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Neste trabalho, métodos analiticos utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com ionizacado quimica a pressao atmosférica (LC-APCI-
MS), foram desenvolvidas para a determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos em fracdbes do asfalto. Foram determinados 14 hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), 7 derivados nitrogenados (NHPAs) e 5 derivados
oxigenados (OHPAS). Estes compostos caracterizam-se por possuirem dois ou mais
anéis aromaticos condensados, atividade carcinogénica e mutagénica, e por
estarem amplamente distribuidos como constituintes de misturas complexas em
muitos ambientes. Os parametros da interface de ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) foram otimizados com o objetivo de obter a maior sensibilidade
possivel para todos os compostos. Os limites de detec¢cédo dos métodos variaram de
0,5 a 346,5 pg L™ para os HPAs, 0,1 a 57,3 pg L™ para os NHPAs e 0,1 a 6,6 ug L™
para os OHPAs. J& os limites de quantificacéo ficaram na faixa de 1,7 a 1550 pg L™
para os HPAs, 4,6 a 191 pug L™ para os NHPAs e por fim 0,3 a 8,9 pg L™ para os
OHPAs. Os métodos analiticos desenvolvidos foram aplicados em amostras de
asfalto brasileiro, apds seu fracionamento segundo a ASTM D4124 e o método de
Green. As concentracdes dos HPAs quantificados na amostra variaram de 0,86 a
647 mg Kg*, a concentracdo de NHPAs foi de 9,26 a 2146 mg Kg™ e a presenca de
OHPAs néo foi detectada.
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In this study analytical methods using liquid chromatography coupled to mass
spectrometry with atmospheric pressure chemical ionization (LC-APCI-MS) were
developed for the determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in asphalt
fractions. Fourteen polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) 7 nitrogenated
derivatives (NHPASs) and 5 oxygenated derivatives (OHPAS) were determined. These
compounds are characterized by having two or more condensed aromatic rings, they
have mutagenic and carcinogenic activity, and are widely distributed as constituents
of complex mixtures in many environments. APCI interface parameters were
optimized in order to obtain the highest sensitivity for all compounds. The detection
limits of the methods ranged from 0,5 to 346,5 pug L™* * for PAHs, from 0.1 to 57.3
ngL™* for NHPAs and 0.1 to 6.6 pgL™ for OHPAs. The limits of quantification were in
the range from 1.7 to 1550 pg L™ for PAHSs, from 4.6 to 191 pg L™ for NHPAs and
finally 0.3 to 8.9 pg L™ for OHPAs. The analytical methods developed were applied to
brazilian asphalt samples after their fractionation according to ASTM D4124 and
Green method. The concentration of PAHs in this sample ranged from 0.86 to 647
mg kg™, and NHPAs were 9.26 to 2146 mg kg™, the OPAHs were not detected.
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1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e seus derivados
oxigenados e nitrogenados sdo formados a partir da combustdo incompleta da
matéria organica, queima de combustiveis fosseis e através de reacdes atmosféricas
com espécies oxidativas como ozoénio, radicais hidroxila e nitratos, assim como
fotorreagbes na presenca de radiacao ultravioleta. (WALGRAEVE et al.,2010)

Tanto os HPAs quanto seus derivados nitrogenados e oxigenados estéo
associados ao aumento da incidéncia de diversos tipos de canceres no homem. Os
HPAs ndo sdo mutagénicos diretos, ndo reagem diretamente com o0 DNA,
necessitando sofrer ativacdo metabdlica preliminar para se tornarem capazes de
reagir com o DNA e outras macromoléculas (NETTO et al., 2000). Entretanto, seus
derivados oxigenados e nitrogenados caracterizam-se por possuirem atividade
mutagénica direta e por serem bioacumulativos e carcinogénicos, sendo
considerados mais toxicos para os seres humanos que seus compostos de origem,
0s HPAs. (WALGRAEVE et al.,2010)

Por se tratarem de compostos com alto peso molecular, os HPAs e seus
derivados estdo presentes geralmente nas fracdes pesadas dos derivados de
petréleo, como o ligante asfaltico. (BRANDIT; DE GROOT, 2001)

O ligante asfaltico é obtido a partir da destilacdo do petréleo e é geralmente
utiizado em servicos de pavimentagdo, juntamente com outros componentes
formando uma mistura adequada para resistir as intempeéries.

Por ser uma mistura complexa com uma grande variedade de compostos
organicos, o ligante asfaltico pode ser oxidado quando entra em contato com o ar e
quando aquecido, gerando uma série de gases volateis no meio ambiente. Os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sédo podem ser encontrados em residuos e
volateis emitidos durante o processo de aquecimento do ligante asfaltico.
(FERNANDES et al., 2007)

Alguns estudos revelaram que, embora os niveis de exposicdo dos
profissionais no setor de pavimentacao a estes compostos sejam geralmente baixos,
longos periodos de tempo de exposicdo por inalagio ou mesmo riscos por
contaminacdo da pele, pode causar danos a saude do trabalhador. (FERNANDES et
al., 2007)
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Neste cenario, a determinacdo da presenca dos HPAs e seus derivados na
matriz asfaltica torna-se um parametro importante tanto para a industria
petroquimica quanto para a saude populacional, tendo em vista o potencial
carcinogénico destes compostos.

Muitos métodos sdo descritos na literatura para a determinacdo desta classe
de compostos e seus derivados utilizando técnicas de cromatografia gasosa e
cromatografia liquida com deteccdo por fluorescéncia. No entanto, as técnicas
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas ainda estao
em pleno desenvolvimento. (WALGRAEVE et al.,2010). Outras amostras ambientais
ja foram estudadas a fim de determinar e quantificar a presenca de HPAs e seus
derivados, tais como: material particulado atmosférico, agua, oleo diesel, 6leo de
cozinha, alimentos, etc. Entretanto, a matriz asfaltica ainda € pouco estudada devido

a sua complexidade.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de metodologias analiticas,
utilizando cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de massas, para a
determinacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e seus derivados

nitrogenados e oxigenados em asfalto brasileiro.

2.1  Obijetivos especificos:

* Desenvolver um método para a determinacdo dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos.

» Desenvolver um método para a determinacdo dos derivados
nitrogenados dos HPAs.

» Desenvolver um método para a determinacdo dos derivados
oxigenados dos HPAs.

* Aplicar os métodos desenvolvidos em amostras da fracdo malténica do

asfalto.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e deriv ados oxigenados e

nitrogenados.

O primeiro indicio de carcinogenicidade quimica de produtos de combustéo
organica foi publicado em 1775, quando foi observada uma maior incidéncia de
canceres em pessoas que trabalhavam limpando chaminés. (HAWES; CLARCK;
COLLINS, 1775, apud, NETTO et al., 2000, p.767) Muitos anos depois desta
publicacdo, a carcinogenicidade foi atribuida a presenca de benzo(a)pireno nos
residuos das chaminés. Posteriormente, foi comprovado experimentalmente que
somente a presenca do benzo(a)pireno nédo justificava o dano observado, sendo o
alto potencial carcinogénico atribuido também a presenca de outros membros da
familia dos HPAs e de alguns de seus derivados. (NETTO et al., 2000)

A continuidade dos estudos conduziu a identificacdo de varios processos
industriais e misturas complexas dotados de potencial mutagénico e/ou
carcinogénico atribuido a presenca dos HPASs, tais como: producdo de aluminio,
gaseificacdo de carvao, producdo de coque, producdo de eletrodos de carbono,
betumes (extratos), negro de carvao, exaustdo de motores a diesel exaustdo de
motores a gasolina, 6leo de xisto, entre outras. (NETTO et al., 2000)

A presenca de benzo(a)pireno é considerada por entidades
regulamentadoras, como a Organizacdo Mundial da Saude, um marcador do
potencial carcinogénico dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. (DELGADO-
SABORIT et al., 2011) Estudos toxicolégicos mostraram a associagdo entre a
exposicdo de animais aos HPAs e a toxicidade cardiovascular, toxicidade 0Ossea,
toxicidade reprodutiva, supressao do sistema imunologico e cancer.(COLLINS et al.,
1998) Estudos epidemiolégicos também ressaltam que a evidéncia de cancer,
problemas genéticos, ma formacdo fetal, desordens respiratéria e do sistema
nervoso podem estar ligadas a exposi¢cdo ocupacional a niveis de HPAs. No entanto,
a exposicdo humana a estes compostos é muito variavel pois ocorre sempre frente a
complexas misturas dos mesmos que ndo mantém uma composiGCao constante.
Além disso, os unicos dados toxicologicos disponiveis para avaliar o potencial
carcinogénico individual dos HPAs sao aplicados a animais e os resultados séo
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extrapolados para as doses baixas as quais 0s seres humanos sao expostos. Desta
forma, torna-se dificil avaliar as consequéncias e atribuicdes de cada HPA para a
saude humana. (DELGADO-SABORIT et al., 2011)

Os HPAs séao introduzidos no ambiente por fontes naturais e antropicas. As
principais fontes naturais incluem a queima natural de florestas, as emissdes
vulcénicas e os afloramentos naturais de petréleo (processos petrogénicos). Alguns
organismos tais como bactérias, algas e fungos, também podem produzir
naturalmente HPAs (processos biogénicos). Todavia as fontes naturais sao
insignificantes frente as fontes antrépicas. As fontes antropogénicas de HPAs
geralmente estdo ligadas ao manuseio ou a combustdo incompleta da matéria
organica, especialmente combustiveis fosseis e seus derivados (processos
pirogénicos). Desta forma a exposicdo humana aos HPAs se da principalmente
através da contaminacdo ambiental. (CAVALCANTE et al., 2007)

Algumas propriedades fisico-quimicas dos HPAs descritas no trabalho de
Wang e colaboradores (2009) estdo reproduzidas na tabela 1. Neste estudo o0s
autores ressaltam atraveés das propriedades fisico-quimicas, a capacidade destes
compostos de permanecerem no ambiente devido a sua estabilidade quimica, e
serem transportados para outras localidades através do transporte de particulas
atmosféricas.

Os HPAs apresentam pouca solubilidade em &gua, e em geral sua
solubilidade diminui com o aumento do nimero de anéis aromaticos presentes na
molécula. Demonstram também através de seus coeficientes de particdo
octanol/agua, uma grande afinidade lipofilica que também tende a aumentar de
acordo com o numero de anéis. No entanto, a volatilidade destes compostos diminui
com o aumento do peso molecular, consequientemente, HPAs de peso molecular
mais baixo apresentam maior pressdo de vapor que 0sS mais pesados. Assim 0sS
HPAs podem ser encontrados na atmosfera tanto na fase gasosa quanto adsorvidos
no material particulado. (NETTO et al., 2000)

A formacédo dos derivados oxigenados e nitrogenados dos HPAs ocorre a
partir da combustdo incompleta da matéria organica, queima de combustiveis
fosseis e reacgBes atmosféricas com espécies oxidativas como o0zoénio, radicais
hidroxila e nitratos, assim como fotorreacdes na presenca de radiacdo ultravioleta
(UV). (WALGRAEVE et al.,2010; ZHANG et al., 2011)
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos HPAsptatio de WANG et al. 2009.

Compostos Peso NUumero de Presséo de Log K o/a

Molecular anéis vapor (Pa), (Coeficiente

(g mol ™) 5C octanol/agua)
Naftaleno 128 2 1,66 3,30
Acenatftileno 152 3 0,50 3,60
Acenafteno 154 3 0,60 3,60
Fluoreno 166 3 0,42 4,20
Fenantreno 178 3 0,20 4,50
Antraceno 178 3 0,17 4,50
Fluoranteno 202 4 0,06 5,00
Pireno 202 4 0,05 5,00
Benzo(b)fluorenteno 252 5 5,74x107 6,10
Benzo(k)fluorenteno 252 5 4,47x10°3 5,30
Benzo(a)pireno 252 5 3,85x107 6,10
Benzo(ghi)pireno 276 6 1,31x107 6,60
Dibenzo(a,h)antraceno 276 6 7,69x10™ 6,80
Indeno(1,2,3-cd)pireno 278 6 1,46x107 6,60

Estudos mostram que os HPAs reagem com radicais O3, NOx e OH formando
seus respectivos derivados tanto em ambiente laboratorial quanto em ambiente
natural. (RINGET et al., 2012)

Zhang e colaboradores (2011) sugerem que os derivados oxigenados dos
HPAs sdo mais reativos e oxidantes que os respectivos derivados nitrogenados,
indicando que a nitracdo de oxi-e hidroxi-HPA pode ser a fonte de potencial de
NHPAs (derivados nitrogenados dos HPAs). No entanto, sdo poucos os dados sobre
a nitracdo de oxi-e hidroxi-HPAs, embora estes sejam muito mais mutagénicos e
téxicos do que os HPAs.

Os NHPAs, semelhante aos HPAs, mostram uma série de efeitos
toxicolégicos sobre o crescimento e reproducdo dos seres humanos. (KOBETICOVA
et al., 2008) Varios estudos sobre essa classe de compostos foram efetuados, a fim
de determinar a sua capacidade mutagénica e cancerigena. Entre estes estudos, o

teste de Ames Salmonella evidenciou que os NHPAs sédo geralmente mutagénicos
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diretos e possuem maior potencial mutagénico que seus correspondentes HPAs.
(TOLEDO et al., 2007)

A presenca de 1-nitropireno € um importante indice de agentes cancerigenos
relacionados ao meio ambiente, devido a sua alta concentracdo no meio ambiente e
de sua capacidade mutagénica. (KUO et al., 2003)

Os OHPAs (derivados oxigenados dos HPAs) tém sido correlacionados com a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen
Species), sugerindo que um dos danos causados por estes compostos a saude seja
0 estresse oxidativo. (KNECHT et al.,, 2013) O estresse oxidativo provavelmente
desempenha um papel importante no processo inflamatorio nas células respiratdrias.
Além disso, ROS podem ativar um numero de vias de sinalizacdo e eventos
celulares. Estes efeitos podem provocar ou agravar, problemas de saude, como
envelhecimento, carcinogénese e processos inflamatorios crénicos. (LINTELMANN
et al., 2006)

Na auséncia de dados, muitas propriedades fisico-quimicas dos derivados de
HPAs (tabela 2) sdo estimadas com base em calculos. Quando comparados com 0s
HPAs, os derivados oxigenados possuem maior peso molecular e pressao de vapor
mais baixa. Ja a presenca de um atomo de nitrogénio no anel torna os derivados
nitrogenados mais reativos, sollveis, e conseglentemente mais “moveis” que 0s
HPAs. (WALGRAEVE et al.,2010; ZHANG et al., 2011)

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos NHP@$IPAs. Adaptado de WALGRAEVE et al.,2010.

Compostos Peso Presséao Log K o/a Solubilidade
Molecular  de vapor (Coeficiente em agua
(g mol ™) (Pa, octanol/agua) (mgL ™
25C)
1-Nitronaftaleno 173 6,38x10° 3,32 18
1-Nitropireno 247 4,69
2-Hidroxifluoreno 182 6,15x10™ 3,43 71
9-10- 4
206 1,14x10 4,10 2,70

Fenantrenocarboxialdeido
1-Hidroxipireno 218 3,89x10°® 4,39 3,50
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3.2 Ligante asféltico

O ligante asféltico ou o cimento asféltico de petréleo (CAP) é produzido a
partir do residuo de destilacdo atmosférica e destilacdo o vacuo do Oleo cru de
petrdleo. Sendo geralmente utilizado na pavimentagéo. O ligante asfaltico oxidado é
produzido da mesma maneira, porém sofre a passagem de ar na mistura ainda
quente (220 — 300 T), sendo geralmente utilizado e m aplicacbes de cobertura.
(SCHREINER, 2011)

Muitas vezes outros produtos do processo de refino podem ser adicionados
ao asfalto para que se possam atingir as caracteristicas de desempenho desejadas
tais como: indice de penetracdo, ponto de amolecimento e indice de susceptibilidade
térmica, viscosidade, entre outros. Portanto a exata composi¢cdo quimica da matriz
asféltica depende da complexidade quimica do 6leo cru utilizado e dos produtos
adicionados no processo de fabricacdo do asfalto. (NIOSH, 2000)

O ligante asfaltico € uma complexa mistura de hidrocarbonetos de peso
molecular variando de 500 a 2000, com alto ponto de ebulicdo de aproximadamente
500 € e com numero de carbonos maior que 25. (SCHREINER, 2011) Os
componentes majoritarios do asfalto podem ser separados em asfaltenos e
maltenos. Os asfaltenos sé@o definidos como uma fracao insoltvel no n-heptano. J&
0s maltenos sao constituidos de compostos saturados, compostos aromaticos e
resinas, que sao soluveis no n-heptano. (BOTARO et al., 2006)

Para facilitar o manuseio para pavimentacao ou cobertura (impermeabilizacao
de telhados, por exemplo) o ligante asfaltico é aquecido podendo produzir fumos
compostos por substancias de baixo peso molecular, entre as quais podem estar os
HPASs, e ainda compostos heterociclicos contendo oxigénio, enxofre ou nitrogénio.
Estes fumos podem ser inalados ou se depositar na pele e roupas dos
trabalhadores. (SCHREINER, 2011) Como normalmente a mistura asféltica €&
produzida e compactada a temperaturas altas, maiores que 150 T, a presenca
destes gases poluentes ir4 afetar a qualidade do ar. (RUBIO et al., 2013)

Os trabalhadores envolvidos na preparacdo e aplicacdo do asfalto estéo
vulneraveis a exposicao direta as emissdes asfalticas que contém HPAs. Por mais
gue nao se tenha evidéncias consistentes de tais efeitos nocivos dos HPAs neste
ambiente, ndo se pode excluir o risco carcinogénico destes elementos nestes locais
(NIOSH, 2000).
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Organizacdes reguladoras tém alertado para o0s possiveis efeitos
carcinogénicos dos fumos de asfalto para os seres humanos, porém os dados ainda
sdo insuficientes. Embora existam dados substanciais mostrando o potencial
mutagenico e os danos ao DNA causados pela exposicdo aos fumos de asfalto, as
pesquisas nessa area ainda séo limitadas. (SCHREINER, 2011)

Segundo o Asphalt Institute e a Eurobitume, o principal processo utilizado
para a producao de betumes (principal componente do asfalto, definido como uma
mistura de hidrocarbonetos solavel no bissulfeto de carbono) é a destilacdo a vacuo.
Este processo é capaz de remover HPAs, uma vez que a formacdo destes
compostos requer um processo de pirdlise ou combustao a temperatura superior a
500 €. No entanto, uma pequena quantidade de HPAs ainda permanece no residuo
e em fumos provenientes do asfalto. A tabela 3 apresenta niveis de HPAs
analisados em diversos tipos de betumes e suas respectivas fragbes gasosas
(fumos). A exposicdo ocupacional aos fumos do asfalto é frequentemente
caracterizada por uma fracdo gasosa contendo hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos com 3-6 anéis. (ASPHALT INTITUTE, EUROBITUME, 2011)

Desta forma, este trabalho visa contribuir na avaliacdo da presenca dos HPAs
e seus derivados nas fragdes do ligante asfaltico brasileiro. Para isso trés métodos
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas foram

desenvolvidos.



Tabela 3. Teor de HPAs em betume e fumos de be{&B&HALT INTITUTE, EUROBITUME, 2011)

HPAs HPAs em HPAs em fumos de Betume
betume (mgKg ™) (Mgm ) desvio padrdo
Naftaleno 2,5-3,0 5,5 (8/9)" 2,9
Acnafteno ALD -0,7 3,3 (1/9) 7,8
Acenaftileno NR 3,3 (2/9) 8,5
Fluoreno 0,3-0,5 0,47 (1/9) 0,84
Fenantreno 0,3-7,3 0,82 (2/9) 2,2
Antraceno ALD -2,0 0,063 (1/9) 0,074
Fluoranteno ALD -2,0 0,98 (1/9) 2,6
Pireno 0,2-8,3 NA
Criseno <0,1-11 NA
Benzo(a)antraceno ALD - 3.3 NR
Perileno ALD -39 NR
Benzofluorantenos ALD -1,2 0,65 (1/9) 1,7
Benzo(e)pireno <0,1-13 0,78 91/9) 1,7
Benzo(a)pireno ALD - 4,6 0,16 (1/44) 0,072
Dibenzoantracenos ALD - 3.3 NR
Indeno(1,2,3- ALD -2,4 NR
cd)pireno
Benzo(ghi)pireno <0,1-4,6 NR
Antantreno ALD -0,1 NR
Dibenzo(al)pireno ALD <0,6 NR
Dibenzo(ai)pireno ALD <0,6 NR
Coroneno ALD-1,9 NR

ALD = abaixo do limite de deteccédo

NR = ndo reportado

NA = nédo aplicavel

*Monitoramento da exposicao pessoal em terminagfiearias.
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**Resultado da média aritmética das amostras (oemarde amostras acima do limite de detec¢do/nudero

amostras)
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3.3 Métodos para a determinagcdo de hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos e derivados oxigenados e nitrogenados

Para a determinacdo destes compostos, geralmente sao empregadas
técnicas de cromatografia gasosa com detecgdo por espectrometria de massas, do
inglés Gas Chromatography Coupled Mass Spectrometry (GC-MS), ou cromatografia
liquida, do inglés Liquid Chromatography (LC) com deteccdo por fluorescéncia.
Recentemente algumas metodologias utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas, do inglés Liquid Chromatography coupled Mass
Spectrometry (LC-MS) vém sendo empregadas para determinacdo destes
compostos. (HUTZLER et al.,2011)

Métodos de rotina para a de determinacdo dos HPAs empregam
cromatografia liquida com deteccao por UV (ultravioleta). No entanto, a detecgdo UV
apresenta uma seérie de desvantagens, tais como problemas de seletividade,
limitacbes de sensibilidade, ndo elimina interferéncias da matriz, especialmente em
matrizes complexas. A deteccédo por fluorescéncia € mais seletiva e sensivel do que
a deteccdo por UV, e é atualmente o sistema de deteccdo de escolha na LC,
normalmente com variavel de comprimentos de onda de excitacdo e de emissao.
Entretanto esta técnica apresenta uma desvantagem, pois nem todos os HPAs sao
fluorescentes. (PLAZA-BOLANOS et al., 2010)

Atualmente existem métodos oficiais para a analise de HPAs por GC-MS,
como o EPA 8100. A utilizagdo de GC-MS apresenta varias vantagens em
comparacao a cromatografia liquida com deteccéo por fluorescéncia, principalmente
na sua capacidade de resolucdo. A GC oferece alto poder de resolucdo
cromatografica e MS fornece alta seletividade e informacdes estruturais, permitindo
a determinacdo de HPAs e derivados que apresentam pouca ou nenhuma
fluorescéncia. (PLAZA-BOLANOS et al., 2010)

Por outro lado para substancias termo sensiveis ou compostos que
apresentam baixa pressao de vapor e alta polaridade, a cromatografia gasosa s6
pode ser aplicada apOs derivatizacdo. Neste cenéario, a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas vem sendo aplicada para a determinacéo de
HPAs e seus derivados OHPAs e NHPAs. Esta técnica ndo necessita de

derivatizacdo e ndo apresenta limitacbes para utilizagdo de solventes como a



26

cromatografia gasosa ou a cromatografia liquida com detec¢cdo por fluorescéncia.
(DELHOMME et al., 2008)

Barreto e colaboradores (2007) que desenvolveram uma metodologia para a
determinacdo de NHPAs em fuligem de diesel utilizando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa com ioniza¢do quimica a pressao atmosférica,
do inglés Liquid Chromatography at Atmospheric Pressure Chemical lonization Mass
Spectrometry (LC-APCI-MS). Os NHPAs também foram determinados utilizando
cromatografia liquida capilar com deteccéo por UV, em amostras de agua. (TOLEDO
et al., 2007) Wang e colaboradores (2003) caracterizaram adutos de DNA-HPAs em
tecido pulmonar de camundongos que foram expostos a fumos de asfalto utilizando
cromatografia liquida de nanofluxo acoplada a espectrometria de massas por tempo
de vb6o. Os OHPAs foram determinados em material particulado por Lintelmann e
colaboradores (2006) através de um método desenvolvido e validado de LC-MS/MS.

A cromatografia caracteriza-se por ser um método fisico-quimico de
separacdo dos componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo
desses componentes em duas fases que estdo em contato direto. Uma das fases
permanece estacionaria enquanto a outra se move através dela. Durante a
passagem da fase mével sobre a fase estacionaria, 0s componentes da mistura sao
distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é seletivamente retido
pela fase estacionaria, 0 que resulta em migracbes diferenciais desses
componentes, sendo possivel sua identificacdo e quantificacdo. (COLLINS et al.,
2006)

J& a espectrometria de massas consiste na geracdo de ions organicos ou
inorganicos para que estes possam ser separados segundo sua razao massa/carga.
E uma técnica largamente utilizada para identificacéo, caracterizacio elementar e
quantificacdo de moléculas organicas, inorganicas e biomoléculas. A grande
sensibilidade da técnica faz com que ela seja rotineiramente usada na analise de
substancias em baixa concentragdo, como no caso do doping, controle de qualidade
de alimentos e medicamentos, contaminacdo ambiental, entre muitas outras
aplicacoes. (GROSS, 2011)

No uso do espectrdbmetro de massas quatro etapas Sao nhecessarias:
introducéo da amostra, producédo de ions (fonte), separacéo dos ions (analisador de
massas) e deteccédo dos ions. (SKOOG et al., 2009)
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A combinacdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia e a espectrometria
de massa (LC-MS) € interessante para a andlise de ndo-volateis, polares e / ou
compostos termicamente instaveis. No entanto, em contraste com o acoplamento do
GC-MS, o acoplamento do LC-MS néo foi alcancado com facilidade devido as
dificuldades de combinar o alto fluxo de liquido usado para a separacdo
cromatografica, com a exigéncia de alto vacuo necessario para o espectrébmetro de
massa. (ZIELINSKA, SAMY, 2006)

Desde a década de 70, quando as praticas de espectrometria de massas
comecaram a ser acopladas a cromatografia liquida, as técnicas de introducéo e
lonizagdo da amostra vém sendo desenvolvidas a fim de vencer os limites entre a
fase gasosa de alto vacuo e a fase liquida. Assim ao longo das décadas seguintes,
uma série de fontes de ionizacdo foram desenvolvidas, tais como: Eletro nebulizacéo
do inglés Electrospray lonization (ESI), ionizagdo quimica a pressao atmosférica, do
inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI), fotoionizagdo a pressao
atmosférica, do inglés Atmospheric Pressure Photo lonization (APPI), fonte de
bombardeamento com atomos rapidos, do inglés Fast Atom Bombardment (FAB),
dessorcédo - ionizacao a laser assistida por matriz, do inglés Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI), entre outras. (BOSCO, 2010)

Como a ionizacdo dos compostos a serem analisados é o principal requisito
para analise por espectrometria de massas, a escolha da fonte mais adequada € de
suma importancia para o sucesso do método a ser desenvolvido. Neste caso devem
ser avaliadas as propriedades quimicas e fisico-quimicas dos compostos, como:
polaridade, pressdo de vapor, e potencial de ionizagao, para que se possa escolher
a fonte de ions mais adequada. Somente a partir da formacéo de ions gasosos do
analito sera possivel a analise por espectrometria de massas. O espectro de massas
obtido para esta espécie molecular dependera fortemente do método utilizado para a
formacao dos ions. (SKOOG et al., 2009)

Métodos utilizando LC-MS também tém sido aplicados em matrizes
ambientais ou bioldgicas para determinacdo de HPAs e derivados. Devido ao carater
ndo-polar destes compostos, a fonte APCI e APPI sdo as técnicas de ionizagcdo mais
aplicadas. (PLAZA-BOLARNOS et al., 2010) A APCI apresenta boas condi¢es para
deteccdo de compostos apolares e boa tolerancia a mudancgas experimentais como
variacdo da fase moével e gradiente, suportando fluxos altos de até 2 mL/min.

(ARDREY, 2003) APCI consiste na ionizagdo da amostra usando uma descarga
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corona (descarga elétrica em um gas, o qual circunda um condutor com um
potencial elétrico suficientemente elevado para que o campo elétrico ao seu redor
seja capaz de ionizar 0 gas.) a pressao atmosférica. APPI é a ionizagcdo quimica a
pressdo atmosférica na qual os ions reagentes sdo gerados por fotoionizacao,
ionizacado de um atomo ou molécula por um féton. (VESSECCHI et al., 2011)

A figura 1 mostra a representacdo esqueméatica da fonte de ionizagdo APCI. O
efluente da cromatografia passa através de um nebulizador pneumatico, gerando
pequenas goticulas. O spray assim formado passa entdo através de uma regiao
aguecida onde é seco. As espécies neutras, agora em fase gasosa, passam por
uma agulha corona e recebem uma descarga elétrica, que promove a ionizacdo do
analito. O mecanismo de ionizacdo dos compostos de interesse baseia-se em um
processo onde o0 solvente atua como um gas reagente ionizado que ioniza o analito
através de colisbes, transferéncia de carga ou transferéncia de um proton. (GROSS,
2011)

- Ty
Efluente _iﬂ Nebulizador
cromatografico ]

/\ Vaporizador

2= LJ
e | " SIS Capilar
| ——

Agulha b
Corona

Zona APCI /~d—h—

Gas de secagem

. A

Figura 1. Viséo geral da fonte APCI.
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A APCI é classificada como uma fonte mole que permite a preservacao do ion
molecular do analito. Além disso, se aplica a compostos de baixa a moderada
polaridade como os HPAs e seus derivados. (ARDREY, 2003)

Apos a formacéo dos ions estes devem ser dispersos segundo sua razéo
massa carga pelo analisador de massas. Existem atualmente muitos modelos de
analisadores de massa tais como: analisador por tempo de v6o do inglés time of
flight (TOF), quadrupolo, setor magnético, armadilha de ions (lon trap), e
transformada de Fourier. O quadrupolo é o analisador de massa mais comum. Ele é
composto de quatro hastes metdlicas paralelas sobre as quais se aplica um
potencial elétrico oscilante de radiofrequéncia. O campo elétrico estabelece
trajetorias complexas para os ions quando eles migram através do quadrupolo em
direcéo ao detector, permitindo apenas que ions de determinada massa/carga (m/z)
alcancem o transdutor. (GROSS, 2011)

Em um instrumento triplo quadrupolo (figura 2) para obter-se maior
seletividade, deve-se fazer uso do monitoramento seletivo de ions, do inglés
Selected lon Monitoring (SIM). Neste modo de operacgéo os analisadores de massas
estdo ajustados para monitorar apenas alguns poucos valores de m/z. (HARRIS,
2005)

Configuragao triplo quadrupolo

Qo Q1 Q2 Q3

Quadrupolo 1 Quadrupolo 2
Célula de coliséao

L —|

Figura 2. Configuracao de um espectrometro de nmepsaquadrupolo

A seletividade e a razdo sinal/ruido podem ser expressivamente melhoradas
pelo monitoramento seletivo de reacdes, do inglés Multiple Reaction Monitoring

(MRM), neste modo de operagcao o quadrupolo Q1 permite a passagem de apenas
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um ion precursor para o quadrupolo Q2 também chamado de célula de coliséo.
Nesta célula de coliséo, o ion precursor colide com moléculas de N, e se fragmenta
formando ions produto. O quadrupolo Q3 permite que apenas determinados ions
produto atinjam o detector. (HARRIS, 2005)

O modo MRM é extremamente seletivo para o analito de interesse e permite o
monitoramento de mais de um ion precursor e mais de um ion produto. (HARRIS,
2005)

Assim, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
apresenta como principal vantagem a identificacdo confiavel de compostos. Como a
cromatografia utiliza apenas o tempo de retencdo para a identificacdo e
quantificacdo de compostos, em misturas complexas podemos observar
interferéncias da matriz no tempo de retencdo do analito bem como compostos
interferentes que apresentem o mesmo tempo de retencdo do componente de
interesse. Com a combinacdo da espectrometria de massas a esta técnica é
possivel realizar uma identificacdo definitva do composto uma vez que a
determinacao deste baseia-se ndo apenas em suas caracteristicas de retencdo, mas
também em seu espectro de massas. (ARDREY, 2003) Tendo em vista tais
vantagens, esta técnica foi escolhida para quantificar os HPAs e seus derivados em
amostras de asfalto.

3.4  Processo de validacdo metodoldgica

Segundo o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia), a validacdo tem como objetivo confirmar que os métodos sé&o
apropriados para o uso pretendido. (INMETRO, 2010) Para a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) a validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
especificidade, linearidade, intervalo, preciséo, sensibilidade, limite de quantificacao,
e exatiddo, adequados a analise. (ANVISA, 2003) Assim sendo, a validacdo de um
método é um processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica
e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. (RIBANI et al.,
2004)

Os parametros que normalmente sao avaliados consistem em:
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Linearidade: A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicacédo. (RIBANI et al., 2004, p.773)

A linearidade pode ser observada pelos coeficientes de correlacédo linear (r) e
coeficiente de determinacéo (r%). Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressdo. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o
INMETRO um valor acima de 0,90. (RIBANI et al., 2004)

Faixa de trabalho: Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de
concentragbes do analito ou valores no qual o método pode ser aplicado. Todo
experimento de determinacdo da faixa de trabalho é iniciado pela escolha de uma
faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o
ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que
possivel, se situar no centro da faixa de trabalho. (INMETRO, 2010)

Limite de determinacdo (LD): Representa a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental. O LD pode ser
calculado a partir do método sinal ruido da seguinte maneira (equagéo 1):

LD=3xS /b (1)

Onde S ¢é a estimativa do desvio padréo do branco e b é o coeficiente angular
(inclinacdo) da curva analitica. (RIBANI et al., 2004)

Limite de quantificacdo (LQ): Representa a menor concentracdo da
substancia em analise que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental.

Da mesma forma que o LD, o LQ pode ser calculado a partir do método sinal
ruido (equacao 2): (RIBANI et al., 2004)

LQ =10x S/b (2)
Precisdo: A precisao representa a dispersdo de resultados entre ensaios

independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou

padrdes, sob condi¢Oes definidas. Este parametro pode ser expresso pela estimativa
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do desvio padrdo relativo (DPR) também conhecido como coeficiente de variacdo
(CV)
O desvio padrdo relativo (DPR), pode ser calculado da seguinte forma

(equacéao 3):

DPR = DP/ CMD x 100 (3)

Sendo: DP o desvio-padrdo; CMD a concentracdo média determinada de uma
amostra sintética. (INMETRO, 2010; RIBANI et al., 2004)

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método. (ANVISA, 2003)

Exatiddo: A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito
como verdadeiro. (INMETRO, 2010; RIBANI et al., 2004)

A exatiddo € calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenga porcentual entre as
médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca. A
exatiddo € expressa pela relacdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente (equacao 4): (ANVISA,
2003)

~ Concentragao da medida experimental
EXATIDAO = x100 (4)

Concentracgao tedrica

Tais parametros foram avaliados neste trabalho para garantir que as
metodologias propostas atendam os requisitos necessarios para sua aplicacdo em

amostras de asfalto.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacdo, Reagentes e Solucdes

Para a determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e seus
derivados através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas,
utilizou-se o cromatografo Agilent Technologies 1260 Infinity com injecdo automatica
e o detector de massas Agilent Technologies 6430 Triplo quadrupolo.

A coluna cromatografica utilizada para determinagdo de HPAs foi uma coluna
Varian modelo Pursuit 3 PAH 4,6 x 100 mm e 3 um de tamanho de particula. Para a
determinacdo dos derivados nitrogenados utilizou-se uma coluna marca Poroshell
modelo 120 EC-C18 3.0 x 50 mm e 2,7 yum, e para determinacdo dos derivados
oxigenados fez-se uso de uma coluna Zorbax modelo SB-C18 2,1 x 50 mm e 1,8
pm.

Os solventes utilizados foram acetonitrila grau LC-MS e metanol grau LC-MS
Chromasolv. Os padrdes dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e derivados
foram adquiridos das marcas Fluka e Sigma-Aldrich.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e derivados nitrogenados e
oxigenados determinados através das metodologias desenvolvidas foram:

HPAs:

v Naftaleno

v Acenaftileno
v Acenafteno

v Antraceno

4 Fenantreno
4 Benzo(b)fluoranteno
4 Benzo(k)fluoranteno

4 Indeno(1,2,3-cd)pireno

v Dibenzo(a,h)antraceno



NHPAsS:

OHPAs:

v

Fluoreno
Fluoranteno
Benzo(a)pireno
Pireno

Benzo(ghi)pireno

1-Nitronaftaleno
1-Nitropireno
Phenazina
9-Nitroantraceno
2-Nitrofluoreno
Acridina

Quinolina

2-Naftol
2-Hidroxifluoreno

1-Hidroxipireno

9-Fenantreno carboxialdeido

9-10-Antraquinona
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Primeiramente preparou-se uma solugao concentrada de cada um dos HPAs

a partir da dissolucao ou diluicdo do padrao de cada um dos compostos em metanol,

obtendo-se as seguintes concentracdes descritas na tabela 4.
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Tabela 4. Concentracdes das solu¢des de cada uRPdts

HPAs Concentracdo da Solucdo (mg L %)
Pireno 200
Benzo(a)pireno 150

Benzo(ghi)pireno 20

Dibenzo(a,h)antraceno 2720
Antraceno 1100
Benzo(b)fluoranteno 5680
Benzo(k)fluoranteno 2470
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 1200
Fenantreno 2060
Fluoreno 1760
Acenatftileno 1510
Acenafteno 1530
Naftaleno 200
Fluoranteno 2452

A partir da diluicdo das solugdes presentes na tabela 4 obteve-se uma mistura
denominada solucdo estoque A dos HPAs, com as seguintes concentragdes (tabela
5)
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Tabela 5. Concentracao da solugéo estoque (A) 8dsH

HPAs Concentragao da Solugéo estoque
(mgL™)
Pireno 2
Benzo(a)pireno 2
Benzo(ghi)pireno 2
Dibenzo(a,h)antraceno 5
Antraceno S
Benzo(b)fluoranteno 100
Benzo(k)fluoranteno 100
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 20
Fenantreno 20
Fluoreno 50
Acenatftileno 100
Acenafteno 100
Naftaleno 50
Fluoranteno 500

Da mesma forma procedeu-se o preparo de solugbes concentradas de cada
um do NHPAs (tabela 6):

Tabela 6. Concentracdes das solugdes de cada uNHRAs.

NHPAs Concentracdo da solucdo (mgL %)
1-Nitronaftaleno 2900
1-Nitropireno 1800
2-Nitrofluoreno 1610
9-Nitroantraceno 1600
Phenazina 2000
Acridina 1700
Quinolina 2450

Diluindo-se essa solugdo concentrada, preparou-se uma mistura denominada

solucédo estoque B com as seguintes conentragdes: acridina, quinolina e phenazina
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na concentracdo de 50 mg L*; 1-nitronaftaleno, 1-nitropireno, 2-nitrofluoreno, 9-
nitroantraceno na concentracdo de 100 mg L™.

Novamente preparou-se padrdes individuais de cada um dos OHPAs, como o
que ja havia sido feito para os HPAs e NHPAs. Assim obtiveram-se as seguintes

concentracdes para os OHPAs. (tabela 7)

Tabela 7. Concentracdes das solucdes de cada ubHiAs.

OHPAs Concentracéo da solucdo (mgL ™)
2-Natftol 2110
2-Hidroxifluoreno 1670
9-10-Antraquinona 950
1-Hidroxipireno 1630
9-Fenantrenocarboxialdeido 2090

A partir da diluicdo destas solugcbes apresentadas na tabela 7, preparou-se
uma mistura denominada solucdo estoque C, com as concentracdes apresentadas

na tabela 8.

Tabela 8. Concentracao da solugéo estoque (C) OHPAs

OHPAs Concentracéo da solucdo (mgL ™)
2-Natftol 50
2-Hidroxifluoreno 50
9-10-Antraquinona 25
1-Hidroxipireno 10
9-Fenantrenocarboxialdeido 10

4.2  Desenvolvimento e Otimizagdo dos Métodos
4.2.1. Desenvolvimento da metodologia para determinacdo de HPAs
Apés a preparacdo das solugbes padrao descritas no item 4.1 iniciou-se o

desenvolvimento da metodologia, através da injecdo individual de cada um dos

compostos diretamente no espectrometro de massas. Assim, foi possivel obter o
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espectro de cada padrdo e também otimizar os parametros do espectrometro de
massas, a energia do fragmentor e a energia da célula de colisdo. Em seguida
injetou-se a mistura dos 14 HPAs (solucédo estoque A) a fim de obter-se o perfil de
massas de uma amostra sintética, contendo o conjunto dos HPAs estudados.

Como HPAs sdo compostos que possuem baixa polaridade, precisam ser
convertidos em ions para que possam ser detectados no espectrémetro de massas.
Para isso utilizou-se a fonte de ions APCI. As condi¢des da fonte foram otimizadas

testando-se o0s seguintes parametros apresentados na tabela 9.

Tabela 9. Pardmetros testados para otimizacaont AP Cl para os HPAs.

Parametros testados Faixa de variagéo testada
Temperatura de vaporizagao () 150, 200 e 250
Temperatura do gas de secagem () 300, 325 e 350
Presséo do nebulizador (psi) 20,30e 60
Fluxo de gas (L min™) 5,8, 10, 12
Voltagem do capilar (V) 2500, 3000, 3500 e 4000
Descarga da agulha corona (HA) 4,8,10

Tais parametros foram testados para a mistura dos 14 HPAS, pois a fonte de
ions deve ionizar todos o0s compostos simultaneamente, uma vez que seus
parametros ndo podem ser alterados durante a corrida. Assim, injetou-se 20 pL da
solucdo estoque A diretamente no espectrometro de massas. Os valores de
temperaturas, fluxos, pressdo, voltagem e descarga da agulha corona foram
limitados pelo equipamento (valor maximo suportado pelo equipamento). Foram
realizadas injecfes variando um dos parametros e mantendo os demais fixos, assim
pode-se observar uma melhora no sinal.

Apbs a otimizagdo dos parametros da fonte, injetou-se na coluna cada padrao
dos HPAs na concentracédo de 10 mg L™, afim de verificar o tempo de retencéo de
cada um dos compostos. Desta forma optou-se por uma eluicdo por gradiente. Este
consistia inicialmente em 80% metanol/agua, atingindo em 9 minutos 90% e 9,5
minutos 100% metanol que permaneceu nesta concentragdo até o final da corrida

em 23 minutos, sob fluxo 0,8 mL min® e volume de injecdo de 20 pL. Para
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reequilibrar o sistema ao final da analise utilizou-se um tempo de 7 minutos. O perfil

do gradiente de eluicédo esta apresentado na figura 3.
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Figura 3. Gradiente de eluicdo dos HPAs.

4.2.2. Desenvolvimento da metodologia para determinacdo de NHPAs

Assim como no desenvolvimento da metodologia do item 4.2.1, para a
otimizacado da metodologia para a determinacdo dos NHPAs, inicialmente injetou-se
individualmente cada uma das solu¢des dos NHPAs diretamente no espectrémetro
de massa, obtendo-se assim o0 espectro de cada padrdao e também as melhores
condicbes para os parametros do espectrometro de massas, como: a energia do
fragmentor e a energia da célula de colisdo. Em seguida injetou-se uma mistura dos
sete NHPAs (solucdo estoque B) para obter o perfil de massas de uma amostra
sintética.

Como se tratam de compostos derivados dos HPAs, estes possuem baixa
polaridade, e também precisam ser convertidos em ions para que possam ser
detectados. Assim utilizou-se novamente a fonte de ions APCI. As condicbes da
fonte foram otimizadas para os 7 NHPAs através da injecdo de 20 pL da solucéo
estoque B diretamente no espectrometro de massas, avaliando-se 0s seguintes

parametros descritos na tabela 10.
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Tabela 10. Par&dmetros testados para otimizacamnta APCI para os NHPAs.

Parametros testados Faixa de variacao testada
Temperatura de vaporizagao () 150, 200 e 250
Temperatura do gas de secagem () 200, 250, 300 e 350
Presséo do nebulizador (psi) 20,30e 40
Fluxo de gas (L min™) 5,8, 10, 13
Voltagem do capilar (V) 2000, 2500, 3000 e 3500
Descarga da agulha corona (LA) 4,8, 10

Assim como para os HPAs, os valores de cada parametro testado foram
limitados pelo equipamento. As condi¢cdes da fonte foram otimizadas para que se
obtivesse a melhor resposta possivel para todos os compostos, pois 0s parametros
nao podem ser alterados durante a corrida. As injecOes foram realizadas variando
um dos parametros e mantendo os demais fixos.

Com os parametros da fonte ja otimizados, injetou-se na coluna cada um dos
NHPAs na concentracdo de 10 mg L™, verificando o tempo de retencdo dos
compostos. Com o intuito de reduzir o tempo de analise optou-se por uma eluicéo
por gradiente (figura 4). A condicdo inicial estabelecida foi de 60% metanol/agua
durante 1 minuto, e em 2 minutos 100% metanol até o final da corrida em 4.5
minutos. O fluxo de andlise foi 0,6 mL min™ e o volume de injecao foi 10 pL. O tempo

de reequilibrio do sistema foi de 4 minutos.
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Figura 4. Gradiente de eluicdo dos NHPAs.
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4.2.3. Desenvolvimento da metodologia para determinacdo de OHPAS

Para o desenvolvimento da metodologia para determinacdo dos OHPAs,
injetou-se individualmente cada uma das solu¢cbes dos OHPAs diretamente no
espectrometro de massa, e em seguida injetou-se a mistura contendo os 5
compostos (solucdo estoque C). Desta forma obteve-se o perfil de massa de cada
composto e de uma amostra sintética, como o que foi obtido anteriormente para os
HPAs e NHPAs. A partir destas injecdes foi possivel determinar também as
melhores condi¢cdes para os parametros do espectrometro de massas, como: a
energia do fragmentor e a energia da célula de colisdo.

Os OHPAs sao compostos que também possuem baixa polaridade, e
precisam ser convertidos em ions para que possam ser detectados, assim mais uma
vez utilizou-se a fonte de ions APCI. As condi¢des da fonte foram otimizadas para os
5 OHPAs através da injecdo de 20 pL da solugdo estoque C diretamente no

espectrometro de massas, avaliando-se os parametros descritos na tabela 11.

Tabela 11. Paradmetros testados para otimizacaontea APCI para os OHPAs.

Parametros testados Faixa de variacao testada
Temperatura de vaporizagao () 175, 200, 225 e 250
Temperatura do gas de secagem () 200, 250, 300, 325 e 350

Presséo do nebulizador (psi) 20,30 e 60
Fluxo de gas (L min™) 5,8, 10, e 13
Voltagem do capilar (V) 2000, 2500, 3000 e 3500
Descarga da agulha corona (LA) 4,6,8,e10

Como j& citado nos itens 4.2.1 e 4.2.2 os valores de cada parametro testado
foram limitados pelo equipamento. As injecdes foram realizadas variando um dos
parametros e mantendo os demais fixos

De posse destes resultados, iniciou-se o desenvolvimento do método
cromatografico para os OHPAs. Através da injecdo individual de 5 mg L™ de cada
um dos compostos, avaliou-se seus respectivos tempos de retengéo e optou-se por
uma eluicdo isocratica. A metodologia proposta consistiu na eluigdo com 60% de

metanol/agua sob um fluxo de 0,5 ml min™, e um volume de injecdo de 5 pL.
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4.3 Validag&o das metodologias desenvolvidas

Para verificar a linearidade do meétodo fez-se uso da regressao linear
determinada pelo método dos minimos quadrados, com base em um ensaio da
resposta do equipamento em funcdo da concentracdo. Preparou-se a partir das
solugdes estoque A, B e C solugdes de diferentes concentragcbes para cada classe
de compostos estudada e obteve-se a relacao entre o sinal medido e a concentracéo
de cada composto. Em seguida preparou-se uma curva analitica a partir da diluicéo
das solucdes estoque, e determinou-se a faixa de trabalho (tabela 12).

O LD e LQ foram calculados a partir do método sinal ruido.

Para realizar o ensaio de precisdo foram preparadas amostras sintéticas a
partir da diluicdo das solucdes estoque A, B e C em metanol, com concentracbes
conhecidas que estavam situadas no limite inferior, meio e limite superior da curva
analitica. Foi avaliada a preciséo intra-dia (3 medida realizadas no mesmo dia) e
inter-dia (3 medidas realizadas em um intervalo de 3 dias).

A exatiddo foi avaliada a partir da adicdo de padrdo ao metanol, em
concentracbes que estavam situadas no limite inferior, meio e limite superior da

curva analitica, como ja citado para o ensaio de precisao.



Tabela 12. Niveis de concentracao dos HPAs, NHP@EIBASs na faixa de trabalho (curva analitica).

HPAs, NHPAs e Niveis de concentracéo da faixa de trabalho (mgL %)
OHPAs P1 P2 P3 P4 P5 P6
Naftaleno 0,25 0,5 1 2,5 5 10
Acenatftileno 0,5 1 2 5 10 20
Acenafteno 0,5 1 2 5 10 20
Antraceno 0,025 0,05 0,1 0,25 0,5 1
Fluoranteno 2,5 5 10 25 50 100
Pireno 0,01 0,02 0,04 0,1 0,2 0,4
Fluoreno 0,25 0,5 1 2,5 5 10
Benzo(b)fluoranteno 0,5 1 2 5 10 20
Benzo(k)fluoranteno 0,5 1 2 5 10 20
Benzo(a)pireno 0,01 0,02 0,04 0,1 0,2 0,4
Benzo(ghi)pireno 0,01 0,02 0,04 0,1 0,2 0,4
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,1 0,2 0,4 1 2 4
Dibenzo(ah)antraceno 0,025 0,05 0,1 0,25 0,5 1
Fenantreno 0,1 0,2 0,4 1 2 4
Fenazina 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5 1
Acridina 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5 1
Quinolina 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5 1
1-Nitronaftaleno 0,5 1 5 10 20 30
2-Nitrofluoreno 0,3 0,6 3 6 12 18
9-Nitroantraceno 0,5 1 5 10 20 30
1-Nitropireno 0,05 0,1 0,5 1,0 2 3
2-Natftol 0,1 0,25 0,5 1,0 2,5
2-Hidroxifluoreno 0,1 0,25 0,5 1,0 2,5 5
9-10-Antraquinona 0,05 0,125 0,25 0,5 1,25 2,5
1-Hidroxipireno 0,02 0,05 0,1 0,2 0,5 1
9-Fenantreno-
0,02 0,05 0,1 0,2 0,5 1

carboxialdeido
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4.4  Preparacdo das amostras

Para determinacdo dos HPAs e seus derivados, a amostra de asfalto
fornecida pela Petrobras foi fracionada, a partir da ASTM D4124, em maltenos e
asfaltenos seguida pela separacdo das fracdes &cida, basica, e neutra a partir do
método de Green (GREEN et al, 1993). A uma aliquota destas fracdes foram
adicionadas quantidades conhecidas das solucdes estoque A B e C dos HPAs,
NHPAs e OHPAs com o intuito de avaliar a exatiddo do método através de ensaios
de recuperagéo.

As fracdes &cida e bésica foram diluidas 50 vezes em metanol, filtradas em
filtros de PTFE 0,22 um e em seguida injetadas.

A fracdo neutra foi preparada a partir da secagem de 2 mL da fracdo em
rotaevaporador, e em seguida redissolvida em 1 mL de diclorometano. Essa nova
solucdo da fracdo neutra foi diluida 10 vezes em metanol, duplamente filtrada em
filtros de PTFE 0,22 um e injetada.

O fluxograma da figura 5 mostra resumidamente o preparo das amostras.

Amostra de asfalto 2,487 g

| | | » | ASTM 4124
Asfaltenos Maltenos 2,282 g
[ ] . | Método de Green
| L
Fragdo acida 0,09g diluida em 20 mL| Fragdo neutra 1,842 g diluida em 40 Fragdo Basica 0,217 g diluida em 20
de tolueno mL de tolueno mL de tolueno

2 mL da fragdo foram resuspendidos
em 1mL de diclorometano, entdo
diluido em 10x em metanol. A
solugdo foi duplamente filtrada em
filtro de PTFE 0,22 pm e injetada.

Diluida 50x em metanol, filtrada em
filtro de PTFE 0,22 pm e injetada.

Diluida 50x em metanol, filtrada em
filtro de PTFE 0,22 pm e injetada.

Figura 5 Fluxograma do preparo das amos
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Métodos desenvolvidos:

5.1.1. Método para determinacdo de HPAs

Avaliou-se primeiramente a possibilidade do monitoramento seletivo de
reacbes (MRM) para cada composto através da espectrometria de massas
sequencial. Contudo, como a estrutura quimica de cada um destes compostos é
muito estavel, composta por cadeias aromaticas condensadas, estes apresentam
ligacbes C-C muito fortes que dificilmente sofrem quebras. (COULING et al, 2010)
Desta forma optou-se por monitorar a massa do ion molecular de cada composto
através do monitoramento seletivo de ions (SIM).

Assim determinou-se a melhor condicdo dos parametros do espectrometro de
massas, que operou no modo positivo com os seguintes valores de [M+H]" e de

energia do fragmentor para cada um dos 14 HPAs (tabela 13).

Tabela 13Parémetros do espectrOmetrcmassas para os 14 HPAs.

Composto Férmula Férmula [M+H]® Energia do
Estrutural molecular Fragmentor
V)
Fluoreno Ci3H1o 167.1 210
Acenaftileno . C1oHsg 153.1 200
Acenafteno C1oH1o 155.1 111
Naftaleno | S CioHs 129.1 190
P
Fenantreno /N Cy4H 181.1 142
<7—<\>_<h> 147112

Antraceno CCC] Ci4H10 179.1 132




Fluoranteno )
O
o/
Pireno S
‘ij\g)
Benzo(b)fluoranteno )
Benzo(k)fluoranteno [/’\ . /<:;
| :
STy
Benzo(a)pireno NN
A
Benzo(ghi)pil’eno ‘

Dibenzo(a,h)antraceno O

Indeno(1,2,3-cd)pireno l/]'i\l

CisH10

CisH1o0

CooH12

CooH12

CooH12

CooHi1o

CooHia

CooH12

203.1

203.1

253.1

253.1

253.1

277.1

279.1

277.1

132

128

143

128

143

148

153

168
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A melhor condicdo de operagdo da fonte foi verificada através da otimizacao

dos parametros ja citados no item 4.2. Os resultados estdo apresentados nas figuras

6,7,8,9, 10, 11, e na tabela 14.
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Figura 6. Variacdo da area do sinal do conjuntoHi®ds em fungdo da temperatura do vaporizador niraras

mantidos fixos: temperatura do gas 325 °C, fluxg@e5 L min-1, nebulizador 60 psi, voltagem dalaa@500
V e descarga da corona 4 pA
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Figura 7. Variacdo da area do sinal do conjunto ldB&s em funcdo da temperatura do gas de secagem.

Parametros mantidos fixos: temperatura do vapasiz@80 °C, fluxo de gas 5 L miin nebulizador 60 psi,
voltagem do capilar 2500 V e descarga da corond.4 u

Uma vez que a ionizagdo do analito na fonte APCI ocorre em fase gasosa €
importante garantir a secagem e vaporizacdo do solvente para que se consiga uma
melhor resposta no equipamento. (GROSS, 2011)

Observou-se uma significativa dependéncia entre o fluxo proveniente da
coluna cromatografica com a temperatura do gas de secagem e temperatura de

vaporizacdo. Tais parametros ficaram estabelecidos em 300 e 250 <
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respectivamente (figuras 6 e 7) para que o fluxo de 0,8 ml min™ pudesse ser seco e
vaporizado.
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Figura 8.Variacao da area do sinal do conjunto dos HPAs wmé&o da pressao do nebulizador. Parametros

mantidos fixos: temperatura do gas 300 °C, tempexato vaporizador 250 °C, fluxo de gés 5 L fivoltagem
do capilar 2500 V e descarga da corona 4 pA.
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Figura 9 Variacdo da area do sinal do conjuntotti®as em funcéo do fluxo de gas. Parametros mantixios:

temperatura do gas 300 °C, temperatura do vapanizas0 °C, pressdo do nebulizador 20 psi, voltagem
capilar 2500 V e descarga da corona 4 pA.

A pressdo do nebulizador esta diretamente ligada a formacdo de um spray
passivel de ser seco e ionizado através da descarga da agulha corona. O fluxo de

gas também ira ajudar a secagem deste spray. Foi verificado um decréscimo do
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sinal com o aumento dos valores evidenciando a condicdo ideal de 8 L min™ e 20
psi. (figuras 8 e 9)
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Figura 10.Variacdo da area do sinal do conjunto dos HPAs emao da voltagem do capilar. Pardmetros

mantidos fixos: temperatura do gas 300 °C, tempeato vaporizador 250 °C, pressdo do nebulizaflgrs?
fluxo de gas 8 L mit e descarga da corona 4 pA.
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Figura 11Variacao da area do sinal do conjunto dos HPAswao da descarga da agulha corona. Parametros

mantidos fixos: temperatura do gas 300 °C, tempexato vaporizador 250 °C, pressédo do nebulizaBqrs?,
fluxo de gas 8 L min e voltagem do capilar 3000 V.

A descarga da agulha corona por sua vez esta relacionada diretamente com a
formacdo de ions do analito, quanto maior a descarga maior 0 grau de ionizacao

observado através do aumento do sinal. Smith e colaboradores (2009) mostram que
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os HPAs possuem uma alta energia de ionizagdo, sendo necessario o uso de
dopantes para a determinagdo dos mesmos utilizando a fonte APPI. O fato de os
HPAs apresentarem tais potenciais de ionizacdo justificaria a necessidade da
aplicacado de uma significativa descarga da corona de 10 pA (figura 11). A voltagem
do capilar determina a entrada dos ions no espectrometro de massa, sendo a
voltagem ideal para os HPAs de 3000 V (figura 12). Assim os ions formados
descreverdo uma trajetéria estavel direto para o espectrémetro.

A condicéo final de operacao da fonte esta demonstrada na tabela 14.

Tabela 14. Pardmetros otimizados para a fonte AR os HPAs.

Parametros da fonte Condicao otimizada
Temperatura de vaporizagéo () 250
Temperatura do Gas () 300
Presséo do nebulizador (psi) 20
Fluxo de gas (L min™) 8
Voltagem do capilar (V) 3000
Descarga da Corona (MA) 10

ApoOs a otimizacdo da fonte obteve-se o perfil de massas de uma amostra
sintética (Figura 12) a partir da injecdo da mistura dos padrdes dos 14 HPAs. Este
perfil tem por finalidade indicar qualitativamente a possivel presenca de HPAs,
através da comparacao dos espectros de massa do padréo e da amostra.
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+APC| Scan (0.119-0.127 min, 3 Scans) Frag=150.0V TestePAHS_scan0008.d

HPAs e suas respectivas m/z
Naftaleno 129,1
Acenaftileno 153,2
Acenafteno 155,1

Fluoreno 167,1

Fenantreno 180,1
Fluoranteno 203,1

Pireno 203,1
Benzo(b)fluoranteno 253,1
Benzo(k)fluoranteno 253,1
Benzo(a)pireno 253,1
Benzo{ghi)pireno 277,1
Indeno(1,2,3-cd)pireno 277,1
Dibenzo(a,h)antraceno 273,1
Antraceno179,1

””MH'HI‘ ‘I\\\.‘lm‘ |\ ‘H

18}.1 251

211

1652

2743

125 130 136 140 145 150 156 160 185 170 175 180 185 180 185 200 205 210 215 220 226 230 235 240 245 250 2656 260

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

265 270 275 280 285 290 295 300

Figura 12. Espectro de massas de uma amostraicant& HPAs. Fonte de ions: temperatura do gas’Gp0
temperatura do vaporizador 250 °C, fluxo de gasrit*, nebulizador 20 psi, voltagem do capilar 3000 V e
descarga da corona 10 pA. Volume de injecédo 20 pL.

O resultado da aplicacdo do gradiente desenvolvido e otimizagcdo da fonte

esta demonstrado no cromatograma indicado na figura 13.
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Figura 13. Cromatograma da separacédo do padrds BiEés. Coluna Pursuit 3 PAH 4,6 x 100 mm e 3 um.
Fase mével 80% Metanol/agua, em 9 minutos 90% enfhGtos 100%. Fluxo 0,8 mL niire volume de injecéo
de 20 pL.

Analisando o cromatograma obtido € possivel verificar 3 co-eluicdes, uma
entre o fluoreno e o acenaftileno, outra entre o naftaleno e o acenafteno e por fim
uma terceira co-eluicdo entre o dibenzo(a,h)antraceno e o benzo(ghi)pireno. Os
picos que co-eluem possuem o0 mesmo tempo de retencdo, porém razdo massa
carga (m/z) diferente. Como o analisador esta operando no modo SIM, este
consegue eliminar a interferéncia de um composto na deteccédo do outro, pois 0s
valores de m/z monitorados sédo selecionados para representar o composto alvo.
Assim o0 espectrometro de massas detecta uma m/z por vez. (GROSS, 2011) Isto
pode ser verificado na figura 14, onde se encontram 0s cromatogramas extraidos
para cada m/z. Quanto aos isébaros como, por exemplo, o fluoranteno e o pireno,
estes foram separados pela cromatografia, para que né&o interferissem um na

deteccéo do outro.
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Figura 14. Cromatograma extraido do padrao 3 pda m/z dos HPAs monitorada.

5.1.2. Método para determinacdo de NHPAs

Como foi descrito no item 5.1.1, avaliou-se a possibilidade do monitoramento
seletivo de reacdes (MRM) para os NHPAs. Os compostos que possuem um
grupamento NO; ligado as suas estruturas aromaticas (1-nitronaftaleno, 1-
nitropireno, 9-nitroantraceno e 2-nitrofluoreno) apresentaram quebras significativas,
perdendo de mais de uma unidade de massa, com boa intensidade de sinal para o
ion precursor e para o ion produto. Contudo 0s compostos que possuem um

heteroatomo de N em sua estrutura aromatica (quinolina, acridina e fenazina) nao
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apresentaram quebras significativas, com pouca intensidade de sinal para os ions
produto. Como o analisador ndo pode operar no modo MRM e modo SIM ao mesmo
tempo, optou-se pelo monitoramento no modo SIM, pois este consegue detectar
todos os compostos com boa sensibilidade.

Assim a melhor condicdo dos parametros do espectrometro de massas foi a
deteccdo no modo positivo com os seguintes valores de [M+H]" e de energia do

fragmentor para os 7 NHPAs (tabela 15).

Tabela 15Parametros do espectrometro de massas paraldP A<

Composto Formula Formula [M+H]* Energia do
Estrutural molecular Fragmentor
V)
1-Nitronaftaleno NO, C10H7NO> 174.1 88
3
o
1-Nitropireno NO2 C16HoNO> 248.1 93
9-Nitroantraceno NO. C14H9NO2 224.1 75
2-Nitrofluoreno 7N == C13H9NO, 212.1 98
=
= v TNO2

Phenazina @ij C1oHsN> 181.1 161
N./

Acridina Ci3HoN 180.1 176
N/

Quinolina @\/j CoH7N 130.1 176
N

Y

N

O mesmo estudo realizado para os HPAs foi repetido para seus derivados
nitrogenados. Assim foi possivel otimizar os parametros da fonte para os NHPAs,

que estao apresentados nas figuras 15, 16, 17, 18, 19, 20 e tabela 16.
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Figura 15. Variacdo da area do sinal do conjunte N6IPAs em funcdo da temperatura do vaporizador.

Parametros mantidos fixos: temperatura do gas @28uixo de gas 5 L mily nebulizador 60 psi, voltagem do
capilar 2500 V e descarga da corona 4pA.
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Figura 16 Variacdo da area do sinal do conjunto Md®As em funcdo da temperatura do gas. Parametros

mantidos fixos: temperatura do vaporizador 250 fi@o de gas 5 L min, nebulizador 60 psi, voltagem do
capilar 2500 V e descarga da corona 4 pA.
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Figura 177Variacdo da area do sinal do conjunto dos NHPAd$ustéo do fluxo de gas. Parametros mantidos

fixos: temperatura do vaporizador 250 °C, tempeaatio gas 300 °C, presséo do nebulizador 20 pkagem
do capilar 2500 V e descarga da corona 4 pA.

Os resultados agora obtidos para esta classe de compostos revelam a
necessidade de utilizar além de temperaturas altas para o gas de secagem e
vaporizador (300 e 250 T respectivamente) um fluxo alto do gas de secagem de 13
L min™, como podemos observar nas figuras 15, 16 e 17. Isso ocorre em virtude do
maior teor de agua (40%) proveniente do sistema cromatogréfico, o qual dificulta a

secagem do aerossol formado, sendo necessario um maior volume de gas de
aguecido.
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Figura 188Variacado da area do sinal do conjunto dos NHPA$umigéo da pressao do nebulizador. Parametros

mantidos fixos: temperatura do vaporizador 250té@peratura do gas 300 °C, fluxo de gas 5L miunltagem
do capilar 2500 V e descarga da corona 4 pA.
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Figura 19.Variacdo da area do sinal do conjunto dos NHPASflegao da voltagem do capilar. Parametros

mantidos fixos: temperatura do vaporizador 250té@peratura do gas 300 °C, presséo do nebulizaipsi2
fluxo de gas 13 L mihe descarga da corona 4 pA.
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Figura 20.Variagdo da area do sinal do conjunto dos NHPAsfemgdo da descarga da agulha corona.
Parametros mantidos fixos: temperatura do vapaiz&b0 °C, temperatura do gas 300 °C, pressdo do
nebulizador 20 psi, fluxo de gas 13 L fhia voltagem do capilar 3500 V.

A pressao ideal do nebulizador foi de 20 psi (figura 18). Novamente foi
necessaria uma significativa descarga da corona de 10 pA, pois quanto maior a
energia aplicada ao sistema maior o numero de ions formados, maior o sinal
observado (figura 20). A voltagem do capilar ficou estabelecida em 3500 V (figura
19).

A tabela 16 apresenta os parametros otimizados para a operacéo da fonte.

Tabela 16. Pardmetros otimizados para a fonte AR os NHPAs.

Parametros da fonte Condicao otimizada
Temperatura de vaporizagéo () 250
Temperatura do Gas () 300
Presséo do nebulizador (psi) 20
Fluxo de gas (L min™) 13
Voltagem do capilar (V) 3500
Descarga da Corona (LA) 10

Anélogo ao item 5.1.1, obteve-se 0 espectro de massas da mistura dos

padrées dos 7 NHPAs, gerando o perfil de massas de uma amostra sintética. (Figura
21)
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Figura 21. Espectro de massas de uma amostraicantit NHPAs Fonte de ions: temperatura do gas°Gp0
temperatura do vaporizador 250 °C, fluxo de ga& b@n™, nebulizador 20 psi, voltagem do capilar 3500 V e
descarga da corona 10 pA. Volume de injecédo 20 pL.

Aplicando a metodologia desenvolvida obteve-se o cromatograma indicado na

figura 22.

xios [FTicsm

Quinolina
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Acridina
1-MNitronaftaleno
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Counts vs. Acguisition Time {min)
Figura 22. Cromatograma da separacdodo padrao MHiBAs. Colunal20 EC-C18 3,0 x 50 mm e 2,7 um. Fase
moével 60% Metanol/agua até 1 minuto, em 2 minu@i¥4 Metanol. Fluxo 0,6 mL mihe o volume de injecéo
10 pL.
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Observando o cromatograma de separacdo dos NHPAs é possivel identificar
uma baixa resolucdo entre os picos 2 (fenazina) e 3 (acridina), e os picos 5 (2-
nitrofluoreno) e 6 (9-nitroantraceno). Esta baixa resolucdo € contornada pelo
espectrometro de massas da mesma forma com que as co-eluicbes dos HPAs no
item 5.1.1, pois a fenazina possui m/z diferente da acridina, assim como o 2-
nitrofluoreno possui m/z diferente do 9-nitroantraceno. Com o analisador operando
no modo SIM, este consegue eliminar a interferéncia de um composto na detecgao

do outro (figura 23).
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T 1-Nitropireno

+ S

o
x104 |+ SIM(224.10000) SIM_P4_3.d
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. <L
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_f’\/ f
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Figura 23. Cromatograma extraido do padréo 4 mata m/z dos NHPAs monitorada.
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Método para determinacéo de OHPAs
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Para a determinacdo dos OHPAs foi realizado o monitoramento seletivo de

reacoes (MRM), uma vez que todos o0s compostos apresentaram quebras

significativas, com uma boa intensidade para os ions precursores e ions produtos.

Neste caso foi preciso otimizar além da energia do fragmentor a energia da

célula de colisdo para cada um dos compostos. Também foi preciso determinar a

massa do ion produto a ser monitorado para cada OHPA. Os dados obtidos para

estes parametros estao relatados na tabela 17.

Tabela 17. Parametros do esppdmetro de massas para osHPAs.

Composto Férmula Energia  Energia do fon fon
(férmula Estrutural dacélula Fragmentor  Precursor produto
molecular) de colisdo (V) [M+H]*
CE (eV)
2-Naftol OH 18 91 145.1 127.1
(C10H,0OH)
2- N 18 91 183.1 165.1
%OH
Hidroxifluoreno
(C13H100)
1-Hidroxipireno 6 OH 20 132 219.1 201.1
oty
9-10-Antraquinona 0 20 107 209.1 153.1
oy LI
0
9-Fenantrenocar- 10 96 207.1 179.1

boxialdeido

(C15H100)
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O mesmo estudo realizado nos itens 5.1.1 e 5.1.2 foi repetido para os OHPAs.

Os parametros otimizados da fonte APCI para os OHPAs estdo apresentados nas
figuras 24, 25, 26, 27, 28, 29 e tabela 18.
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Figura 24.Variagcdo da area do sinal do conjunto dos OHPAsfeméao da temperatura do vaporizador.

Parametros mantidos fixos: temperatura do gas @28uixo de gas 5 L mily nebulizador 60 psi, voltagem do
capilar 2500 V e descarga da corona 4pA.
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Figura 25.Variacdo da area do sinal do conjunto dos OHPASempdo da temperatura do gas. Parametros

mantidos fixos: temperatura do vaporizador 250 fi@xo de gas 5 L min, nebulizador 60 psi voltagem do
capilar 2500 V e descarga da corona 4 JA.
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Figura 266Variacao da area do sinal do conjunto dos OHPA$uaigao do fluxo de gas. Parametros mantidos

fixos: temperatura do vaporizador 250 °C, tempesatio gas 300 °C, pressao do nebulizador 20 pkagem
do capilar 2500 V e descarga da corona 4 pA.

Observando os dados otimizados da fonte para a determinacdo dos OHPAS,
percebemos novamente a necessidade de secar o eluato composto por 40% de
agua. Os valores da temperatura do vaporizador, gas de secagem e fluxo de gas em
250, 250 C e 13 L min* respectivamente (figuras 24, 25, e 26) demonstram isso.
Contudo, observamos um decaimento do sinal quando é aumentada a temperatura

do gas de secagem (figura 25), o que nos leva a inferir que estes compostos podem
sofrer alguma degradacéo térmica.
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Figura 277Variacdo da area do sinal do conjunto dos OHPA$ueigéio da presséo do nebulizador. Parametros

mantidos fixos: temperatura do vaporizador 250té@peratura do gas 300 °C, fluxo de gas 5 L'minltagem
do capilar 2500 V e descarga da corona 4 pA.
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Figura 28.Variacdo da area do sinal do conjunto dos OHPAdwmao da voltagem do capilar. Parametros

mantidos fixos: temperatura do vaporizador 250té@\peratura do gas 300 °C, pressédo do nebulizadpsi
fluxo de gas 13 L mihe descarga da corona 4 pA.
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Figura 29.Variacdo da area do sinal do conjunto dos OHPAsfemé&o da descarga da agulha corona.
Parédmetros mantidos fixos: temperatura do vapasiz&b0 °C, temperatura do gas 300 °C, pressdo do
nebulizador 20 psi, fluxo de gas 13 L fhia voltagem do capilar 3500 V.

A pressao do nebulizador novamente foi de 20 psi (figura 27). A descarga da
corona de 10 pA (figura 29), e a voltagem do capilar ficou estabelecida em 3000 V
(figura 28).

Os parametros otimizados para operacdo da fonte para determinacdo dos
OHPAs podem ser verificados na tabela 18.

Tabela 18. Pardmetros otimizados para a fonte AR os OHPAs.

Parametros da fonte Condicao otimizada
Temperatura de vaporizacéo () 250
Temperatura do Gas () 250
Pressao do nebulizador (psi) 20
Fluxo de gas (L min™) 13
Voltagem do capilar (V) 3000
Descarga da Corona (HA) 10

Conforme o que ja foi descrito no item 5.1.1 e 5.1.2, obteve-se o espectro de
massas da mistura dos padrdes dos 5 OHPASs, gerando o perfil de massas de uma
amostra sintética. (figura 30)
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Figura 30. Espectro de massas de uma amostraiGntiet OHPAs Fonte de ions: temperatura do gas @50
temperatura do vaporizador 250 °C, fluxo de ga& h3in™, nebulizador 20psi, voltagem do capilar 3000 V e
descarga da corona 10 pA. Volume de injecdo 10uL

Aplicando-se o0 método cromatografico desenvolvido para os OHPAs

alcancou-se a separacao apresentada na figura 31.
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Figura 31. Cromatograma da separacéo do padrée 8BAs. Zorbax modelo SB-C18 2,1 x 50 mm e 1,8 um.
Fase mével 60% Metanol/agua. Fluxo 0,5 mL fréno volume de injecéo 5 L.

Examinando o cromatograma obtido, podemos observar uma baixa resolucao
entre os picos 4 (1-hidroxipireno) e 5 (9-fenantrenocarboxialdeido), no entanto o
espectrometro de massas corrige esta interferéncia de maneira analoga ao que foi
citado nos itens 5.1.1 e 5.1.2. Neste caso o analisador esta operando no modo
MRM, e esta monitorando a massa do ion precursor e ion produto de cada
composto, desta forma ele distingue o sinal de cada analito, pois o 1- hidroxipireno
possui ion precursor e ion produto diferente do 9-fenantrenocarboxialdeido (figura
32). Neste modo de operacdo, compostos de mesma massa podem co-eluir no
mesmo pico desde que seus ions produto possuam razao massa carga diferentes.
(GROSS, 2011)
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Figura 32. Cromatograma extraido do padrao 5 @ada m/z dos OHPAs monitorada

5.2 Validacdo dos métodos desenvolvidos
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Apos o desenvolvimento dos métodos para determinacdo dos HPAs e seus

derivados desenvolvidos, os mesmos foram validados e o0s resultados estao

apresentados nas tabelas 19, 20, 21, e 22.

Analisando os resultados de validagdo obtidos, € possivel verificar através

dos coeficientes de correlacéo linear (r) uma boa linearidade dos métodos uma vez

gue estes valores estdo muito proximos a 1. O INMETRO recomenda um coeficiente

de correlagdo de no minimo 0,90 e a ANVISA de no minimo 0,99, assim os valores
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apresentados pelos métodos atendem as exigéncias dos dois O6rgaos
regulamentadores. Tais valores ainda ressaltam uma correlagdo linear elevada.
(BRITO et al, 2003) Além disso, os métodos apresentam uma ampla faixa linear, de
mais de uma ordem de grandeza.

Os métodos obtiveram limites de deteccéo e quantificacdo satisfatorios muitos
na faixa de partes por bilhdo (ppb). Apenas o composto fluoranteno apresentou
limites de deteccdo e quantificacdo mais altos, devido a sua menor sensibilidade e
dificuldade de ionizacédo. Os trés meétodos apresentaram uma boa precisao intra dia
e inter dia, pois os valores de DPR estdo dentro de um limite aceitavel, pois a
concentragcdo analisada estava na faixa de ppb a ppm e os métodos analisam tracos
ou impurezas. Nessas condi¢cdes sao aceitos DPR de até 20%, dependendo da
complexidade da amostra. (BRITO et al, 2003; RIBANI et al., 2004) Os resultados de
recuperacdo para avaliar a exatiddo da medida, também mostraram-se satisfatérios
pois os valores obtidos encontram-se dentro de uma faixa aceitavel de 80 a 110 %
para os niveis de concentracéo estudados.(BRITO et al, 2003; LISTER, 2005)



Tabela 19. Pardmetros analiticos do método deseadueglara a determinacélms HPAs.
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Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Antraceno Fluoranteno Pireno Fluoreno
Preciséo intra dia 1,65 0,68 0,47 0,67 2,10 0,84 0,49
(DPR %)
Preciséo inter dia 3,18 1,32 2,32 1,92 4,59 3,24 1,19
(DPR %)
Exatidao 81,97 a 95,44% 84,75 a 99,47% 85,65 a 99,18% 89,35 a 97,80% 80,55 a 99,58% 85,70 a 96,70% 84,86 a 95,42%
(recuperacéo%o)
Faixa linear 0,05 -50 0,005 - 50 0,05 -50 0,002 — 50 0.5-100 0,002 - 50 0,05 - 50
(mg L™
Faixa de trabalho 0,25-10 0,5-20 0,5-20 0,025-1 2,5-100 0,01 -0,4; 0,25-10
(mg L™
LD (mg L™ 0,0104 0,0035 0,0387 0,0016 0,3465 0,0005 0,0049
LQ (mg L™ 0,0347 0,0115 0,1290 0,0053 1,5497 0,0017 0,0162
coeficiente de 0,999 0,990 0,999 0,999 0,998 0,999 0,999
correlacao linear
(r)
Coeficiente de 0,998 0,998 0,997 0,997 0,995 0,997 0,998
determinacéo (rz)




Tabela 20. Pardmetros analiticos do método deseaduegiara a determinacélms HPAs.
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Benzo(b) Benzo(k) Benzo(a) Benzo(ghi) Indeno(1,2,3 -c,d) Dibenzo(a,h) Fenantreno
fluoranteno fluoranteno Pireno Pireno pireno antraceno
Precisdo intra dia 1,36 0,92 0,60 0,63 0,65 3,14 0,58
(DPR%)
Precisdo inter dia 10,36 3,78 2,01 2,31 11,22 7,02 3,78
(DPR%)
Exatidao 86,77 a 96,22 84,44 a 98,42% 106,39 a 83,33 a2 91,54% 80,60 a293,87% 96,51 a114,86% 81,28 a 105,06%
(recuperacéo%o) 109,62%
Faixa linear 0,05 -50 0,05 -50 0,002 - 50 0,002 - 50 0,005 - 50 0,05 - 50 0,01 - 50
(mg L™
Faixa de trabalho 0,5-20 0,5-20 0,01 - 0,4, 0,01 - 0,4, 01-4 0,025-1 01-4
(mg L™
LD (mg L™ 0,0371 0,0666 0,0007 0,0050 0,0049 0,0370 0,0013
LQ (mg L™ 0,1238 0,2219 0,0023 0,0166 0,0163 0,1234 0,0044
coeficiente de 0,999 0,998 0,999 0,999 0,998 0,995 0,999
correlacao linear
(1)
Coeficiente de 0,997 0,996 0,997 0,997 0,995 0,999 0,997

determinacéo (rz)




Tabela 21. Pardmetros analiticos do método deseaduoglara a determinacélms NHPAs.

72

Fenazina Acridina Quinolina 1-Nitronaftaleno 2-Nitrofluoreno 9-Nitroantraceno 1-Nitropireno
Preciséo intra dia 0,21 0,46 0,20 2,68 0,94 1,57 0,68
(DPR%)
Precisdo inter dia 2,81 8,76 11,42 14,89 11,10 5,96 1,60
(DPR%)
Exatiddo 86,23 a 108,36 82,90 a 104,24 83,22 a 102,09 96,54 a 98,72 96,24 a 100,93 100,93 a 106,48 100,46 a 113,62
(recuperacéo %)
Faixa linear 0,005 - 1,00 0,005 - 1,00 0,005 - 1,00 0,5-30 0,3-25 0,3-25 0,02 - 10
(mg L)
Faixa de trabalho 0,005-1,0 0,005-1,0 0,005-1,0 0,5-30 0,3-18 0,3-18 0,05-3,0
(mg L")
LD (mgL™) 0,0001 0,0002 0,0014 0,0333 0,0185 0,0573 0,0027
LQ (mgL™) 0,0005 0,0005 0,0046 0,1111 0,0616 0,1911 0,0091
coeficiente de 0,999 0,995 0,998 0,999 0,999 0,999 0,998
correlacao linear
(1)
Coeficiente de 0,998 0,990 0,997 0,998 0,999 0,999 0,997

determinacéo (r2)




Tabela 22. Pardmetros analiticos do método desadugdara a determinac@ims OHPAs.
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2-Naftol 2-Hidroxifluoreno 9-10-Antraquinona 1-Hidroxipireno 9-Fenantrenocarboxialdeido
Preciséo intra dia 1,44 5,84 0,74 0,95 0,87
(DPR%b)
Precisdo inter dia 13,20 16,12 3,30 3,26 3,11
(DPR%)
Exatidéo 90,97 a 99,56 87,29 a 99,64 83,17 a 104,51 98,45 a 101,08 98,06 a 100,50
(recuperacéo %)
Faixa linear (mg L™) 0,05-5,0 0,05-5,0 0,025-2,5 0,01-1,0 0,01-1,0
Faixa de trabalho 0,1-5,0 0,1-5,0 0,05-2,5 0,02-1,0 0,02-1,0
(mg L)
LD (mg L™ 0,0020 0,0004 0,0027 0,0001 0,0009
LQ (mg L™ 0,0066 0,0013 0,0089 0,0003 0,0030
coeficiente de 0,996 0,997 0,995 0,996 0,996
correlacao linear (r)
Coeficiente de 0,993 0,995 0,990 0,992 0,993

determinaco (%)
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5.3 Aplicacdo na amostra de asfalto:

ApoOs a validacdo dos métodos desenvolvidos, estes foram utilizados para
analise de uma amostra de asfalto fracionada. Esta amostra foi fracionada em
maltenos e asfaltenos, e a fracdo malténica foi analisada por ser constituida de
hidrocarbonetos de menor peso molecular soliveis em n-heptano. Esta fracdo pode
ser separada em resinas, 6leo de petrdleo saturado e Oleos aromaticos. (LINS et al,
2008) Sendo assim, € grande a probabilidade de os HPAs e seus derivados se
encontrarem nesta fracao.

As fracOes acida e béasica foram diluidas em metanol, pois este foi o solvente
utilizado como fase movel na cromatografia. Quanto a fragcdo neutra, por possuir
uma matriz mais complexa, foi ressuspendida em diclorometano ja que os HPAs e
derivados sdo sollveis e tem boa afinidade por este solvente (SILVA et al, 2006).
Uma vez que os compostos estdo solubilizados em diclorometano, podem ser
posteriormente diluidos em metanol, enquanto compostos mais apolares e resinas
presentes na matriz ndo serdo sollveis em metanol e irdo precipitar. Desta forma
através da dupla filtrac@o é possivel eliminar tais interferéncias da matriz.

A concentracédo de HPAs nas fracBes variou de 0,053 mg L™ a 40,24 mg L™
com o desvio padréo relativo variando de 0,55 a 16,07 %. As figuras 33, 34, e 35
mostram o0s cromatogramas obtidos para as fragcdes acida, basica e neutra dos

maltenos e as respectivas adi¢coes de padrao (Spike).
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Figura 33. Cromatograma dos HPAs obtido para frac#ia e fragdo acida + spike.
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Figura 34. Cromatograma dos HPAs obtido para @@rdgsica e fragdo basica + Spike
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Figura 35. Cromatograma dos HPAs obtido para @@ragutra e fracdo neutra + Spike.

E possivel identificar alguns picos no cromatograma que podem corresponder
aos HPAs, desta forma extraindo o cromatograma para cada massa monitorada no
modo SIM, podemos confirmar a presenca dos HPAs através do tempo de retencéo
e m/z, identificando qualitativo e quantitativamente 0S compostos na amostra
analisada. (figuras 36, 37, 38)
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Figura 36.Cromatograma extraido da fracdo acida gaala m/z dos HPAs monitorada.
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Figura 37. Cromatograma extraido da fragao basica gada m/z dos HPAs monitorada.
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Figura 38. Cromatograma extraido da fracdo neuatra gada m/z dos HPAs monitorada.
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Podemos identificar a presenca de antraceno na fragdo basica, fluoreno na

fracdo &cida, e na fracdo neutra, fluoreno, antraceno, pireno, benzo(b)fluoranteno,



79

benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e benzo(ghi)pireno. Observa-se uma maior
quantidade de HPAs na fragdo neutra, o que se justifica devido ao carater apolar
destes compostos. Outro dado interessante € a presenca de benzo(a)pireno, um
marcador toxicologico. A presenca deste composto mostra um possivel potencial
carcinogénico desta matriz.

As tabelas 23, 24 e 25 apresentam a concentracdo de cada um dos HPAs,
nas fracbes analisadas bem como a recuperacdo do padrdo de cada composto
adicionado a fracdo. Podemos verificar um desvio padrédo aceitavel inferior a 20%
para todos os compostos e recuperacdes satisfatorias dentro da faixa de 80 a 120 %
para todos 0s compostos



80

Tabela 23. Resultados da determinacao e ensaiesuageracdo de cada um dos HPAs na fracdo maltgnicg).

Fluoreno Acenaftileno Naftaleno Acenafteno Fenantr eno
Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec Conc. DPR Rec.
(mgL?d ) (%) (mgLh) (%) (%) (mgLy) ) %) (mgLhH (%) (). (MgL?) (%) (%)

F.A* 11,171 2,73 -
Spike FA 030 062 10596 048 0,65 10363 009 1600 9801 039 3,98 97,13 012 257 105,65
F.B*
Spike F.B 028 645 100,79 090 2,14 101,39 014 1160 109,10 038 4,67 9475 012 045 108,09
F.N* 053 7,20
Spike FN 1,67 329 8326 160 1,70 8850 0,78 519 9695 180 1,09 9946 077 038 84,17

Tabela 234. Resultados da determinacao e ensaresg@eracao de cada um dos HPAs na fracao maltémic 3).

Antraceno Fluoranteno Pireno Benzo(b)fluoranteno B enzo(k)fluoranteno
Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec.
(mgLlh) (%) (%) (mgLh) %) (%) (mgLh) @) (%) (mgL?) (%) (%) (mgLh) (%) (%)

F.A*

Spike FA 003 313 9252 255 315 8901 0,009 1469 10048 0,82 7,67 91,75 038 1,72 94,57
F.B* 098 086 -
Spike B 0,03 1,12 9112 262 955 9142 001 959 9552 046 061 11524 041 284 10155
F.N* 0,07 16,07 - 018 055 -~ 4024 7,65 - 1,33 11,84 -
Spike FN 0,11 2,87 117,44 16,588 0,85 8294 009 1247 11504 367 9,13 9168 323 084 80,79




Tabela 245. Resultados da determinacao e ensares@eracao de cada um dos HPAs na fracao maltémic 3).
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Benzo(a)pireno Benzo(ghi)pireno Dibenzo(a,h)antrace  no Indeno(1,2,3-cd)pireno
Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec.
(mgLy) () () (mgLh) (%) () (mgLY) (%) )  (mgLh) (%) (%)
Spike F.A 0,008 156 97,83 0,008 0,60 98,33 0,02 3,09 97,29 0,07 6,01 90,32
F.B*
Spike F.B 0,009 1,37 93,14 0,009 0,55 96,64 0,02 3,41 102,51 0,08 156 9841
F.N* 0,82 1,91 0,05 6,75
Spike F.N 0,08 4,32 91,10 0,07 0,60 90,09 0,17 2,60 84,42 0,35 1,84 104,44

* FA = Fragdo acida

FB = Fracao basica

FN = Frac&o neutra
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A concentragdo de NHPAs nas fracdes variou de 0,49 a 156 mg L™ com o
desvio padrdo variando de 0,78 a 18,46 %. Os cromatogramas obtidos para cada
uma das fracbes e suas respectivas adicoes de padrédo estdo apresentados nas
figuras 39, 40 e 41.
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Figura 39. Cromatograma dos NHPAs obtido paragafraécida e fragdo acida + Spike.



83

A
5
L
T
s
3]
0
u
g
]
I
i
b

Amostra frag%o basica

Amostra frag3o basica +
Spike

oi£88. 8835

Quinolina
Fenazina

=}
o

Acridina
1-Nitronaftaleno

Q000 _ 0000 ~-dd

2-Nitrofluoreno
9-Nitroantraceno
1-Nitropireno

N RERE

L0000 0000
PR vl

oo

0.52-

2000 0000
oRERB-DEARNIL DL

02 04 06 08 1 i2 1A 16 I8 2 22 24 26 28 3 32 3% 36 38 4 42 43
Counts vs. Acguisition Time [min)
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Figura 41. Cromatograma dos NHPAs obtido paragifraeutra e fragdo neutra + Spike.

Da mesma forma como ocorreu com o0s HPAs, examinando o0s
cromatogramas obtidos € possivel identificar nas fracbes acida, basica e neutra

alguns picos que podem corresponder aos NHPAs. Logo, extraiu-se o cromatograma
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para cada massa monitorada no modo SIM, para que se pudesse confirmar a

presenca dos NHPAs através do tempo de retencdo e m/z. (figuras 42, 43 e 44)
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Figura 44. Cromatograma extraido da fracédo neuatra gada m/z dos NHPAs monitorada.

A presenca de quinolina, 2-nitrofluoreno e 1-nitropireno foi identificada em

ambas as fracdes acida e basica, j& na fracdo neutra ndo foi detectada a presenca

de nenhum dos NHPAs. O que se justifica devido ao carater mais polar destes

compostos quando comparados com os HPAs.

Novamente foi determinada a concentracdo de cada um dos NHPAs

identificados nas fragdes, estes resultados podem ser verificados nas tabelas 26 e

27 juntamente com os resultados de recuperacéo. Assim como os HPAs, os NHPAs

apresentaram resultados satisfatorios com desvio padrdo inferior a 20% para todos

0S compostos e recuperacbes dentro da faixa de 80 a 120 % para todos os

compostos



Tabela 256. Resultados da determinacdo e ensaresugeracao de cada um dos NHPAs na fracdo natémi= 3).
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Fenazina Acridina Quinolina Nitronaftaleno
Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec.
(mgLy) (%) (%) (mgL?) (%)  (mgLH) () (%) (mgLH) () (%)
F.A -- 0,46 18,46
Spike F.A 0,004 7,07 80,00 0,004 12,86 88,00 0,006 14,14 120,00 1,214 14,25 121,37
F.B -- 0,69 9,52
Spike F.B 0,004 12,48 80,67 0,006 16,67 120,75 0,005 12,60 99,00 1,155 11,97 115,53
Spike F.N 0,008 13,76 82,67 0,009 4,04 86,15 0,008 17,76 84,73 0,939 7,92 93,88
Tabela 267. Resultados da determinacdo e ensaresugeracdo de cada um dos NHPAs na fragdo medtémi= 3).
Nitrofluoreno Nitroantraceno Nitropireno
Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec.
(mg L™ (%) (%) (mg L™ (%) (%) (mg L™ (%) (%)
F.A 110 5,24 <LQ
Spike F.A 0,90 18,60 89,82 0,30 4,78 101,02 0,06 577 120,27
F.B 156, 0,78 <LQ
Spike F.B 0,87 12,53 87,28 0,33 17,03 109,07 0,05 16,97 96,00
Spike F.N 1,03 577 103,35 0,68 1,70 112,61 0,09 14,22 81,02
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Quanto aos OHPAS, estes nao foram detectados em nenhuma das fragdes da
amostra analisada como pode ser visualizado nos cromatogramas das figuras 45, 46
e 47.
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Figura 45. Cromatograma dos OHPAs obtido paracéifrécida e fracao acida + Spike.
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A tabela 28 mostra os resultados do ensaio de recuperacéo dos OHPAS nas
fracOes &cida, béasica e neutra da fracdo malténica. Observando a tabela e os
cromatogramas das figuras 45, 46 e 47 podemos verificar que o0 método possibilitaria
a determinacdo destes compostos caso estes estivessem presentes na amostra.
Observamos também que o 9-fenantrenocarboxialdeido, 1-hidroxipireno, e 9-10-
antraquinona que apresentaram recuperagdes abaixo de 80% na fracdo acida, o que
nos sugere que tais compostos possam apresentar alguma interagdo com a matriz

ou ainda que possam ter sido perdidos em alguma etapa do tratamento da amostra.



Tabela 278. Resultados do ensaios de recuperag@mdaim dos OHPASs na fracdo malténica (n = 3).
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2-Natftol 2-Hidroxifluoreno 9-10-Antraquinona 1-Hid  roxipireno 9-Fenantreno-
carboxialdeido
Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec. Conc. DPR Rec.
mglh @) @) (ML) @) @) (mglYh @) @) (mgLh ) @) mgLh @
F.A

Spike F. A 0,13 3,76 102,05 0,10 13,84 82,56 0,04 7,02 64,48 0,03 13,48 61,90 0,03 13,11 51,80
Spike F.B 0,14 11,07 108,11 0,09 8,25 74,76 0,05 5,64 86,07 0,05 7,57 89,52 0,04 3,52 82,77
Spike F.N 0,30 9,79 118,05 0,27 7,31 107,24 0,13 0,78 103,15 0,05 8,38 98,60 0,06 18,74 119,20
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Tabela 289. Resultados da recuperacdo média dos,H-HPAs e OHPAs na amostra de asfalto (n = 3).

HPAs, NHPAs e OHPAs Recuperacéo DPR(%)
média na fracdo
malténica (%)
Fluoreno 96,67 12,31
Acenaftileno 97,84 8,34
Naftaleno 101,35 6,64
Acenafteno 97,11 2,42
Fenantreno 99,30 13,26
Antraceno 100,36 14,76
Fluoranteno 87,79 4,98
Pireno 103,68 9,79
Benzo(b)fluoranteno 99,56 13,64
Benzo(k)fluoranteno 92,31 11,45
Benzo(a)pireno 94,02 3,67
Benzo(ghi)pireno 95,02 4,58
Dibenzo(a,h)antraceno 94,74 9,83
Indeno(1,2,3-cd)pireno 97,72 7,25
Fenazina 81,11 1,71
Acridina 98,30 19,80
Quinolina 103,24 14,02
Nitronaftaleno 110,26 5,39
Nitrofluoreno 93,49 9,24
Nitroantraceno 107,57 5,52
Nitropireno 99,09 19,99
2-Natftol 109,40 7,38
2-Hidroxifluoreno 88,19 19,23
9-10-Antraquinona 84,57 14,28
1-Hidroxipireno 83,34 7,71
9-Fenantrenocarboxialdeido 84,59 30,46
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O conjunto dos resultados obtidos mostra que os métodos desenvolvidos
respondem bem a esta aplicagéo, podendo ser empregados para a determinagéo de
HPAs e seus derivados neste tipo de matriz. Isto se justifica também pela
recuperacdo media dos compostos na fracdo malténica, que apresenta resultados
excelentes. (tabela 29)

Apébs a andlise foi possivel calcular a partir da fracdo malténica, a quantidade
de HPAs e NHPAs no asfalto. Uma vez que estes compostos sdo soluveis em n-
heptano eles estardo presentes apenas na fracdo malténica, pois a fracdo dos
asfaltenos é insoluvel neste solvente, caracterizando-se por ser uma fracdo mais

polar. Estes resultados estdo descritos na tabela 30.

Tabela 29. Concentracao calculada de HPAs e NHRAsMostra de asfalto.

HPAs e derivados presentes na Concentracdo mg Kg

amostra de asfalto

Fluoreno 98,32
Antraceno 8,97
Pireno 2,97
Benzo(a)pireno 13,21
Benzo(ghi)pireno 0,86
Benzo(b)fluoranteno 647,22
Benzo(k)fluoranteno 2,01
Quinolina 9,26
2-Nitrofluoreno 2146,8
1-Nitropireno <LQ

O Asphalt institute e a Eurobitume (2011), reportam a presenca HPAS no
betume como mostra a tabela 3 no item 3.2. E possivel perceber que os compostos
encontrados no presente trabalho sédo alguns dos reportados pelas publicacdes. As
concentracfes encontradas para o pireno e benzo(ghi)pireno estao dentro das faixas
de concentracdes referidas. Os demais compostos quantificados apresentam valores
superiores, devido as diferencas entre as amostra, pois esta € uma matriz muito

complexa e uma amostra € muito diferente da outra.
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6 CONCLUSAO:

Os meétodos desenvolvidos apresentam sensibilidade adequada para a
determinacdo de HPAs, NHPAs e OHPAs, mostrando boa precisao e exatidao, bem
como uma ampla faixa linear. Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos
mostram que os métodos possibilitam a determinacédo de quantidades tracos destes
compostos. A aplicacdo da metodologia nas fracbes do asfalto mostrou a presenca
de 10 compostos nas amostras analisadas.

Os métodos desenvolvidos permitiram a identificacdo e quantificagdo dos
HPAs e seus derivados em um rapido tempo de andlise, 23 minutos para 14 HPAs,
4,5 minutos para 7 NHPAs e 4 minutos para 5 OHPAs. Totalizando assim 26
compostos de grande importancia toxicolégica e ambiental.

Como os HPAs e seus derivados nitrogenados e oxigenados possuem um
grande potencial toxicologico podendo ser relacionados a inUmeras patologias entre
elas a incidéncia de cancer, metodologias para a determinacdo destes compostos

sao relevantes.
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