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RESUMO

Entre as diversas problemdticas ambientais, atentamos principalmente para os impactos
relacionados a ambientes aquaticos, o qual necessariamente toda forma de vida depende
para sobrevivéncia. Das diversas categorias de contaminantes quimicos, destacamos os
Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPAs), que tém sido continuamente objeto de
muito interesse, em virtude dos seus potenciais efeitos carcinogénicos e mutagénicos.
Devido a estes compostos serem encontrados na natureza em concentragdes muito
baixas, a amostra necessita ser submetida a uma etapa de pré-concentragdo, para isso,
realizou-se a Microextracdo em Fase Sdlida (SPME), porém alguns fatores podem
influenciar na sua eficiéncia. Portanto, tem-se como objetivo deste trabalho utilizar
ferramentas quimiométricas para inferir quais fatores apresentam importancia
significativa na determinacdo das melhores condi¢des para andlise de HPAs em
ambientes aquaticos utilizando SPME. Para tal, foi realizado um planejamento
experimental fatorial completo da ordem de 2°, 3 fatores e 2 niveis, variando a
temperatura em 25 e 45°C, a agitagdo em 600 e 1100 rpm e o tempo de extracdo em 10
e 30 min. Com isso, foi possivel verificar que, dentro do limite dos niveis e fatores
testados, a maior eficiéncia se dd quando a extragado € realizada em temperatura de 25°C,
agitacdo de 1100 rpm e tempo de 30min. Posteriormente, as condicdes otimizadas foram
aplicadas na andlise de amostras de dgua da Comunidade do Cajueiro, situada na zona
rural II de Sdo Luis. Utilizando cromatografia a gds acoplada a espectrometria de
massas, foi possivel detectar a presenca de HPAs. Constatou-se entdo, que a utilizacao
da quimiometria para otimiza¢do da SPME mostrou-se eficiente. A partir dos resultados
obtidos pode-se padronizar este procedimento, evitando desta forma, andlises que
promovam resultados insatisfatérios, resultando também em economia de tempo e

material de consumo.

Palavras-chave: HPAs; SPME; Planejamento Fatorial.



ABSTRACT

Among the many environmental issues, we primarily looked at the impacts related to
aquatic environments, which all life necessarily depends on for survival. From the
several categories of chemical contaminants, we highlight the Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHs), which have been continuously subject of much interest because
of their potential carcinogenic and mutagenic effects. Due to the fact that these
compounds can be found in nature in very low concentrations, the sample needs to be
subjected to a pre-concentration step, for this, it is was held the Solid Phase
Microextraction (SPME); however, some factors can influence its efficiency. Therefore,
our objetive in this work is the use of chemometric tools to infer which factors can have
significant importance in determining the best conditions for PAH analysis in aquatic
environments using SPME. To this end, we conducted a full factorial design of order 27,
3 factors and 2 levels, with the temperature at 25 °C and 45 °C, the stirring at 600 and
1100rpm and the extraction time at 10 and 30 min. Thus, it was possible to see that,
within the limits of levels and factors tested, the highest efficiency occurs when the
extraction is performed at 25 °C, the stirring at 1100 rpm and time of 30 min.
Subsequently, the optimized conditions were applied in the analysis water samples from
the Cajueiro Community, located in the countryside of Sdo Luis. Through the gas
cromatography coupled with mass spectrometry it was possible to detect the presence of
HPAs. It was found that the use of chemometrics for optimization of SPME was
eficient. From the results obtained, it was possible to standardize this procedure, thus
avoiding analysis that promote unsatisfactory results, also resulting in savings of time

and material consumption.

Keywords: PAHs; SPME; Factorial planning.
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1. INTRODUCAO

Nas atuais circunstancias ambientais, os impactos da degradacdo vém
refletindo cada vez mais na sociedade. Tornou-se crescente nas udltimas décadas a
conscientizacdo ambiental, onde o meio natural comecgou a ter novos olhares, nao sendo
mais visto somente como fonte de matéria prima para a produgdo de bens, mas como
um ambiente complexo carregado de vida e interacdes diretas com o préprio homem,

dotado de valor, ndo sé econdmico, mas cultural e ecolégico.

Neste contexto, a preocupac¢do ambiental nas dltimas décadas vem crescendo
de forma gradativa, isto devido aos impactos ambientais refletidos cada vez mais na
qualidade de vida do homem, impactos estes, consequentes de um uso desordenado e

ndo sustentdvel dos recursos naturais ao longo de vérias geracoes.

Podemos citar varios passivos ambientais decorrentes diretos de agdes
antropicas como, em relacdo aos recursos hidricos, a diminuicdo dos niveis de
potabilidade, assoreamento, eutrofizacdo e alteragdes nos ciclos hidrolégicos; no que
tange ao desmatamento descontrolado, levando a extin¢@o de espécies e perda em massa
de biodiversidade; diminuicdo da qualidade do solo, com contaminag¢do por agentes
quimicos sintéticos persistentes, compactacdo e consequente alteracdo nas recargas
subterraneas de dgua (aquiferos e lencéis fredticos) e mortandade da meiofauna com
dréasticas alteracdes nos ciclos bioldgicos; emissdao de gases toxicos € nocivos na
atmosfera que ocasionam uma das mais preocupantes modificagdes ambientais do
século, as alteragOes climaticas, tais emissoes, contribuem para agravar o efeito estufa e
acelerar o aquecimento global, além da degradacdo da camada de ozodnio, que se amplia
drasticamente a cada ano e acarreta inimeros desastres ambientais (CONCEICAO,

2014).

7z

Entre as diversas problemdticas ambientais ja citadas, atentamos
principalmente para os impactos relacionados a ambientes aqudticos, aos quais
necessariamente toda forma de vida depende para sobrevivéncia, sejam ambientes de
agua doce, salgada ou dreas de transi¢cdo. A importancia da manutencao da salubridade
desses ambientes € crucial para o desenvolvimento ecolégico, uma vez que pequenas
alteracoes, sejam quimicas ou bioldgicas podem afetar desde a base da cadeia alimentar,

até atingir de forma direta (contato ou ingestdo) organismos mais complexos o que
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inclui o topo da cadeia (homem). Dessa forma, tende-se a ter um olhar mais apurado a

dgua no que se refere ao controle ambiental.

A 4gua € reconhecida como um dos bens naturais mais importantes do planeta.
Seus multiplos usos sdo indispensdveis a um amplo espectro das atividades humanas e
naturais. Devido a crescente degradagdo dos corpos d’agua, as preocupagdes com 0O uso
e destino tém mobilizado pessoas de todas as dreas quanto a sua preservacdo. (LIMA,

2008)

Os fatores responsdveis pelas alteragdes na qualidade da dgua podem ser
decorrentes de contaminacdes de substancias quimicas organicas € inorganicas
provenientes de vérias fontes artificiais ou antrépicas, que podem ser de origem pontual,
como lancamentos de esgotos urbanos e industriais, ou difusa, como deposi¢do de

residuos solidos, queima de combustiveis fosseis, dentre outros (SOUSA, 2009).

A maior parte dos residuos antropogénicos termina nos oceanos. Em geral, os
tratamentos desses residuos exigidos por lei sao minimos, mantendo-se a ideia de que

diluicdo e dispersdo protegem adequadamente as zonas costeiras (ZAGATTO, 2008).

Os estudrios e as regides costeiras sao muito utilizados para a disposicao de
efluentes urbanos e industriais, acarretando a contaminagdo das dguas e da vida marinha
por diversos poluentes. Pode-se verificar, mundialmente, aumento nos niveis desses
contaminantes, e essa constatacdo tem levado a formulacdo de estratégias para diminuir
o impacto causado nesses ecossistemas que sustentam a maior parte da biodiversidade
marinha, os principais recursos pesqueiros e as reservas mundiais. Do ponto de vista da
saude, o grau de contaminacdo desses ecossistemas pode colocar em risco a saude das
populacdes ribeirinhas que utilizam essas dguas, tanto para a pesca quanto para o lazer
(MALIA, 2006). As regides costeiras sao consideradas como dreas de transicdo entre os
continentes e 0s oceanos, onde ocorrem as maiores variacoes fisico-quimicas e a maior
taxa de retencdo de sedimentos, poluentes, matéria organica e nutrientes oriundos do

continente (SOUSA, 2009).

A preocupagdo com as dreas costeiras € principalmente devido a fragilidade
ecoldgica e as potenciais fontes poluidoras que geralmente estdo associadas a portos,
devido ao grande fluxo de navios e outras embarcagcdes, podemos destacar a dgua de

lastro (fonte de contaminacdo quimica e bioldgica); proximidades com terminais
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industriais, potencialmente poluidores, tanto por fontes pontuais, como por lancamento
de efluentes ou mesmo por emissdo de gases ou fuligem que possam transportar agentes
quimicos. Por tais motivos verifica-se a importincia do monitoramento dessas regioes
costeiras, principalmente se associadas a estes locais (possiveis fontes de

contaminagao).

As legislagdes ambientais vdo se adequando cada vez mais as novas
necessidades sociais, visando um desenvolvimento sustentavel, de forma a conciliar o
crescimento econdmico a saide ambiental. Para alcancar tal objetivo, diversas
legislacdes surgem, se adequando a padrdes internacionais. As novas normas regidas,
quase sempre, por bases legais ou mesmo as que foram sendo adequadas com as atuais
necessidades, objetivam controlar impactos significativos ao meio natural, de forma que
tem como principal foco a saide humana e manutencdo de um ambiente sauddvel para
todas as formas de vida. Sendo assim, o monitoramento ambiental € totalmente
indispensavel em um controle de niveis de contaminantes que possam ocasionar um

desequilibrio ecoldgico e ou afetar a saide humana.

Com a evolugdo e as adequacdes nas normas e legislacOes ambientais, sdao
estabelecidos os limites tolerdveis de contaminacdo de fonte antropogénica. Os agentes
quimicos de origem industrial tomam destaque pela frequente relacdo com impactos
ambientais que afetam os ecossistemas e a saide humana, por isso cada vez mais o
controle nessas regides de influéncia de dreas industriais torna-se indispensdvel. As
atuais normas e legislacdes vigentes discorrem sobre uma variedade de contaminantes,

bem como suas consequéncias.

O interesse da comunidade académica e a criacdo de 6rgdos de protecdo
ambiental, como a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA —
United States Environmental Protection Agency) € o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) promoveram um crescimento de pesquisas envolvendo
monitoramento de microcontaminantes organicos em diversos setores ambientais.
Houve um avanco com a preocupacdo e a conservacdo da qualidade das &dguas
superficiais e subterrdneas. Com isso, o interesse dos setores publico e privado por
assuntos ambientais resultou em vdrias organizacdes governamentais € nao-

governamentais que hoje debatem, estabelecem normas e discutem praticas de
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minimizacdo e remediacdo de substancias quimicas potencialmente poluentes (LIMA,

2008).

Das diversas categorias de agentes quimicos, destacamos os Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromidticos (HPAs). Que sdo um grupo de compostos que tém sido
continuamente objeto de muito interesse, devido aos seus potenciais mutagénicos e
carcinogénicos (CAMARGO E TOLEDO, 2002). Neste contexto, o objetivo principal
desse trabalho foi a otimizacdo de um método para determinacdo de HPAs em &4guas

utilizando microextragdo em fase sélida e ferramentas quimiométricas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)

Os hidrocarbonetos sdo compostos quimicos apolares (hidréfobos), o que
limita sua solubilidade na 4gua do mar, favorecendo a tendéncia de associacdo a
particulas sdlidas. Os hidrocarbonetos poliaromdticos sdao produtos primdrios de
processos de combustdo incompleta a diferentes temperaturas e compreendem
moléculas com 2 a 6 anéis aromaticos. Com base na massa molecular, os HPAs podem
ser divididos em dois grupos: aqueles com baixas massas moleculares que possuem dois
ou trés anéis aromdticos, e os de altas massas moleculares, compostos por quatro a seis

ou sete anéis aromaticos (CELINO et al., 2006).

Os HPAs constituem uma familia de compostos caracterizada por possuirem
dois ou mais anéis aromaticos condensados. Estas substincias, bem como seus
derivados nitrados e oxigenados. Tém ampla distribuicio e sdo encontrados como
constituintes de misturas complexas em todos os compartimentos ambientais. De
maneira geral, tanto os HPAs quanto seus derivados estdo associados ao aumento da

incidéncia de diversos tipos de canceres no homem (NETTO, 2000).

Os HPAs tém sido estudados devido ao fato de serem téxicos, em alguns casos,
carcinogénicos e de fécil transporte, podendo ser encontrados em regides remotas. Estes
sdo um grupo de mais de cem substancias organicas, porém, dentre estas, a Agéncia de
Protecio Ambiental dos Estados Unidos (USEPA — United States Environmental
Protection Agency) classificou dezesseis como prioritdrios para monitoramento e
destes, sete sdo classificados pela IARC (International Agency for Researchon Cancer)
como cancerigenos para animais € potencialmente cancerigenos para seres humanos

(LIMA, 2008).

Os compostos de baixa massa molar sdo naftaleno, acenafteno, acenaftileno,
fluoreno, fenantreno e antraceno. Os de alta massa molar sido fluoranteno,
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, criseno, pireno,
benzo(g,h,i)perileno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, indeno(1,2,3-cd)pireno. As

estruturas destes compostos estdo representadas na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura dos 16 HPAs classificados pela USEPA como prioritarios para monitoramento.
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Fonte: LIMA (2008)

Os HPAs que apresentam entre 4 e 6 anéis aromdticos sdo altamente
mutagénicos e carcinogénicos, enquanto os de 2 a 3 anéis aromaéticos, apesar de menos

mutagénicos, sdo altamente toxicos (CELINO et al, 2006).

Os HPAs sdo sélidos a temperatura ambiente, com coloracdo amarela, possuem
elevados pontos de fusdo e ebuli¢do, sdo soliveis em solventes organicos € pouco
soluveis em dgua. Apresentam também altos coeficientes de particdo octanol/dgua
(Kow). As pressoes de vapor dos HPAs diminuem de acordo com o peso molecular, e
consequentemente a volatilidade também diminui, fato que explica, em parte, a ampla
distribuicao destas substancias em diversos ambientes, inclusive em dreas remotas do

planeta, ja que a pressao de vapor € varidvel (ROCHA e NISHIO, 2016).

A pressao de vapor € a principal propriedade fisico-quimica responsével pela
distribuicao dos HPAs no ambiente devido a sua ampla faixa de variacdo, pois indica
que alguns HPAs sdo solidos de baixa volatilidade (benzo(g,h,i)perileno,
dibenzo(a,h)antraceno); enquanto outros tém maior volatilidade (antraceno, naftaleno).
Em virtude das propriedades fisico-quimicas dos HPAs sua distribuicdo no meio
ambiente € facilitada pelo transporte destes poluentes ao longo de milhares de

quildometros, sendo encontrados em regides remotas do planeta (BAIRD, 2002).

22



Algumas das propriedades fisico-quimicas dos 16 HPAs definidos como

prioritarios para monitoramento pela USEPA estdo apresentados na Tabelal.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos 16 HPAs definidos como prioritdrios para monitoramento

Pressao de Solubilidade Coeficiente
HPA Férmula N° de Vapor em Agua de Particao Ponto de Ponto de
Quimica Anéis (mmHg) (mg/L) octanol/agua Fusao (°C) Ebulicao (°C)
(20°C) (Log K,w)

Acenafteno CoHyo 3 10°a 10” 3.4 21,1 x 10°* 95 278
Acenaftileno CoHg 3 10°a 10~ 3,93 12x10° 92 265
Antraceno C4Hyg 3 2,00 x 10 0,05 -0,07 2.8x 10" 216,4 342
Benzo(a)antraceno CisHp» 4 50x10” 0,01 4x10° 157 435
Benzo(a)pireno CyoH» 5 50x 107 0,0028 10° 178,1 496
Benzo(b)fluoranteno CyoH s 5 10" 10° - 4x10° 167 481
Benzo(g,h,i)perileno C,H)» 6 ~101° 0,0026 107 2783 545
Benzo(k)fluoranteno CooH s 5 9,60 x 107 - 7x 10° 215,7 480
Criseno CisHp» 4 10M"a 10° 0,002 4x10° 253,8 441
Dibenzo(a,h)antraceno CyHy, 5 ~101° 0,0005 10° 266,6 524
Fenantreno C4Hyo 3 6,8x 10" 1,0-13 29x 10° 100,5 340
Fluoranteno Ci6Hyo 4 10°a10™ 0,26 34x10° 108,8 375
Fluoreno C5Hyo 3 107210~ 1,9 1,5x 10* 115 295
Indeno(1,2,3-cd)pireno CpH» 6 ~101 - 5x 107 163,6 539

Naftaleno CyoHs 2 0,0492 32 23x10° 81 217,9
Pireno Ci6Hyo 4 6,9 x 10” 0,14 2x10° 150,4 393

Fonte: ATSDR, 1995; YAN et al., 2004; LIMA, 2008
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Os HPAs de baixo peso molecular t¢m uma significativa toxicidade aguda. Em
funcdo dessa toxidade, o conhecimento sobre suas fontes, comportamento e
distribuicao, no meio ambiente, € um requisito essencial para um melhor controle das
atividades humanas responsaveis pela contaminag¢do e polui¢do ambiental, podendo
influenciar a tomada de decisdao quanto a limpeza e remediag¢do dos locais considerados
contaminados (CELINO, 2006).

Em 1997, a ATSDR (Agency for Toxic Substancesand Disease Registry),
juntamente com a USEPA, formulou uma lista conhecida como CERCLA
(Comprehensive Environmental Response, Compensation and Liability Act) Priority
List, de substancias potencialmente toxicas para os seres humanos. A elaboracdo dessa
lista foi baseada em trés fatores: frequéncia de ocorréncia, toxicidade e potencial de
exposicao humana. Para cada fator foi estipulada uma pontuacdo que no final foram
somadas. O resultado final foi, entdo, utilizado na classificagdo das substancias, de tal
forma que as que obtiveram maior pontuacdo ocuparam os primeiros lugares (ATSDR,
2008).

A Tabela 2 descreve a classificagdo da IARC e da USEPA quanto a
carcinogenicidade dos 16 HPAs prioritdrios, além do valor da dose de referéncia e da
relacdo dos efeitos criticos oriundos da ingestdo de cada HPA, segundo o Integrated
Risk Information System (IR1S), da USEPA, um dos mais completos bancos de dados de
informacdes toxicoldgicas. Muitos HPAs ndo possuem valores de dose de referéncia e
de efeitos criticos, devido a auséncia de estudos com animais e dados epidemioldgicos

(ROCHA e NISHIO, 2016).
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Tabela 2. Classificagdo quanto a carcinogenicidade, dose de referéncia e efeitos criticos aos humanos dos

16 HPAs prioritdrios pela USEPA.

Classificacao Dose de
HPAs ARCH Referéncia** Efeitos Criticos**
(mg/Kg/dia)
Acenafteno 3 6x107 Hepatotoxicidade
Acenaftileno Sem classificacao Nao avaliado Nao avaliado
Antraceno 3 3x10" Sem efeitos observados
Benzo(a)antraceno 2A Nao avaliado Sem efeitos observados
Benzo(a)pireno 2A Nao avaliado Nao avaliado
Benzo(b)fluoranteno 2B Nao avaliado Nio avaliado
Benzo(g,h,i)perileno 3 Nao avaliado Nao avaliado
Benzo(k)fluoranteno 2B Naio avaliado Nio avaliado
Criseno 2B Nao avaliado Nao avaliado
Dibenzo(a,h)antraceno 2A Nao avaliado Nio avaliado
Fenantreno 3 Nao avaliado Nao avaliado
5 Nefropatia, aumento do peso do
Fluoranteno ’ 10 figado, alteragdes hematoldgias.
Fluoreno 3 4x10° Diminui¢do do volume globular:
hematdcrito e hemoglobina
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2B Nao avaliado N3ao avaliado
Efeitos nasais: hiperplasia e
Naftaleno 2B 2x107 metaplasia no epitélio respiratdrio
e olfativo.
. B Efeitos renais: patologia tubular
Pireno 3 3x10 el
*[TARC, 2010

2 A= provavelmente cancerigeno para humanos

2 B= possivelmente cancerigeno para humanos

3 = ndo classificado como cancerigeno para humanos
**USEPA — IntegratedRiskinformation System (IRIS), 2014

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo substincias que
pertencem a classe dos pré-carcinogénicos, isto €, necessitam sofrer ativacdo metabdlica
preliminar para formar o carcinégeno ativo e tornarem-se capazes de reagir com o0 DNA
e outras moléculas (GALINARO, 2009).

Devido ao seu cardter lipofilico, os HPAs e seus derivados podem ser
absorvidos pela pele, por ingestdo ou por inalacao, sendo rapidamente distribuidos pelo
organismo por lipoproteinas das membranas celulares. De maneira geral, tanto os HPAs

quanto seus derivados estdo associados ao aumento da incidéncia de diversos tipos de
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canceres no homem e a efeitos sistémicos, e a taxa de absorcdo depende da via de

entrada no organismo (ROCHA e NISHIO, 2016).

A exposicdo dérmica por HPAs pode representar um risco adicional para
desenvolvimento de lesdes. Yan et al. (2004), num estudo experimental com Salmonella
Typhimurium, demonstra o potencial mutagénico de benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, criseno, acenafitileno e fluoreno, ativado pela exposi¢ao a luz,
evidenciando o potencial risco do contato dérmico com HPAs. Efeitos adversos em
humanos sdo observados em individuos expostos a benzo(a)pireno, via contato dérmico,
especialmente na presenga de lesdes dérmicas pré-existentes como verrugas, dlceras e

despigmentacao.

Na Figura 2 ¢ apontada a regido de “baia” do benzo(a)pireno como exemplo da
regido concava dos HPAs. Esta regido viabiliza reacdes enzimadticas importantes de
processos de biotransformacdo dos HPAs, conferindo uma forte capacidade de ligagao

destes compostos com 0 DNA.

Figura 2. Regido de “baia” do benzo(a)pireno como exemplo da regido concava dos HPAs.

Regiao
de baia

Benzo(a)pireno
Fonte: MENICONI (2007)

A estrutura dos HPAs determina sua atividade bioldgica. A regido de baia é
definida como uma 4rea de canto aberto na molécula, regiio em que ocorrem processos
relacionados com a toxicidade (ATSDR, 1995; RAMESH et al., 2004). A molécula
diolep6xido € um metabdlito intermedidrio dos HPAs formada na regido de baia,
altamente reativa, no processo de metabolismo destas substincias. Esta molécula
compete covalentemente com o DNA formando adutos. A inducdo da carcinogénese

ocorre quando hd a formacdo de adutos de DNA num local critico para a regulagdo,
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diferenciacdo ou crescimento celular. Os adutos de DNA representam uma das etapas
criticas no modelo de carcinogénese e podem ser considerados biomarcadores de risco
para o desenvolvimento de cancer, além de estarem relacionados com o déficit no
desenvolvimento de céncer, além de estarem relacionados com o déficit no

desenvolvimento neurolégico de criancas (LOCATELLI, 2006).

As maiores rotas de eliminag@o destas substancias ap6s metabolismo hepético
sdo as fezes e a urina. O 1-hidroxipireno urindrio e adutos de DNA sdo considerados
biomarcadores de exposicdo ambiental a HPAs, contudo a presenca de metabolitos na
urina ndo fornece informacgdes sobre efeitos carcinogénicos dos HPAs em individuos

expostos (ROCHA e NISHIO, 2016).

Quatro fontes sdo consideradas como as principais responsaveis pela presenga
de HPAs em alimentos e bebidas: fontes naturais (queimadas em florestas, processos
geoquimicos); poluicdo ambiental (trafego, sistemas de aquecimento, atividades
industriais, vazamentos de 6leo); alguns tipos de processamentos (defumacdo, secagem
direta com madeira, torrefacdo) e materiais de embalagem (CAMARGO e TOLEDO,
2002).

Ainda podemos citar como origem dos HPAs as fontes domésticas, moveis,
industriais, agricolas e naturais e sdo formados a partir da combustdo incompleta e
pirélise da matéria organica, sendo a queima de combustiveis fosseis uma das principais
fontes antropogénicas de HPAs na atmosfera. HPAs de baixo peso molecular, com dois
ou trés anéis aromdticos, sdo emitidos na fase gasosa, enquanto que, os de peso
molecular elevado, com cinco ou mais anéis, sdo emitidos na fase particulada,

associados as particulas em suspensdo (AZEVEDO et al, 2013).

Ainda, uma importante fonte de HPAs sdo os acidentes ambientais envolvendo
derivados de petrdleo, principalmente os relacionados aos vazamentos de tanques nos
postos de revenda de combustiveis e de navios de transporte de petréleo (ROCHA e
NISHIO, 2016). Também podemos citar entre suas inimeras fontes, os processos de
combustdo de material orginico (particularmente a exaustdo de motores a diesel ou a
gasolina), a queima de carvao, as fotocopiadoras, a exaustao de plantas de incineracdo
de rejeitos, a fumaca de cigarro além de varios processos industriais como, por exemplo,

a producao de aluminio e a gaseificacao do coque, etc (NETTO, 2000).
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Pavei (2007) cita as fontes de origem antropogénicas, estas podem ser
identificadas como:
v Queima de carvdo, gas natural, derivados de petréleo e madeira para a geragao
de energia e aquecimento;
v" Combustio de derivados de petréleo para a movimentagdo de embarcacdes,
veiculos terrestres e aeronaves;
v' Atividades industriais que utilizam derivados de combustiveis fésseis como
matéria-prima, especialmente os processos piroliticos;
Queimadas intencionais em dreas de cobertura vegetal;
Efluentes industriais e esgotos urbanos;
Drenagem fluvial;

Producgdo, transporte, estocagem e refino de petroleo;

ASEENEE N NERN

Derrames acidentais de 6leo envolvendo operacdes de abastecimento e lavagem

de tanques de navios petroleiros em zonas portudrias.

2.2 Microextracio em Fase Sélida (SPME)

Alguns poluentes, como HPAs, sdo encontrados em amostras ambientais,
principalmente em 4guas superficiais, em concentracdes muito baixas, da ordem de
ng/L, cujas determinacdes somente sdo possiveis através de etapas de pré-concentragio,
pois na maioria das vezes ultrapassam os limites de detec¢do e quantificacdo dos
detectores utilizados em cromatografia. Existem basicamente trés métodos de pré-
concentracdo de amostras de dguas superficiais: extracdo liquido-liquido (LLE),

microextracdo em fase sélida (SPME) e extracdo em fase s6lida (SPM) (LIMA 2008).

Uma das técnicas de extracdo de compostos voldteis (ou gasosos) muito usadas
na amostragem e andlise qualitativa e quantitativa € a microextracio em fase sélida
(SPME — do inglés (Solid Phase Microextraction). SPME € uma técnica de extracdo e
pré-concentragdo especialmente adequada para metodologias de andlise quimica onde
Cromatografia Gasosa (GC) ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) serdao
empregadas para a posterior separacdo, deteccdo, identificacdo e quantificacdo dos
analitos presentes na amostra. Ela foi proposta no inicio dos anos 90 pelo pesquisador
polonés naturalizado canadense Janusz Pawliszyn, professor da Universidade de

Waterloo (PAWLISZYN, 1997).
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SPME € uma microtécnica, em que os processos de extracdo e pré-
concentracdo de analitos ocorrem numa escala dimensional que ndo é das mais usuais.
O dispositivo bédsico de SPME consiste de um bastdo de fibra 6tica, de silica fundida
(FS) de 100 mm de didmetro, com 10 mm de uma extremidade recoberto com um filme
fino de um polimero (e.g., polidimetilsiloxano = PDMS, poliacrilato = PA ou Carbowax
= Cwx) ou de um s6lido adsorvente (e.g., carvao ativo microparticulado = Carboxen). O
detalhe da Figura 3 representa uma fibra comercial em que o recobrimento, ou filme

extrator, tem espessura de 100 um (VALENTE e AUGUSTO, 2000).

Figura 3. Esquema de microextracéo em fase s6lida e dessor¢ao térmica no cromatégrafo a Gas.
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Fonte: VALENTE E AUGUSTO (2000)

Numa extragdo por SPME as moléculas do analito t€ém de se deslocar da matriz
e penetrar no recobrimento e, para isto, resisténcias a transferéncias de massa devem ser
vencidas, até que se estabeleca um equilibrio de parti¢dao (ou de adsorcdo, para o caso de
recobrimentos sélidos) do analito, entre a fibra e o meio que a envolve. Portanto, a
teoria de SPME baseia-se na cinética de transferéncia de massa entre fases e na
termodinamica que descreve o equilibrio de particdo do analito entre elas (VALENTE e

AUGUSTO, 2000).

O método consiste na captura dos analitos em uma fibra capilar de silica
fundida quimicamente modificada, recoberta com uma pelicula de material apropriado,
com posterior dessor¢do térmica no injetor de um cromatégrafo. Uma vez introduzida
no septo do recipiente contendo a amostra, a fibra de silica é exposta ao meio onde
ocorrerd a extracdo dos analitos. A fase extrativa pode ser posicionada diretamente na

fase liquida ou, no caso de amostras gasosas, em contato com o gés, ou ainda, em
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contato com o vapor em equilibrio com a amostra liquida ou sélida. Apds um certo
periodo de tempo, necessdrio para que se estabeleca o equilibrio entre as fases
envolvidas, a fibra € reposicionada no interior da agulha. Em seguida, a seringa € levada
a um cromatégrafo a gés, onde a fibra € introduzida no seu injetor, ficando exposta a
acdo do calor - os analitos sdo dessorvidos e o processo de separacdo / quantificagdo

entéio tem inicio (DOREA et al., 2008).
2.3 Cromatografia

Os métodos cromatograficos e os espectroscopicos sdo hoje em dia os
principais instrumentos para a separacdo, caracterizacdo e identificacdo de moléculas
organicas. Os principais métodos utilizados sdo: cromatografia gasosa, cromatografia
liquida, espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-VIS) e no infravermelho (IR),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR) e espectrometria de massas

(MS) (ALMEIDA, 2010).

A cromatografia € utilizada para andlise dos HPAs desde o final dos anos 60.
Trabalhos encontrados na literatura usam muitas vezes a cromatografia a gds com
deteccao por ionizacdo de chama (GC-FID) ou detec¢do por espectrometria de massas

(GC-MS) (LIMA, 2008).

Na cromatografia gasosa os componentes da amostra sdo distribuidos entre
duas fases, uma das quais permanece estaciondria, enquanto a outra elui entre os
intersticios ou sobre a superficie da fase estaciondria (liquida ou sélida). Apds a amostra
ser injetada, a mesma € aquecida e vaporizada e de acordo com suas propriedades e
interacOes da fase estaciondria, ocorre a retencdo seletiva de seus constituintes,
chegando a saida da coluna em tempos diferentes. Os componentes da amostra, ja
separados na coluna, entram no detector para serem individualmente detectados. O tipo
de fonte mais comum em espectrometria de massas € a de impacto por elétrons, a qual
emprega um filamento aquecido para gerar elétrons com energia suficiente para
provocar ionizacdo dos analitos de interesse mediante impacto destes elétrons ionizados,
os fons formados sdo direcionados para o analisador, cuja fungdo € separéd-los de acordo
com sua relacdo massa/carga (ALMEIDA, 2010).

2.4 Planejamento Experimental
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De modo a verificar as interagdes existentes entre cada etapa do processo
busca-se o auxilio da quimiometria, ferramenta util no planejamento e andlise
experimental, e que permite a andlise multivariada, ou seja, a andlise simultanea dos
varios fatores, fornecendo dentre outros resultados, os efeitos de interacdo entre os
mesmos. As técnicas de andlise estatistica multivariada tiveram sua aplicagdo em
quimica iniciada no Brasil no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas na década de 1980. A grande expansdo destas ferramentas foi acompanhada
da expansdo de suas aplicacdes na andlise quimica. Dentre algumas de suas aplicacdes
estdo inseridas a otimizacdo de processos analiticos na determinagdo de compostos
orgadnicos como as técnicas cromatograficas, de andlise térmica e de extracdo e pré -
tratamento de amostras, envolvendo nesta dltima a concentracdo e isolamento dos

compostos de interesse (GIROTTO, 2007).

Normalmente um planejamento de triagem € realizado para obtencdo das
varidveis que influenciam em determinados sistemas, essas varidveis entdo sdo
selecionadas e posteriormente uma metodologia de superficie de resposta € utilizada
para encontrar os valores dos fatores que produzirdo melhores resultados no sistema de
estudo. A superficie de resposta é fundamentada por principios matematicos onde
equacgdes lineares ou polinomiais descrevem de forma detalhadas a regido estudada

sendo possivel a sua exploragdo e em seguida otimizacio. (TEOFILO et al., 2006)
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Tabela 3. Planejamentos Experimentais em Técnicas de Extragdo de Analitos

Tipo de - Tipo(s) de Compostos
Extracao Fase Solida planejamento(s) analisados/matriz
SPME* PDMS-DVB st Alaclor / Agua
Fatorial completo
SPE#** Carbono Grafitado Fatorial fracionado; 27 pesticidas
Central composto
SPME PDMS Fatorial completo; Central Alquilbenzenos /
composto Detergentes
. . . Drogas
SPE C-8; C-18; Silica Fatorial fracionado; antidepressivas /
Central composto .
Plasma sanguineo
Acidos orgénicos e
LLE/SPE C-18 Plackett-Bruman compostos
fendlicos
PDMS; PDMS-DVB; Fatorial com resolucao
SPME CAR-PDMS; CAR- tipo V & Esteres ftalatos
DVB; PA P
SBSE-LD PDMS Fatorial com resolugcao Esterés difenilicos
tipo V polibromados

Fonte: GIROTTO et al (2007)

Em um planejamento fatorial sdo investigadas as influéncias de todas as
varidveis experimentais de interesse e os efeitos de interacdo na resposta ou respostas.
Se a combinagdo de k fatores € investigada em dois niveis, um planejamento fatorial
consistird de 2* experimentos. Normalmente, os niveis dos fatores quantitativos (i.e.
concentracdes de uma substincia, valores de pH, etc.) sio nomeados pelos sinais —
(menos) para o nivel mais baixo e + (mais) para o nivel mais alto, porém o que importa
¢ a relacdo inicial entre o sinal dado e o efeito obtido, ndo sendo um critério definido a
nomeacdo dos sinais. Para fatores qualitativos (i.e. tipos de 4cidos, tipos de
catalisadores, etc.), como nao existem valores altos ou baixos, fica a critério do
experimentalista nomear os seus niveis (TEOFILO, 2006).

Em muitos casos, a realizacdo de repeticoes auténticas pode ser algo
inconveniente por diversas razdes. Para contornar este infortinio e obter uma boa
estimativa dos erros, um experimento ¢ normalmente incluido no centro do
planejamento, em que o valor médio dos niveis de todas as varidveis é empregado. S@o
os conhecidos experimentos no ponto central (nivel zero). Deste modo, é possivel
avaliar a significancia dos efeitos ou coeficientes, tanto em planejamentos de triagem
(completos ou fraciondrios) como em metodologias de superficie de resposta (discutidos

mais adiante). Além desta vantagem, recomenda-se este tipo de experimento pelas

33



seguintes razdes: o risco de perder a relacdo ndo linear entre os intervalos ¢ minimizado
e é possivel estimar um modelo razodvel e verificar se hé falta de ajuste (TEOFILO,
2006).
Segundo Button (2005), as vantagens para a utilizacdo de um planejamento
fatorial completo sdo:
v Redugio do nimero de ensaios sem prejuizo da qualidade da informagao;
v" Estudo simultineo de diversas varidveis, separando seus efeitos;
v Determinagio da confiabilidade dos resultados;
v Realizag¢do da pesquisa em etapas, num processo interativo de acréscimo de
NOVOS ensaios;
v’ Sele¢do das varidveis que influenciam um processo com nimero reduzido de

€nsaios
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3. JUSTIFICATIVA

Verificando a fragilidade de ambientes costeiros e as potenciais fontes
poluidoras geralmente associadas a estes locais, vemos a importincia de estudos que
possam diagnosticar possiveis contaminacdes os quais os limites possam afetar a satde

ambiental ou humana.

Uma das maiores necessidades mundiais € o controle do uso da &dgua e
manutencdo dos corpos hidricos onde é captada a dgua para o abastecimento humano e
ou de contato direto ou mesmo para manutencio de ciclos ecolégicos. E preciso
destacar que corpos hidricos sejam eles lé€nticos ou l6ticos fazem parte do ciclo
hidrolégico estando por tanto sempre em contato humano, seja este contato de forma

direta ou indireta.

A qualidade das aguas depende, entre outros fatores, de um monitoramento
continuo dos corpos d’agua receptores de efluentes. A necessidade deste monitoramento
em 4guas de superficie estd associada a alguns grupos importantes de poluentes
organicos como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, pesticidas, trialometano, etc

(CONAMA, 2005).

A seriedade dos efeitos que a exposicao aos HPAs pode ter sobre o organismo
humano fez com que especial aten¢do fosse dedicada ao desenvolvimento de
metodologias analiticas hdbeis para identificacdo e determinagdo de bioindicadores da
concentracdo absorvida (dose interna), da concentracdo presente nos sitios de acdo
bioldgica criticos (dose bioldgica efetiva) assim como de quaisquer efeitos precoces.
Em todos os casos, a variabilidade da composicdo das misturas, a complexidade das
amostras e as baixas concentragdes que, em geral, sdo observadas, exigem a utilizagdo

de métodos analiticos altamente seletivos e de elevada sensibilidade (NETTO, 2000).

Em S3o luis — Ma, a zona industrial, bem como o principal terminal portudrio,
encontram-se instalados em proximidade ou em total contato com a zona rural, que é
acometida diretamente por seus impactos ambientais. Neste sentido, a drea (zona rural)
€ foco de estudo deste trabalho. Diversas comunidades estdo situadas nessas regidoes em
limites com a drea denominada de “rural II” de Sdo Luis e a zona industrial. Podemos

citar a Comunidade do Cajueiro como uma delas.
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A comunidade do Cajueiro possui outros nomes como Vila Cajueiro e também
Sitio Bom Jesus do Cajual, é formada por cinco pequenos nucleos assim denominados:
Parnauacu, Andirobal, Guarimanduba, Morro do Egito e Cajueiro (GEDMMA, 2014).
A seguir no texto, ao se referir a comunidade do cajueiro, considera-se esse conjunto de

nucleos.

A comunidade possui no minimo 200 anos de existéncia e origem social
relacionada as comunidades negras das cidades de Alcantara, Bequimao, Anajatuba, e

ao processo de escraviddo no Maranhao (GEDMMA, 2014).

Em pesquisas recentes, pode-se observar também uma possivel ancestralidade
ligada ao povoamento indigena nessa regido que remete ao periodo colonial, j4 que
nomes semelhantes aos de algumas comunidades, como Rio dos Cachorros, tém
correspondentes histéricos em localidades indigenas como Januarem (cachorro grande
ou aldeia do cachorro, na toponimia tupinambd) que aparecem em mapas do século XVI

em espaco territorial compativel ao da comunidade no presente (GEDMMA, 2014).

Nesta comunidade, residem cerca de 600 familias, estas fazem uso da terra para
viver, desenvolvem atividades extrativistas, pesca, criacdo de animais de pequeno porte
e pequena agricultura de rocas. Muitas atividades sdo realizadas em comum, como a

pesca e os mutirdes para os rocados (GEDMMA, 2014).

O referido local encontra-se em proximidade com a zona industrial, logo
mantendo contato (direto) com a Usina Termelétrica Itaqui Geracdo de Energia S.A.,
Porto do Itaqui e terminal portudrio da ALUMAR (Figura 4), estando, portanto, na zona
de influéncia direta dessas dreas, logo entdo surge a necessidade de estudos de tal

natureza.
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Figura 4. Termoelétrica (A1), Porto do Itaqui (A2), Terminal portudrio da ALUMAR (A3) e local onde
estd inserida a Comunidade do Cajueiro (A4), localiza¢do aproximada.

Companhia Vale

do Rio Doceq o’ o A4

.

QPvilu do Cajueiro

Fonte: GOOGLE MAPS (2016)

Para ser utilizada pela populagdo, a dgua ndo pode conter substincias
dissolvidas em niveis toxicos e nem transportar em Suspensio microrganismos
patogénicos que provocam doencas. Podemos destacar também que por se tratar de uma
substancia bioacumulativa (acumula-se ao longo da cadeia tréfica), uma contaminagdo
em um ambiente marinho, possivelmente afetard os organismos aquéticos que por sua
vez podem chegar ao corpo humano por ingestao dos mesmos. A relevincia do estudo e
a escolha da localidade parte da premissa da comunidade sobreviver basicamente da
pesca para subsisténcia. Dessa forma verifica-se importancia de estudos que visem e
promovam a manuten¢do e a prevencdo da qualidade ambiental da comunidade
tradicional do Cajueiro e de seus significativos recursos hidricos, ressaltando sua
importancia ambiental e sua influéncia direta na qualidade de vida da populacdo da

localidade.

O estudo de investigacdo de HPAs na Comunidade do Cajueiro é de total
relevancia, pois tendo em vista a localizacdo dentro da édrea de influencia direta do
complexo industrial, que sdo apontados como uma das principais fontes de
contaminacdo destes agentes quimicos, tendo em vista as consequéncias a saude

humana decorrentes de sua presenca no organismo.

Dados de emissao de HPAs sdo limitados e incertos, principalmente devido a
falta de métodos analiticos mais especificos para sua detec¢do, bem como normatizagdao

de detec¢do nos municipios e valores orientadores (NARDOCCI, 2010).

Os avancos de técnicas analiticas instrumentais, unidas a simplicidade,

precisdao e rapidez da cromatografia gasosa, tornaram-na uma das técnicas mais
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difundidas para a andlise quimica, quer seja na indudstria, quer em laboratérios de
investigacdo cientifica. Varios autores destacam a cromatografia gasosa como uma
ferramenta analitica de extrema utilidade na separacdo de misturas complexas presentes

na biomassa (ALMEIDA, 2010).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) é uma
fermenta muito utilizada para identificar centenas de componentes em misturas

organicas ou bioquimicas complexas (COLLINS et al, 2006)

A SPME ¢€ uma técnica que apresenta pontos positivos tais como simplicidade,
baixo custo, versatilidade, precisdo, seletividade e dispensa o uso de solvente. Além
disto, a técnica permite a introducdo do analito diretamente no injetor do cromatégrafo

(ALMEIDA, 2010).
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4.

OBJETIVOS
4.1 Geral

Utilizar ferramentas quimiométricas para inferir quais fatores apresentam

importancia significativa na determina¢do das melhores condi¢des para andlise de HPAs

em ambientes aquaticos utilizando SPME.

v

4.2 Especificos

Selecionar a ferramenta quimiométrica adequada para otimizacdo dos
parametros da SPME;

Utilizar planejamento fatorial completo 2°, unicamente com varidveis
quantitativas para compreensdo do comportamento do sistema;

Otimizar os fatores que influenciam na extragdo por SPME utilizando a
cromatografia a gds como técnica de andlise;

Coletar amostras de dgua da comunidade tradicional do Cajueiro, Zona Rural de
Sao Luis — MA;

Aplicar as condi¢des de SPME otimizadas para a determinagdo de HPAs em
ambientes aqudticos utilizando a técnica de cromatografia a gis acoplada a

espectrometria de massas.
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5. MATERIAL E METODOS

Para a lavagem das vidrarias foi utilizada solu¢do 10% de Extran, seguida de

dgua deionizada em purificador Nanopure Barnstead.

5.1 Microextracao em Fase Solida
Para a extracdo, inicialmente a fibra (Polidimetilsiloxano 100um — SUPELCO)
foi colocada em contato com a amostra liquida (modo direto) onde ocorre a adsor¢ao
dos analitos no recobrimento polimérico da fibra. A seguir, a fibra foi inserida
diretamente no injetor de um cromatdgrafo a gis, onde ocorreu a dessor¢ao térmica dos
analitos retidos, demostrado na Figura 5. Esse procedimento foi realizado em todas as
etapas do estudo, tanto no planejamento experimental quanto na avaliagdo de amostras

coletadas.

Figura 5. Representacdo das etapas de extracdo e dessorcao para andlise SPME/GC-MS.
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Fonte: GONCALVES (2016)

5.2 Planejamento experimental

Inicialmente foi feito um levantamento bibliografico sobre o tema para obtencao
dos fatores que influenciam na SPME para o desenvolvimento de uma metodologia que

possibilitasse melhores condi¢cdes para o emprego da técnica.
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Utilizou-se o planejamento fatorial completo do tipo 2°, com ponto central, em
duplicata para a otimizac¢do das condicdes analiticas do método de extracdo de HPAs da
dgua pelo modo direto. Os fatores e niveis selecionados para o planejamento

experimental estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4. Descricdo dos Niveis e Fatores selecionados para o Planejamento experimental

Fatores Niveis Selecionados
Nivel Baixo (-) Nivel Alto (+)
Agitacao (rpm) 600 1100
Tempo de Adsorcao da Fibra (min) 10 30
Temperatura da Solucao (°C) 25 45

As anélises para obtencao da resposta referente a cada experimento gerado pelo
planejamento foram realizadas, seguindo o seguinte procedimento: O padrio (PHA
Calibration Mix — Sigma-Aldrich), contendo os 16 HPAs, cada um a uma concentracao
de 10 pg/ml em acetonitrila, foi diluido a uma concentracdo de 0,08 ug/ml. Em seguida
realizou-se a etapa de microextracdo, seguindo as combinagdes de niveis e fatores
geradas pelo planejamento experimental. Os testes foram realizados em um
cromatografo a gds (GC — modelo VARIAN 450) seguindo as condi¢des descritas na
Tabela 5.

Tabela 5. Descricao do método cromatografico

Métodol

Tipo de coluna

DB-5HT (30 m X 0,25 mm ID X 0,10
um).

Temperatura da coluna do forno 70 °C
Temperatura de injecao 250 °C
Modo de injecao Split/Splitless
Fluxo da coluna 2,0 ml/min

Rampa de aquecimento da coluna

Iniciando a 70 °C, aumentando a uma taxa
de 15 °C/min até 200 °C, aumentando a
taxa de 20°C/min até 350°C,
permanecendo por 1,83min.

Temperatura do detector

380°C

Tempo total de corrida cromatografica

18 min
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5.3 Coleta
As amostras foram coletadas em frascos de vidro ambar, devidamente

higienizados, quatro pontos foram selecionados para as coletas, sendo eles:

e Ponto 1. Agua da praia

A praia do Cajueiro, situada as coordenadas -2.615437, -44.359335 foi
selecionada devido a proximidade com o terminal portudrio do Itaqui
(Aproximadamente 4,5Km) e da ALUMAR - Consoércio de Aluminio do Maranhdo S.A.
— (Aproximadamente 3Km), locais de possiveis fontes de contaminag¢do. Adentrou-se na
praia até atingir uma profundidade de cerca de 1 metro, entdo o frasco foi ambientado e

a primeira coleta foi descartada, em seguida imergiu-se frasco por completo para a

coleta da amostra, cerca de 1000 ml a 30 cm da superficie.
e Ponto 2. Agua subterrinea (poco 01)

Coleta realizada do poco que abastece a regido denominada de Parnauagu,
localizada na Comunidade do Cajueiro A coleta deu-se diretamente da dgua da torneira,
uma vez que o po¢o em questdo € artesiano e seu acesso ao subsolo € unicamente por

tubulacdao de PVC e bombeado mecanicamente para as moradias.

e Ponto 3. Agua subterranea (poco 02)

Assim como a coleta anterior, a 4gua foi captada diretamente da torneira, sendo
este do poco que abastece a regido denominada de Andirobal, localizada na

Comunidade do Cajueiro.

e Ponto 4. Viveiro de criacao de alevinos

O ponto de coleta em questdo trata-se de um tanque (viveiro) de origem nao
natural de criagdo de alevinos para fins de comercializacdo, o local estd em
proximidades mais efetiva com a Usina Termelétrica Itaqui Geracao de Energia S.A,
convém ressaltar que o abastecimento desse viveiro € somente por dguas pluviais.

Localizagdo aproximada (-2.614320, -44.353500).

42



5.4 Analise das Amostras

ApOs as amostras passarem pela etapa da microextragdo foram analisadas em

cromatégrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas (GC-MS — modelo QP2010

SE SHIMADZU), seguindo a condi¢des descritas na Tabela 6.

Tabela 6. Descricdo do método cromatografico

Método2

Tipo de coluna

100% dimetilpolisiloxano (30 m X 0,25 mm X
0,25 um)

Temperatura da coluna do forno 50 °C
Temperatura de injecao 250 °C
Modo de injec¢ao Splitless
Pressao 100 kPa
Fluxo total 50 ml/min
Fluxo da coluna 1,53 ml/min
Velocidade linear 45,4 cm/s

Rampa de aquecimento da coluna

Iniciando a 70 °C, aumentando a uma taxa de
15 °C/min até 200 °C, aumentando a taxa de
20°C/min até 330°C, permanecendo por
1,83min.

Temperatura da fonte de ions 200 °C
Temperatura da interface 250 °C
Modo de aquisicao de sinal SCAN
Faixa de massas registradas 35 a 500 m/z.
Tempo total de corrida cromatografica 17 min

Tipo de ionizaciao

Impacto Eletronico

43



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Planejamento Experimental (otimizacao)

A matriz dos experimentos e os vetores de resposta (dreas dos picos
cromatogrificos) obtidos pelo planejamento fatorial do tipo 2% (trés fatores em dois

niveis) sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Planejamento para otimizacao das condi¢des de extragao

Ordem de . . Agitacao Temperatura Tempo Are‘a do
Realizacdo Ensaio Replicata (rpm) ©C) (min) PlCO.
(uV.min)
12 1 2 600,0 45 10,0 99,60
11 2 2 1100,0 25 10,0 114,50
18 (O) 3 2 850,0 35 20,0 145,20
3 4 1 600,0 45 10,0 113,50
13 5 2 1100,0 45 10,0 118,30
15 6 2 1100,0 25 30,0 164,00
5 7 1 600,0 25 30,0 152,80
1 8 1 600,0 25 10,0 99,70
2 9 1 1100,0 25 10,0 124,90
17 10 2 1100,0 45 30,0 114,50
7 11 1 600,0 45 30,0 109,80
16 12 > 600,0 45 30,0 112,40
14 13 2 600,0 25 30,0 157,30
8 14 1 1100,0 45 30,0 120,80
4 15 1 1100,0 45 10,0 100,10
9(C) 16 1 850,0 35 20,0 125,30
6 17 1 1100,0 25 30,0 145,60
10 18 2 600,0 25 10,0 83,50

Para a escolha do modelo que melhor se ajustasse aos resultados obtidos para a
area do pico, foram analisadas, de forma cuidadosa, todas as informacdes obtidas no
software Statistica. Lembrando que quanto maior o valor da area do pico, maior serd a

eficiéncia da extracao.

A replicata permite ao software calcular o “erro puro”, este ¢ a avaliacdo do
erro entre o resultado de cada experimento e a média, independentemente do modelo,

depende unicamente das diferencgas da replicata com a média.
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Através da obteng¢do dos coeficientes de regressdao € possivel elaborar a

equacgdo que melhor representa 0 modelo.

O primeiro modelo disponibilizado foi o linear, tal modelo compreende a andlise
dos fatores isoladamente, sem que ocorram interagdes entre eles. Com a obtengdo da
andlise da variancia ficou evidente que a falta de ajuste ndo foi significativa para o
modelo (Tabela 8), evidenciando que o modelo mais simples mostrou-se tutil para
modelagem dos resultados obtidos pelo planejamento experimental adotado. Isto porque
a “falta de ajuste” avalia o erro dos valores calculados pela equagdao em relacio ao valor
da média e compara com as diferencas entre cada replicata, se esta for muito maior que
o erro puro (significativa), entende-se que o modelo ndo descreve os resultados de
forma clara, entdo este deve ser refeito, se for bem menor ou bem préxima de zero (ndo

significativa), entende-se que os principais erros estdo atribuidos ao erro puro.

Tabela 8. ANOVA gerada para o modelo linear

ANOVA: Modelo Linear

SS df MS F P
(1)Agitacio 6,2500 | 1 | 6,25000 | 0,255102 | 0,625641
42,2500 | 1 | 42,25000 | 1,724490 0,221609
(2)Temperatura
42,2500 | 1 | 42,25000 | 1,724490 0,221609
(3)Tempo

Lack of Fit 143,0278| 5 | 28,60556 | 1,167574 0,394709

Pure Error 220,5000| 9 | 24,50000 ] )

Total SS 4542778 | 17 i i ]

Através do gréfico de Pareto (Figura 6) foi possivel evidenciar os efeitos das
varidveis estudadas (agitacdo, tempo e temperatura) e suas interacdoes na area do pico.
Segundo Mothé (2005), o diagrama de Pareto estd correlacionado com as interacoes de
cada varidvel individualmente e os efeitos provocados, de duas a duas, no qual o efeito é
tao significativo na extragao quanto mais a direita da linha vermelha ele estiver, no nivel

de significancia de 95 % de confianga.
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Figura 6. Gréfico de Pareto para o modelo linear
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Com a verificacdo do grafico de Pareto foi possivel determinar uma pequena

interacdo entre os fatores analisados.

Para o segundo modelo analisado pelo Statistica, dos efeitos quadréticos, o
grifico de Pareto, também mostrou uma pequena interacdo entre os fatores e novamente
nao ocorreu significincia na falta de ajuste. Na Tabela 9 e na Figura 7 € possivel

verificar a andlise da varidncia e o grafico de Pareto, respectivamente, para o novo

modelo:
Tabela 9. ANOV A gerada para o modelo quadratico
ANOVA: Modelo quadratico
SS df MS F P
(1)Agitacio 6,2500 1 6,25000 0,255102 0,625641
42,2500 1 42,25000 1,724490 0,221609
(2)Temperatura
42,2500 1 42,25000 1,724490 0,221609
(3)Tempo
2,2500 1 2,25000 0,091837 0,768743
1by 2
6,2500 1 6,25000 0,255102 0,625641
1by3
2,2500 1 2,25000 0,091837 0,768743
2by3
Lack of Fit 132,2778 2 66,13889 2,699546 0,120666
Pure Exrror 220,5000 9 24,50000 i )
Total SS 4542778 | 17 i ]
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Figura 7. Grafico de Pareto para o modelo quadratico
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Com a andlise dos dados obtidos, o modelo quadratico apresenta interagdes
semelhantes ao modelo linear, no que diz respeito aos fatores isolados e com a inclusdo
de novos termos, foi possivel verificar que os fatores de maior relevancia s@o o tempo e
a temperatura, porém a maior significancia se dd quando sdo avaliados individualmente

e ndo quando sdo avaliados os efeitos entre si.

Para 0 modelo ctbico, nas Tabelas e graficos seguintes (andlise da variancia e
coeficiente de regressdo, respectivamente) € possivel verificar que com a obten¢do da
andlise da variancia ficou evidente que a falta de ajuste ndo foi significativa para o
modelo. A medida que foram adicionados termos para as equacdes, diminuiu o grau de

liberdade dos modelos, em compensacdo, a falta de ajuste foi diminuindo.
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Tabela 10. ANOVA gerada para o modelo cibico

ANOVA: Modelo Cubico

Fator Df MS F
S 6,2500 1 6,2500 0,255102 0,625641
(1)Agitacao
42,2500 1 42,2500 1,724490 0,221609
(2)Temperatura
42,2500 1 42,2500 1,724490 0,221609
(2)Tempo
2,2500 1 2,2500 0,091837 0,768743
1by2
6,2500 1 6,2500 0,255102 0,625641
1by 3
2,2500 1 2,2500 0,091837 0,768743
2by3
1%2%3 132,2500 1 132,2500 5,397959 0,045237
Lack of Fit 0,0278 1 0,0278 0,001134 0,973874
Pure Error 220,5000 9 24,5000 i
Total SS 4542778 17 ) )

Tabela 11. Coeficiente de Regressdo para o modelo dos efeitos cubicos

Regressn

Fator Coeff. Std.Err. t(8) P -95,% +95,%
184,4361 |35,69290 |5,16731 0,000589 103,6932 | 265,1791
Mean/Interc.
o -0,0882 0,04029 -2,19048 0,056207 -0,1794 0,0029
(1)Agitacao
-2,1700 0,98062 -2,21287 0,054190 -4,3883 0,0483
(2) Temperatura
-3,3400 1,59634 -2,09228 0,065939 -6,9512 0,2712
(3) Tempo
1by2 0,0024 0,00111 2,21359 0,054127 -0,0001 0,0050
1by3 0,0043 0,00180 2,37271 0,041723 0,0002 0,0084
2by3 0,0940 0,04385 2,14343 0,060681 -0,0052 0,1932
1#2%3 -0,0001 0,00005 -2,32335 0,045237 -0,0002 -0,0000
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Figura 8. Gréfico de Pareto para o modelo ctibico
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Figura 9. Influéncia de cada fator - a) Influéncia da agitacdo na drea do pico - b) Influéncia do tempo na
area do pico - ¢) Influéncia da temperatura na area do pico

a) b)
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Analisando o grafico de Pareto do modelo linear e do modelo quadrético,
observou-se que os fatores apresentaram interagdes pouco relevantes, porém o modelo

cubico mostrou que a interacao entre os trés foi significativa.

Avaliando as interacdes individualmente (agitacdo/area do pico, tempo/area do
pico e temperatura/drea do pico) foi possivel observar que com uma maior agitacao (1100
rpm) houve aumento da area do pico, porém quando comparada com o menor nivel (600
rpm) houve pouca variacdo. Com o aumento do tempo de extracdo houve um aumento
relevante na drea do pico. Ao contrdrio do que ocorre com o aumento da temperatura, que
acarreta a diminuicdo da eficiéncia da SPME. Sendo, entdo, a agitacdo o fator que teve
menos influéncia na extragdo, devido a isso, a superficie de resposta (Figura 10) foi
avaliada com base na temperatura e no tempo de extragdo, mantendo o valor da agitacao

fixo em 1100 rpm.

Tendo em vista que entre os trés modelos avaliados o cubico foi o que
apresentou menor falta de ajuste e uma interacdo entre os fatores mais significativa este foi
o modelo selecionado, gerando a Equacdo 1. Além disso, adicionar novos parametros ao
modelo diminui o grau de liberdade, aumenta a complexidade e resulta em uma melhor

descricdo da resposta.

Ap = 184,4361 — 2,1700X — 3,34Y + 0,0024 x 1100X + 0,0043 x 1100Y
+ 0,0940XY - 10,0001 x 1100XY — 97,075 D

Sendo:
Ap = Area do Pico
X =Temperatura

Y = Tempo de Extragdo
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Figura 10. Superficie de resposta para a drea do pico com utilizacdo do modelo ctibico
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Avaliando a superficie de resposta € possivel verificar que dentro do limite dos niveis
testados as condicdes que garantem maior eficiéncia de extracdo sdo: rotagdo de 1100
rpm, tempo de 30min e temperatura de 25°C.

6.2 Analise dos resultados das amostras de agua

As regides proximas a portos, refinarias e centros urbanos tém sido
frequentemente diagnosticadas como poluidas por hidrocarbonetos policiclicos
arométicos de petrdleo (HPAs). Neste estudo uma comunidade possivelmente sujeita a
contaminagcdo por HPAs € a comunidade do Cajueiro que estd localizada préximo ao
Porto do Itaqui. A determinacdo de HPAs nas amostras de 4gua da Comunidade do
Cajueiro foi realizada utilizando a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas.

O método para determinar os 16 HPAs por GC-MS (SCAN) foi desenvolvido
levando em consideracdo a andlise simultanea dos 16 HPAs com boa resolucdo dos
picos. A Figura 11 apresenta o cromatograma da mistura padrdo obtido apds o
desenvolvimento do método de andlise. Pode ser observado que os ultimos picos, que
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sao referentes as moléculas de HPAs de maiores pontos de ebulicao (indeno(1,2,3-
cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno e benzo(a)pireno), ndo aparecem
no cromatograma. Isso ocorre porque essas moléculas levam um tempo relativamente
longo para eluir da coluna, favorecendo os equilibrios entre a fase mével e a fase
estaciondria, aumentando o tempo de saida entre a primeira e a ultima molécula de uma
substancia que elui do sistema cromatografico, causando o alargamento do pico. Esse
comportamento pode ser evitado aumentando as condi¢des de temperatura do sistema,
porém isso resultaria em pior resolucao das moléculas de HPA de menores pontos de
ebuli¢do, causando sobreposic¢ao de picos e/ou coelui¢ao, conforme verificado em testes
preliminares. O método proposto ndo permite a identificacdo do indeno(1,2,3-cd)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno e benzo(a)pireno, pois os picos gerados por

essas moléculas s@o tao alargados que ndo € possivel distingui-los da linha de base.

Figura 11. Cromatograma referente a mistura padrdo de 16HPAs
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A identificacdo dos componentes foi realizada comparando os espectros de
massa dos compostos presentes na amostra de dgua, listados no Apéndice I, com os da
biblioteca. Além disso, foi utilizada uma amostra contendo padrdes para confirmacio

dos resultados obtidos.

O cromatograma referente a andlise da dgua da praia estd representado na
Figura 12. Os resultados nos indicam a presenca de dois dos 16 HPAs, o fluoranteno e o

pireno, provenientes, possivelmente, da deposicido atmosférica ou descarga de efluentes
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dos processos industriais desenvolvidos nas proximidades da comunidade, dgua de
lastro e residuos de combustiveis advindos da zona portudria, uma vez que 0s processos

de carga e descarga das embarcagdes sdo potenciais vetores de contaminagao.

Figura 12. Cromatograma referente a andlise da amostra coletada do ponto 1
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Os cromatogramas referentes as andlises da 4gua do pogo que abastece a regiao
Parnauacu e do poco que abastace a regiao Andirobau estdo representados nas Figuras
13 e 14, respectivamente. Nestes pontos foi diagnosticada a presenca de cinco dos 16
HPAs analisados, sendo eles: Antraceno, Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)antraceno e
Criseno. Uma vez que o lencol freatico se forma a partir da penetracdo da dgua das
chuvas nas porosidades existentes no solo, isto €, nos espacos entre uma rocha e outra, a
contaminagdo pode ser oriunda do carreamento dos contaminantes presentes no solo no

processo de percolacdo da dgua, tendo em vista que os HPAs sdo parcialmente soluveis.
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Figura 13. Cromatograma referente a andlise da amostra coletada do ponto 2
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Figura 14. Cromatograma referente a andlise da amostra coletada do ponto 3
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O cromatograma referente a analise da dgua do viveiro de criacdo de alevinos
para comercializacdo esta representado na Figura 15. Neste ponto também foi

diagnosticada a presenc¢a do Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)antraceno e Criseno.

Além de sua presenca nos corpos hidricos, os HPAs também estdo presentes na
atmosfera, por serem compostos semivolateis ficam associados tanto a fase de vapor
quanto a fase particulada, e podem ser depositados na superficie pelo impacto direto
entre as particulas e as moléculas gasosas (disposi¢do seca) ou por precipitacdo

(disposi¢ao iumida) (MOTELAY-MASSEI et al ., 2003). Tendo em vista estes fatores,
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podemos justificar a possivel fonte de contaminacdo do viveiro, verificando sua

proximidade com a zona industrial e que sua Unica fonte de abastecimento € pluvial.

Figura 15. Cromatograma referente a andlise da amostra coletada do ponto 4
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Os HPAs podem ser separados em duas categorias: baixo peso molecular (2 ou
3 anéis benzénicos) de toxidade aguda para a biota e predominantes em fontes
petrogénicas (6leo ou combustivel fossil); e alto peso molecular (4 a 6 anéis) de
considerdvel efeito cancerigeno e abundantes em fontes piroliticas (queima de
combustiveis). Em todas as amostras foram encontrados o fluoranteno e o pireno que
sdo provenientes de fontes piroliticas. Embora ndo ter sido possivel realizar a
quantificagdo dos HPAs nas amostras de 4gua da Comunidade do Cajueiro € importante
realizar um monitoramento continuo destes compostos, visto que, mesmo que possam
ser encontrados no ambiente em concentragdes menores do que aquelas consideradas
altas, sdo bioacumulativos e potencialmente tdxicos ainda que em pequenas

concentragdes.
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7. CONCLUSOES

A utilizacdo de métodos quimiométricos para a realizacdo do planejamento e
tratamento dos resultados se mostrou eficiente, fornecendo informagdes ftteis para a
otimiza¢do da andlise. A partir dos dados gerados podemos estabelecer os fatores que
apresentam maior influéncia para a microextracio em fase sdlida dos analitos de
trabalho. As melhores condi¢des obtidas nos ensaios para a extracdo dos HPAs, sdo
agitacdo de 1100 rpm, tempo de 30 minutos e temperatura de 25°C. Como os
procedimentos descritos na literatura apresentam variagdes nas condi¢des da extracdo,
pode-se a partir dos dados obtidos padronizar este procedimento, evitando desta forma
analises que promovam resultados nao satisfatérios, resultando também em economia
de tempo e material de consumo.

Nas amostras da praia, verificou-se contaminag¢do por dois dos 16 HPAs
(fluoranteno e pireno), ja nas amostras do viveiro foi identificada a presenca de quatro
(Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)antraceno, Criseno), visto que nio sao locais de banho ou
recreacdo, ou seja, de contato direto, mas utilizados para fins de criagdo ou pesca, neste
sentido por tratar-se de substincias bioacumulativas, o risco de contamina¢do humana
por ingestdo € iminente, segundo a literatura os HPAs, uma vez absorvidos pelos
organismos vivos, passam por um processo de biotransformac¢do (metabolizacdo) que
ocorre no figado, hepatopancreas, estdbmago ou glandula digestiva, dependendo de

tratar-se de peixes, crusticeos ou moluscos.

Verificado que muitas familias utilizam-se dos dois pogos para abastecimento
de suas moradias para fins de consumo e de posse dos resultados, que mostram que
ambos encontram-se contaminados por cinco dos 16 HPAs estudados (Antraceno,
Fluoranteno, Pireno, Benzo(a)antraceno e Criseno), onde este resultado € preocupante
do ponto de vista socioambiental, pois afeta ndo s6 a qualidade do meio natural, mas
direta ou indiretamente a saide humana, assim demonstrando uma influéncia de forma
negativa e direta na qualidade de vida da populacdo, que utiliza-se dessas reservas de

dgua para consumo e/ou atividades didrias sem tratamento adequado.
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8. RECOMENDACOES

Como sugestdo para pesquisas ou avaliagdes futuras recomenda-se um
monitoramento periddico e continuo, no solo, na dgua e no ar, onde deve-se incluir
avaliagdes fisico-quimicas e microbiolégicas, identificacdo e quantificacdo de
contaminantes organicos e inorganicos que possam ser prejudiciais a sadde humana e
ambiental, com todos os pardmetros exigidos por legislacdo vigente, campanhas de
educagdo ambiental efetiva, uma eficiente fiscalizacado, tanto por parte da populagdo e

principalmente pelo poder publico.
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APENDICE I

Figura 16. Espectro referente ao fluoranteno detectado na anélise da amostra coletada no ponto 1
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Figura 17. Espectro referente ao pireno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 1
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Figura 18. Espectro referente ao antraceno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 2
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Figura 19. Espectro referente ao criseno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 2
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Figura 20. Espectro referente ao fluoranteno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 2
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Figura 21. Espectro referente ao pireno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 2
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Figura 22. Espectro referente ao antraceno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 3
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Figura 23. Espectro referente ao benzo(a)antraceno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 3
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Figura 24. Espectro referente ao criseno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 3

130000+
120000+
110000+
100000
90000
80000+
700005
60000
50000
40000
30000
20000
10000-

113

101
73
T

28

207

13 147 je317a 191, | 312 327 341 33

S 373 387300 415 429 457 470 488

83 ]|

80

110

140 170 200 320 350

470 500
m'z

380 410 440

63



Figura 25. Espectro referente ao fluoranteno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 3
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Figura 26. Espectro referente ao pireno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 3
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Figura 27. Espectro referente ao benzo(a)antraceno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 4
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Figura 28. Espectro referente ao criseno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 4
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Figura 29. Espectro referente ao fluoranteno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 4
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Figura 30. Espectro referente ao pireno detectado na andlise da amostra coletada no ponto 4
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