medidos em náilon após a passagem de 30 mL
de (A) água; (B) solução de 27,2 ng·L-1 de BaP e 28,0 ng·L-1 de DBA, (C) solução de 25,6 ng·L-1 de BaP, 16,0
ng·L-1 de DBA, 220 ng·L-1 de BbF, 80 ng·L-1 de BkF, 140 ng·L-1 de BaA, 700 ng·L-1 de ACEN e 160 ng·L-1 de BghiP
e (D) solução contendo um total de 6000 ng·L-1 dos 16 HPAs prioritários (USEPA). (Fonte: fig 4 da ref. [39]).

                                                                                                                                                                                            28



Os  algoritmos  uƟlizados  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 são apresentados os perfis espectrais individuais (de excitação e emissão) de sete HPAs,

que foram idenƟficados (separados) matemaƟcamente a parƟr de um espectro onde todos  os

sinais encontravam-se sobrepostos. Com isso, percebe-se o potencial do PARAFAC para a análise

qualitaƟva de amostras. Por outro lado, o U-PLS/RBL obteve melhor desempenho na quanƟficação

dos analitos nas misturas. Isso foi comprovado em outro experimento feito na presença de outros

14 HPAs interferentes (Figura 1.16), onde foram obƟdas predições saƟsfatórias para os analitos

invesƟgados.

Figura 1.16: espectros (excitação A e emissão B) deconvoluídos 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 contribuição mais significaƟva deste trabalho reside na quanƟficação confiável dos

analitos mesmo na presença de interferentes. Essa caracterísƟca é importante para aplicações em

matrizes mais complexas como amostras ambientais contaminadas, uma vez que a presença de

interferentes  é  esperada  nesses  sistemas.  Os  HPAs  já  haviam  sido  quanƟficados  por  EFS  com
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espectroscopia  de  fosforescência  em  superİcie  sólida  anteriormente,  porém,  em  misturas  de

apenas três HPAs e sem a sobreposição total dos sinais dos analitos, o que possibilita a seleção das

variáveis sem interferência para analisá-lo isoladamente.

Em um  trabalho  anterior  de  nosso  grupo  de  trabalho  foi  proposta  uma estratégia

diferente  para  a  obtenção da matriz  espectral  de  excitação-emissão em superİcie  sólida  para

determinação  de  HPAs  leves  (antraceno  e  fenantreno)  em  amostras  de  águas  e  extrato  de

sedimento [48]. Uma limitação da aplicação da EFS por filtração é que materiais em suspensão na

solução podem  ficar  reƟdos  na  membrana  após  a  extração.  Isso  compromete  a  detecção  e

inviabiliza  a  aplicação  desta  técnica  em  matrizes  mais  complexas.  No  trabalho,  os  efeitos  da

supressão  de  sinal  são mostrados pelas baixas  recuperações  de antraceno  (30,0%  a  58,0%) e

fenantreno (35,0% a 55,7%) em amostras de água potável com calibração externa (água ultrapura).

Considerando que o analito é adsorvido por toda a membrana, inclusive no verso, a

estratégia uƟlizada para superar a interferência do material reƟdo foi realizar a detecção na face

oposta da membrana (seu verso). Com detecção realizada no verso, as recuperações em amostras

de água potável foram substancialmente maiores para antraceno (50,0% a 87,0%) e fenantreno

(79,0% e 100,7%). A detecção no verso também foi aplicada para determinar esses dois analitos

em um extrato de sedimento, obtendo recuperações de 32,5% a 75,3% para antraceno e 74,7% a

112,9 para o fenantreno.

Adicionalmente,  outra  importante  contribuição  deste  mesmo  trabalho  foi  a

subsƟtuição do acionamento manual da seringa por um sistema de propulsão por pressão posiƟva

(Figura 1.18) desenvolvido em nosso laboratório. Esse sistema dispensa o acionamento manual da

seringa e possui um maior controle de pressão além de aumentar a frequência analíƟca de 5 EFSh-

1 (seringa, 25 mL) para 20 EFS h-1 (sistema desenvolvido, 25 mL).

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

O objeƟvo desse trabalho é desenvolver uma metodologia de detecção de HPAs leves

adsorvidos  em membrana  de  náilon  por  espectrofluorimetria  e  calibração  de  ordem superior

aplicar a mesma em amostras ambientais de água e sedimento.

ObjeƟvos específicos

1 – Estudar como os HPAs difundem e adsorvem na membrana de náilon em função da adição de

solventes  orgânicos  apolares,  buscando  priorizar  a  concentração  dos  analitos  no  verso  da

membrana. 

2 – Aplicar os escores do PARAFAC como parâmetro de intensidade em análises comparaƟvas da

quanƟdade de um mesmo analito em várias misturas.

3 – Estabelecer uma estratégia de construção de bancos de dados para calibração de segunda

ordem com base em soluções padrão que aproveite as consequências da vantagem de segunda

ordem.

4 – Construir e validar modelos quanƟtaƟvos para os HPAs leves em suporte de membrana de

náilon.

5 – Aplicar modelo em amostras de água de abastecimento e solos forƟficados com os HPAs leves

de interesse.
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Capítulo 2
Metodologia
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2.1 Soluções padrão e amostras

Soluções  padrão  estoques  de  antraceno  (ANT),  fenantreno  (FEN)  e  fluoreno  (FLU)

foram preparados a parƟr de reagentes de alta pureza (Sigma-Aldrich) em metanol. As soluções

padrão de trabalho foram preparadas por diluições adequadas das soluções estoque dos HPAs em

balões volumétricos de 25 mL com 3,0 mL acetonitrila (Sigma-Aldrich) para análise das amostras

de água potável e com 3,0 mL de metanol para análise das amostras de extratos de sedimentos,

sendo aferidos com água ultrapura.

Para  as  amostras  de  água  potável,  as  curvas  de  calibração  dos  HPAs  usadas  na

elaboração dos modelos foram construídas com concentrações de 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 e 2,0 µg L-1 de

ANT; 0,80, 2,40, 4,00, 5,60 e 7,20 µg L-1 de FEN e 6, 12, 18, 24 e 30 µg L-1 de FLU. Para os extratos

de sedimento as concentrações foram de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 µg L-1 de ANT; 0,8, 1,6, 2,4, 3,2 e

4,0 µg L-1 de FEN e 2, 4, 6, 8 e 10 µg L-1 de FLU. Cada conjunto de calibração contém 15 misturas

dos  três  HPAs,  uma  vez  que  cada  uma das  misturas  está  em triplicata,  mas  as  15  amostras

possuem composições diferentes. As composições das misturas de calibração estão apresentadas

na tabela 2.1.

Tabela 2.1: composições das misturas de calibração dos HPAs em g L-1

Modelo para água Modelo para sedimentos
Mistura ANT FEN FLU ANT FEN FLU
1 0,4 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

4 1,6 2,4 24 0,8 1,6 8

5 2 0,8 18 1,0 0,8 6

6 0,4 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 validação do modelo para água potável foram preparadas com

uso de água coletada na torneira do próprio laboratório. Em um balão de 25 mL com 3,0 mL de

acetonitrila foram feitas as adições dos volumes apropriados dos estoques de ANT, FEN e FLU e

posteriormente avolumado com a própria amostra de água potável. As concentrações dos analitos

nas amostras de validação são apresentadas na tabela 2.2.

Tabela 2.2: concentração dos analitos nas amostras forƟficadas usadas na validação do modelo, expressas 
em g·L-1

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 uƟlizados para construir o segundo conjunto de validação

nesse trabalho genƟlmente foram cedidos pela prof. Ilda Antonieta Salata Toscano do Laboratório

de  Estudos em Química Ambiental  do Departamento de Química da  UFPB (LEQA)  tendo  sido

coletadas  ao  longo  da  bacia  do  Rio  Gramame por  seu  grupo  de trabalho.  Na  tabela  2.3  são

apresentadas algumas caracterísƟcas desses sedimentos.
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A 2,0 g de cada amostra de sedimento foram adicionados volumes apropriados das

soluções estoque de ANT,  FEN e FLU,  de modo que as  concentrações finais  destes  HPAs nos

sedimentos (expressos em µg Kg-1) esƟvessem dentro das faixas de 30 a 90, 120 a 360 e 300 a 900,

para ANT, FEN e FLU, respecƟvamente. Na tabela 2.4 são apresentadas quatro composições de

misturas de HPAs usadas para preparar quatro amostras forƟficadas para cada um dos quatro

sedimentos  da  tabela  2.3.  Dessa  forma,  para  a  validação  do  modelo  com  sedimentos  foram

preparadas 16 amostras forƟficadas.

Tabela 2.4: concentração nos HPAs nas amostras forƟficadas de sedimentos (µg Kg-1)
Composição ANT FEN FLU

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

De cada amostra forƟficada de sedimento foi reƟrada uma alíquota de 0,25 g para a

validação do método. Cada alíquota foi levada para uma coluna de extração de vidro com um

chumaço de lã de vidro em seu interior para a retenção do sedimento. A extração dos analitos foi

realizada com a passagem de 6,0 mL de uma solução metanol + água (1:1) através da coluna. Em

seguida, 4,0 mL de água ultrapura percolaram a coluna para garanƟr a lavagem do sedimento e

arrastar traços do solvente. Os solventes que passaram na coluna foram coletados em um balão
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de 25 mL e avolumados com água ultrapura. Considerando que a extração dos analitos foi de 100

%  e  contabilizando  a  diluição  realizada,  os  extratos  de  sedimento  (amostras  brutas)  devem

apresentar concentração nominal nas faixas 0,3 e 0,9 µg L-1 para ANT, 1,2 e 3,6 µg L-1 para FEN e

3,0 e 9,0 µg L-1 para o FLU, que estão dentro das faixas de trabalho mostradas na tabela 2.1. Na

tabela 2.5 são apresentadas as concentrações dos analitos para as 16 amostras forƟficadas do

conjunto validação para as amostras de sedimento já corrigidas pelas massas pesadas nas etapas

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

Tabela 2.5: concentrações corrigidas dos HPAs nas amostras do conjunto de validação para os extratos de
sedimento (em g Kg-1).
Composição 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

4 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

4 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

4 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

4 4 90,07 120,09 500,38

2.2 Procedimento de pré-concentração em membrana de náilon

Exatamente 25 mL de cada solução das misturas de calibração e amostras forƟficadas

(de água potável e extrato dos sedimentos) foram filtradas em membranas de náilon de 13 mm

diâmetro  e  0,22 m  de  poro  da  marca  Whatman.  Para  a  propulsão  da  solução  através  da

membrana foi desenvolvido um sistema labmade de pressurização posiƟva (figura 1.X) acoplado a

um porta-filtro  Milipore  <pegar  referência>.  O sistema de pressurização manteve constante  a

pressão exercida  na superİcie  da solução em 2,0  bar.  O porta-filtro  uƟlizado possui  um anel

interno  de politetrafluoreƟleno  (PTFE)  que restringe  a  superİcie  de  filtração  para  7,0 mm de

diâmetro. Após a filtração, 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 superİcie limpa (verso) da

membrana. As membranas foram guardadas envoltas em papel vegetal e sob refrigeração (20°C)

para possíveis medições futuras.

2.3 Aquisição dos espectros

As medidas fluorimétricas foram realizadas em um espectrofluorímetro modelo Cary

Eclipse (Agilent) equipado com porta-amostras para filmes finos e sólidos (Figura 2.1). Foram feitas

varreduras nos comprimentos de onda de excitação (245 a 279 nm) e emissão (295 nm a 451 nm),

ambas com passo de 2 nm e monocromadores de excitação e emissão com 2,5 nm de abertura de

fenda. As matrizes espectrais de excitação e emissão (EEM) foram adquiridas diretamente sobre as

membranas de náilon usadas na filtração. As medidas foram realizadas nas duas faces de cada

membrana, frente (face exposta à solução durante a filtração) e verso (face oposta).

Figura 2.1: porta amostra para filmes finos e sólidos do equipamento Cary Eclipse (a) Foto do catálogo do
equipamento mostrando opções de acessórios, (b) Foto da montagem usada nesse trabalho, (c) detalhe da
membrana no centro do suporte.

2.4 Tratamento de dados

Após a aquisição dos dados, o primeiro pré-processamento realizado foi a subtração da

matriz do branco das matrizes das demais amostras. Essa subtração foi feita usando uma roƟna

labmade escrita  em  ambiente  MATLAB.  Nesse  trabalho,  foi  adotado  por  convenção  que  os

espectros de excitação correspondem às colunas da EEM e os espectros de emissão correspondem

às  linhas.  As  matrizes  das  amostras  são  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 quanƟficar por calibração pseudo-univariada foi
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a análise 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 usuário MVC2

desenvolvida por  Olivieri  e  colaboradores  [33].  Cada  amostra  foi  modelada por  vez  junto aos

padrões (curvas analíƟcas), o parâmetro uƟlizado para determinar o número de componentes foi

o Sfit. Foi uƟlizada a restrição de não-negaƟvidade nas três vias.

2.5 Limite de Branco, Limite de Detecção e Limite de QuanƟficação

Os limites de detecção (LDs) e quanƟficação (LQs) foram calculados a parƟr dos limites 

de branco (LBs) conforme proposto por Armbruster e Pry [49] e sugerido por Caldas et al. [50] 

para métodos de calibração de segunda ordem. Como esses números de mérito foram esƟmados 

a parƟr dos resultados de previsão em vez dos parâmetros do modelo, foi possível obter um único 

resultado geral esƟmaƟva do LD para o método proposto.

LB é a maior concentração aparente do analito esperada ao analisar réplicas de uma amostra livre 

de analito. A Equação 2.1 foi uƟlizada para esƟmar os valores de LB:

𝐿𝐵 𝑦̅̅  = 𝑏 𝑡 + 𝑁−1,95%𝑠(𝑦𝑏)                       (2.1)

𝑦̅onde 𝑏 𝑡 é a média das concentrações previstas para as amostras em branco, 𝑁−1,95% é o valor t para

N-1 𝑠 graus de liberdade com um nível de confiança de 95% e (𝑦𝑏) é o desvio padrão de as 

concentrações previstas para as amostras em branco. Por outro lado, os valores de LD foram 

calculados de acordo com a Equação 2.2:

𝐿𝐷 𝐿𝐵 𝑡 =  + 𝑁−1,95%𝑠(𝑦𝑚𝑖𝑛)                        (2.2)

𝑠onde  (𝑦𝑚𝑖𝑛) é  o  desvio  padrão  das  concentrações  previstas  para  as soluções  nas  quais  a

𝑠concentração do analito era mínima. Neste trabalho, foram esƟmados valores de (𝑦𝑏) com 11 e

𝑠39 graus de liberdade e (𝑦𝑚𝑖𝑛) com 5 e 4 graus de liberdade para amostras de água e  sedimentos,

respecƟvamente. Finalmente, os valores de LQ foram esƟmados em 3,3 × LD.
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3. Resultados e discussão

3.1 Detecção diretamente na membrana e resíduo pós-filtração

Na detecção do sinal de fluorescência do analito suportado na membrana de náilon, é

importante que ao final da EFS não fique depositado material sobre a superİcie da membrana.

Caso contrário pode-se observar uma supressão na intensidade do sinal, visto que esse material

depositado  impede  que  parte  da  radiação  de  excitação  alcance  as  moléculas  adsorvidas  na

membrana, dessa forma, menos moléculas serão excitadas e menos emiƟrão fluorescência,  ou

seja, a emissão de fluorescência é atenuada de forma não reproduơvel, comprometendo assim a

informação quanƟtaƟva (intensidade) da medida. Geralmente em amostras ambientais, materiais

parƟculados  oriundos  da  matéria  orgânica  dissolvida  são reƟdos  pela  membrana,  cuja  função

primária é a filtração. Essa é a principal limitação da técnica de espectroscopia em suporte de

náilon quando aplicada em amostras ambientais mais complexas.

Esse  material  reƟdo  permanece  apenas  na  superİcie  do  filtro  que  ficou  exposta

diretamente  à  solução,  assim,  o  lado  oposto  à  filtração  permanece  visualmente  intacto.  Veja

abaixo na figura 3.1.

Figura 3.1: membrana de náilon após a filtração de água potável. (a) verso da membrana e (b) frente da 

membrana.

Considerando que o analito é adsorvido na membrana e encontra-se distribuído por

toda ela, inclusive no verso da mesma, foi realizada a medição do sinal no verso para verificar se

existe uma quanƟdade mensurável de analito na face oposta. A figura 3.2 mostra os espectros para

25 mL de soluções aquosas de ANT, FEN e FLU com 2, 7 e 30 µg·L-1 respecƟvamente, filtradas em

membranas de náilon e medidas nas duas faces da membrana.

Observou-se que ANT visualmente não possui sinal quando a medida é realizada no

verso da membrana (Fig. 3.2 a, linha azul ponƟlhada), já 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  fluorescência  quando  medido  no  verso  da

membrana, no entanto a intensidade do sinal medido na frente também foi relaƟvamente alta (Fig.

3.2 c).

Figura 3.2: sinal dos analitos na frente e verso da membrana após a filtração de 25,00 mL de solução dos
analitos em água pura e com adição de 3,0 mL de acetonitrila.

Esses resultados condizem com a relação de afinidade desses analitos com o solvente

(água) FLU > FEN > ANT. Assim, ao passar pela membrana a água carrega com mais eficiência

fluoreno, fenantreno e antraceno, respecƟvamente.

Como  o  antraceno  não  apresentou  sinal  mensurável  quando  medido  no  verso  da

membrana,  foi  cogitada  a  possibilidade  de  modificar  a  composição  do  solvente  de  modo  a

aumentar a afinidade do mesmo pelos HPAs. Com um solvente mais apolar se espera um arraste

mais efeƟvo de antraceno e consequentemente o surgimento de sinal no verso da membrana.
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Neste contexto, optou-se por adicionar acetonitrila a solução e foi realizado um experimento para

oƟmizar o volume adicionado em função do aumento da intensidade do sinal dos.

A  figura  3.3  mostra,  para  esses  três  HPAs,  a  relação  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 são representações da intensidade de cada

analito (colunas na matriz do modo A) em cada solução (linhas na matriz do modo A) obƟdos na

fatoração das EEMs dessas soluções pelo algoríƟmo do PARAFAC. Sempre é possível considerar as

variações de escores do modo A como proporcionais a variações de intensidades ao longo de um

mesmo  analito.  No  entanto,  entre  dois  analitos  (colunas  disƟntas  da  matriz  do  modo  A)  as

intensidades não são comparáveis já que os escorem também incluem propriedades ơpicas do

analito como absorbância, rendimento quânƟco e força de oscilador.

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

O volume de acetonitrila escolhido para fazer a adição foi de 3 mL. Na figura 3.2, a

diferença nas intensidades dos sinais dos três HPAs (frente e verso) quando filtrado apenas com

água (em azul) e quando filtrado com adição de 3 mL de acetonitrila (em vermelho) é mostrada.

Com a adição de 3 mL  acetonitrila  no preparo da solução,  o sinal  do ANT diminui

quando medido na  frente  da  membrana  (Fig  3.2  a,  linha  vermelha  conơnua)  por  outro  lado,

                                                                                                                                                                                            42



quando medido no verso apresenta sinal com intensidade equivalente ao medido na frente (Fig 3.2

a, linha vermelha tracejada); a intensidade de fluorescência do FEN com a detecção na frente da

membrana  sofreu  uma  diminuição  significaƟva  (Fig  3.2  b,  linha  vermelha  conơnua),  em

contraparƟda 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

redução de intensidade do sinal com as medições em ambos os lados da membrana (Fig 3.2 c,

linhas vermelhas),  tendo eluído parcialmente com o solvente, porém, permanecendo com uma

intensidade significaƟva quando medido no verso da membrana, por ser o HPA mais solúvel e,

consequentemente, estar em maior concentração.

A  medida espectroscópica  realizada  diretamente  no  verso  da membrana  de náilon

elimina a necessidade da etapa de extração uƟlizada nas técnicas convencionais. As interferências

dos demais  consƟtuintes  da  amostra  são isoladas  em uma série  de etapas onde destaca-se  a

filtração, que separa o que é reƟdo na membrana do que permeia através da mesma. Possíveis

contaminantes solubilizados e que não tenham afinidade pelo náilon eluem com o filtrado sendo

também eliminados da detecção. Os analitos e demais substâncias que possuem afinidade pelo

náilon se distribuem pela membrana inclusive no verso, onde a medida é realizada. A matriz é

simplificada, uma vez que passa a ser apenas náilon e os materiais que nele se adsorvem. Por fim,

a vantagem de segunda ordem do PARAFAC resolve as interferências espectrais desconhecidas ao

proceder da cromatografia virtual.

3.2 Determinação simultânea de ANT, FEN e FLU em água potável

A  água  potável  é  um  Ɵpo  de  amostra  que  apresentou  problema  por  acúmulo  de

resíduo sobre a membrana. Nesse contexto, foi realizado um experimento para a determinação

dos três HPAs (ANT, FEN e FLU) em amostra de água potável por EFS com membrana e detecção na

face da membrana oposta a filtração. Vale ressaltar que foram adicionados 3 mL de acetonitrila em

todos os padrões e amostras, de modo a possibilitar a detecção da fluorescência dos três HPAs no

verso  da  membrana.  A  figura  3.4  mostra  o  espectro  tridimensional  (excitação,  emissão  e

intensidade) dos três 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 três HPAs (d).

Na modelagem pelo PARAFAC, o número de componentes nas amostras foi esƟmado

através do ajuste residual (sfit) que leva em conta o desvio padrão dos resíduos. Para todas as

amostras de água potável o número de componentes esƟmado foi igual a quatro A figura 3.5 é o

gráfico da variação do sfit de uma das amostras de água potável com o número de componentes

no modelo FARAFAC.

Figura 3.5: gráfico do sfit versus o número de componentes para amostras de água potável.
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A deconvolução dos dados com 4 componentes teve como resultado a separação 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 deconvoluídos.

Figura 3.6: perfis do PARAFAC para as amostras de água potável contaminadas com HPAs leves.

Esses perfis espectrais separados matemaƟcamente trazem consigo dados referentes a

intensidade do sinal de cada componente na amostra, assim, cada perfil espectral recuperado da

amostra foi quanƟficado com uso de sua respecƟva curva analíƟca (calibração pseudo-univariada).

Esse procedimento foi realizado individualmente para cada uma das 12 amostras de água potável.

A tabela 3.1 apresenta o desempenho do método na quanƟficação dos analitos em água potável

forƟficada. A tabela 3.2 apresenta parâmetros dos modelos quanƟtaƟvos obƟdos com o PARAFAC.

Os resultados mostram que o método é eficiente para essa aplicação, as recuperações médias dos

três HPAs apresentam valores em torno de 100%.
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Tabela  3.1:  HPAs  em  água  de  torneira  (g·L-1).  Espectros  medidos  no  verso  da  membrana  de  náilon.
Modelos PARAFAC construídos com 4 fatores e centrado na média. As predições são realizadas uma amostra
por vez.

Antraceno Fenantreno Fluoreno

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

1 0,60 0,64 106,7 4,80 5,03 104,8 21,00 21,26 101,2

2 1,00 0,96 96,0 3,20 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 10,20 113,3

4 1,80 1,87 103,9 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 15,17 101,1

7 0,60 0,59 98,3 6,40 6,54 100,2 21,00 20,92 99,6

8 1,00 1,05 105,0 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 96,9 21,00 21,21 101,0

11 0,60 0,60 100,0 4,80 4,85 101,0 27,00 24,70 91,5

12 1,00 1,02 102,0 6,40 6,80 106,3 9,00 10,53 117,0

Tabela 3.2: valores de mérito para a determinação de ANT, FEN e FLU por PARAFAC em amostras de
água potável. Concentração dos analitos em g·L-1

Média dos valores de mérito 
dos modelos (desvio padrão) 
para 4 componentes
CORCONDIA 91,23 (0,32)
Sfit 6,07 (0,14)
Valores de mérito por analito ANT FEN FLU
Faixa de concentração (g·L-1) 0,2-1,0 0,8-4,0 2,0-10,0
RMSEP (g·L-1) 0,029 0,18 0,53
Recuperação Média (desvio 
padrão)

96 (9) 98 (12) 104 (14)

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

* EsƟmado com 39 graus de liberdade e 95% de confiança
** s ymin

 esƟmado com 3 graus de liberdade e 95% de confiança
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Os valores de LD esƟveram consistentemente abaixo dos intervalos de concentração

uƟlizados para o tratamento simultâneo determinação de ANT, FEN e FLU em amostras de água de

torneira. Neste trabalho, os valores de LD e LQ foram esƟmados com os resultados da previsão

[49,50]. Para esƟmar os valores de LD, o soŌware MVC2 usa parâmetros de modelo [51,33,52,53]

para fornecer resultados altamente precisos, mas fornece apenas um valor esƟmado por amostra,

o que não é adequado para a avaliação da precisão e exaƟdão do método proposto.

O tempo de filtração de cada amostra (25 mL) foi de aproximadamente 2,5 minutos. Há

de se  considerar o tempo de  40  minutos para a secagem da membrana entre  a filtração e a

aquisição do espectro.  No entanto, esse é um tempo de espera não compromete a frequência

analíƟca uma vez que outras amostras podem ser filtradas e/ou medidas no decorrer desse tempo.

Mais 2,5 minutos são necessários para a aquisição do espectro tridimensional nas configurações

usadas nesse trabalho. Em um computador de capacidade mediana a modelagem de uma amostra

é realizada em no máximo 15 segundos. Metodologias tradicionais de pré-concentração em fase

sólida  incluem  etapas  de  extração  Soxhlet  que  podem  demorar  até  16  horas,  seguidas  de

determinação cromatográfica cujo tempo de corrida a depender do método também demanda

horas para a realização. [54]

As medições de EEFM realizadas diretamente nas membranas de náilon eliminam a

necessidade de outras etapas de extração.  Interferências espectrais  de outros  consƟtuintes da

amostra são isoladas em poucos passos. Durante a etapa de filtração, alguns sólidos suspensos e

parơculas  materiais  (como  sólidos  orgânicos  dissolvidos)  são  reƟdos  na  face  pressurizada  da

membrana enquanto os analitos se difundem em direção à sua face não pressurizada. Após a

etapa de filtração, a amostra a matriz é reduzida apenas à membrana de náilon e às espécies

adsorvidas  em  sua  superİcie.  Finalmente,  a  vantagem  de  segunda  ordem  do  PARAFAC  pode

discriminar  qualquer  interferente  desconhecido  e  minimizar  seus  efeitos  após  realizar  uma

“microcromatografia” para obter sinais EEFM.

3.3 Determinação simultânea de ANT, FEN e FLU em sedimentos

Sedimentos são matrizes heterogêneas mais complexas que água potável. Diferentes

caracterísƟcas  İsicas,  como  granulometria  e  morfologia  das  parơculas,  e  químicas,  como

composição e teor de matéria orgânica, podem dificultar o desenvolvimento de uma metodologia

aplicável para diferentes Ɵpos de sedimentos.
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Uma aplicação mais ampla da técnica de detecção no verso da membrana foi realizada,

dessa  vez  para  determinação de  HPAs  leves  (ANT,  FEN  e  FLU)  em sedimentos.  Nesse  Ɵpo de

amostra ocorre um acúmulo significaƟvo de material sobre a superİcie da membrana após a EFS,

inviabilizando  assim  a  detecção  na  frente  da  mesma.  Por  outro  lado,  o  verso  da  membrana

apresenta-se visualmente limpo, mesmo variando consideravelmente o Ɵpo de sedimento, dessa

forma, é provável que a mesma curva analíƟca possa ser uƟlizada para quanƟficar o(s) analito(s)

em sedimentos diferentes. Veja na figura 3.7 as faces frontais de membranas após filtração de

quatro sedimentos diferentes.

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

Na etapa de extração, o uso do metanol apresentou um pouco mais de eficiência para

extrair HPAs do sedimento em relação a acetonitrila. Por outro lado, o metanol tem o mesmo

efeito de promover a eluição dos analitos para o verso da membrana. Assim, nessa aplicação foi

uƟlizado  o  metanol  em  subsƟtuição  a  acetonitrila  na  preparação  dos  padrões,  já  que  na

preparação da amostra, o metanol já estaria presente como parte do extrato da amostra.

Quatro  amostras  de  cada  sedimento  da  tabela  2.3  foram  contaminadas  com

concentrações  variadas  de  cada  HPA.  Uma  curva  analíƟca  de  cada  HPA,  preparada  em  água

ultrapura mais 3 mL de metanol (solvente uƟlizado na extração dos sedimentos), foi uƟlizada para

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

uso do PARAFAC, sendo o número de componentes definido pelo ajuste residual (sfit) que indicou

quatro componentes em todas as amostras. A figura 3.8 mostra o gráfico sfit de uma das amostras

de sedimento com a variação do número de componentes no modelo PARAFAC.
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Figura 3.8: valor do sfit versus número de componentes do PARAFAC para uma amostra representaƟva de
extrato de sedimento forƟficado com HPAs leves.

A  deconvolução dos espectros com quatro componentes mostra os perfis  espectrais
dos três HPAs adicionados e mais um quarto perfil  proveniente da composição do sedimento. A
figura 3.9 mostra os perfis dos componentes modelados pelo PARAFAC para o sedimento 3. 

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 emissão provenientes dos sedimentos (bg; cor magenta) apresentaram-se

semelhantes para um mesmo sedimento, porém, em perfis de emissão de diferentes sedimentos

percebe-se diferenças espectrais (figura 3.10).

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

Já com os perfis individuais de cada HPA separados, foi feita a quanƟficação de cada

analito  com  uso  da  curva  analíƟca  correspondente  (calibração  pseudounivariada).  Esse

procedimento foi realizado em todas as 16 amostras de sedimentos, uma por vez. Os resultados

das quanƟficações 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 náilon.
Modelos PARAFAC construídos com 4 fatores e centrado na média. As predições são 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 51,25 102,5 200,02 200,47 100,22 900,10 754,64 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 determinação de ANT, FEN e FLU por PARAFAC em amostras de 
sedimentos. Concentração dos analitos em g·kg-1 de sedimento.
Média dos valores de mérito dos 
modelos (desvio padrão)
CORCONDIA 97,46 (0,46)
Sfit 2,20 (0,04)
Valores de mérito por analito ANT FEN FLU
Faixa de concentração (g·L-1) 30-90 120-360 300-900
RMSEP (g·L-1) 25 110 264
Recuperação Média (desvio padrão) 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

* EsƟmado com 39 graus de liberdade e 95% de confiança
** s ymin

 esƟmado com 3 graus de liberdade e 95% de confiança
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Os  resultados  demonstram  que  a  espectroscopia  de  fluorescência  suportado  em

membrana de náilon e associada com calibração de segunda ordem, em especial PARAFAC, é um

método eficiente para a análise de HPAs leves em sedimentos. Porém, diferentemente da aplicação

do  método  em  água  potável  houve  um  claro  desvio  sistemáƟco  para  valores  menores  de

recuperação (figura 3.11), que em média ficaram em torno de 92%.

Figura 3.11: gráfico de recuperações versus referência (linha vermelha) para o antraceno em água potável
(A) e sedimentos (B).

Essa diminuição da recuperação provavelmente está relacionada à etapa de extração

dos analitos das amostras de sedimento. Esse problema também afeta significaƟvamente a maioria

dos métodos para determinação cromatográfica de analitos semelhantes, que envolvem etapas de

extração e pré-concentração por evaporação do solvente. De modo geral, os órgãos ambientais

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

3.4 Comparação com outros métodos

A  Tabela  4  compara  as  caracterísƟcas  analíƟcas  do  método  usado  nesse  trabalho

(NME-SID-EEFMS-PARAFAC)  com  aquelas  relatadas  em  outros  estudos  [22-27].  Como  esses

estudos relataram métodos  cromatográficos,  eles se concentraram em melhorar  as  etapas  de

sorção  e  pré-concentração.  O  método  proposto  não  requer  a  etapa  de  dessorção,  o  que

economiza tempo. Por outro lado, é importante mencionar que os métodos cromatográficos são

aplicados a um maior número de PAHs, enquanto apenas HPAs leves têm mobilidade em nylon.

Além disso, o náilon pode ser adquirido facilmente. Os resultados indicam que o método proposto

forneceu valores de LD e porcentagens de recuperação comparáveis aos outros métodos.
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Tabela 3.5. Comparação do desempenho de diferentes métodos analíƟcos desƟnados à determinação de
ANT, FEN e FLU em amostras de água potável e sedimentos.

ANT FEN FLU Método
[Referência]

Faixa de concentração
(g·L-1)

0,2-1,0 0,8-4,0 2,0-10,0
NME-SID-EEFMS-

PARAFAC
[este trabalho]

LD (g·L-1) 0,099 0,41 0,69
LQ (g·L-1) 0,33 1,34 2,27

Faixa de recuperação (%) 77-113 83-117 81-132
Faixa de concentração

(g·L-1)
5-200 5-200 5-200

GC-MS
[22]

LD (g·L-1) 1,5 1,5 1,5
LQ (g·L-1) 5,0 5,0 5,0

Faixa de recuperação (%) 78-99 95-117 89-113
Faixa de concentração

(g·L-1)
6,25-100 6,25-100 6,25-100

GC-MS
[23]

LD (g·L-1) 0,15 0,29 0,38
LQ (g·L-1) 0,52 0,96 1,28

Faixa de recuperação (%) 81,9-104 81,9-104 83,6-99,2
Faixa de concentração

(g·L-1)
1,8-2000 0,9-2000 1,6-2000

GC-FID
[24]LD (g·L-1) 0,6 0,3 0,4

LQ (g·L-1) 2,4 2,4 2,4
Faixa de concentração

(g·L-1)
0,2-4000 0,1-4000 0,1-4000 GC-FID

[25]
LD (g·L-1) 0,013 0,010 0,010

Faixa de concentração
(g·L-1)

5,0-125 5,0-125 10,0-125
HPLC-DAD

[26]LD (g·L-1) 1,5 1,5 3,0
LQ (g·L-1) 5,0 5,0 10

Recovery range (%) 91-101 92-107 72-113

CalibraƟon range 4,23-
1000

0,01-1000 4,57-1000
HPLC-FLD

[27]
LD (g·L-1) 1,27 0,004 1,37
LQ (g·L-1) 4,47 0,01 4,23

Recovery range (%) 71-91 79-88 80-87,5
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Capítulo 4
Conclusões
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A adição de 3  mL de acetonitrila  na  preparação de 25  mL de solução de amostra

garanƟu a eluição quanƟtaƟva do antraceno, fenantreno e fluoreno para a face limpa (verso) da

membrana  filtrante  de  náilon.  Volumes  maiores  de  acetonitrila  levam  a  eluição  completa  e

consequente  perda do analito no eluato.  Volumes menores  não permiƟam a transferência  do

antraceno e do fenantreno para o verso da membrana.

Os  escores  do modo A foram efeƟvos como parâmetros  globais  da  intensidade  de

emissão dos analitos isolados, mas medidos em soluções com mistura dos analitos. Isso permiƟu

que  vários  estudos  de  oƟmização  da  intensidade  do  sinal  fossem  feitos  em  paralelo  usando

misturas, evitando o preparo e manipulação de várias soluções por analito. Ressalta-se que o uso

dos escores do modo A como parâmetro de intensidade é apropriado apenas se a comparação é

feita para o mesmo analito ao longo de uma série de amostras, e não entre analitos disƟntos, uma

vez que de uma coluna para outra, os escores do modo A representam escalas independentes.

Um protocolo de misturas para a construção de curvas de calibração para detecção

simultânea usando calibração de segunda ordem foi proposto. Esse protocolo envolve a realização

de três réplicas por ponto da curva de calibração e teste de robustez, já que as réplicas de analito

não são réplicas de interferentes. Explorando a vantagem de segunda ordem, apenas 15 misturas

são necessárias, independente do número de analitos modelados simultaneamente.

A aplicação da técnica de detecção no verso da membrana para a determinação de

HPAs leves em água potável obteve êxito na quanƟficação de ANT, FEN e FLU nas concentrações

em g·L-1 de 0,4 - 2, 0,8 - 7,2 e 6 – 30 respecƟvamente, com recuperações médias em torno de

100% indicando não haver perda dos analitos durante a aplicação do método, o que não seria

possível caso a detecção convencional (realizada na frente da membrana) fosse aplicada devido ao

acúmulo de resíduo sobre a superİcie frontal.

A realização de detecção no verso da membrana não só possibilitou a aplicação da

detecção  na  superİcie  da  membrana  em amostras  consideravelmente  mais  complexas,  como

também se mostrou uma técnica muito versáƟl. Uma única curva analíƟca (preparada em água) de

cada HPA foi uƟlizada para a determinação dos mesmos em 4 extratos sedimento disƟntos, com

concentrações em  g kg-1  de 30-90, 120-360 e 300-900 para ANT, FEN e FLU respecƟvamente.

Além do mais, as recuperações obƟdas para amostras de sedimentos apresentaram média de 92%,

valor adequadamente dentro da faixa aceita pelos órgãos ambientais que varia de 70 a 120 % e

RSD<20%.
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