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RESUMO

O sistema estuarino do rio Itajai-Acu, localizado na regido Sul do Brasil,
é afetado por atividades industriais e de dragagem, que podem causar
remobilizacdo dos poluentes acumulados ao longo do tempo no
sedimento. Por isso, biomarcadores geoquimicos e elementos-trago
foram avaliados qualitativamente e quantitativamente em doze amostras
superficiais de sedimento. Os niveis de n-alcanos, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA) e esterdis foram obtidos a fim de
identificar suas fontes e a possivel contaminacdo do ambiente por
combustiveis fdsseis e esgoto doméstico. As concentraces totais
variaram entre 0,49 e 69,71 pg g™ para os n-alcanos e de 63,89 a
1458,99 ng g para 0os HPA. As concentragdes obtidas para este estuario
sdo semelhantes & de outros ambientes estuarinos e costeiros ao redor do
mundo. Comparando os niveis de HPA com os indicadores do Guia de
Qualidade de Sedimentos, os resultados apontaram que a ocorréncia de
efeitos adversos a biota pode ocorrer raramente e/ou ocasionalmente.
Com base nas razdes diagnosticas para HPA utilizadas neste estudo, as
principais fontes desses compostos sdo piroliticas, embora fontes
petrogénicas também tenham sido encontradas. Uma mistura complexa
ndo resolvida foi detectada na estacdo 5, localizada no Porto de Itajai,
sugerindo contaminacdo por combustiveis fosseis. A presenca de
hopanos de estereoquimica of3 emtodas as estacdes indica fontes
petrogénicas nas amostras avaliadas. Ester6is foram identificados em
todas as amostras, sendo 0s mais abundantes o colesterol, o coprostanol
e 0 B-sitosterol, que representam fontes tais como zooplancton, esgoto
doméstico e plantas superiores, respectivamente. A distribuicdo de
acidos graxos permitiu inferir a origem da matéria organica como
predominantemente aquética, com pouca contribuicdo de plantas,
notavelmente nas estaces 7 e 8. No que diz respeito aos contaminantes
inorganicos, um procedimento de extragdo simples e rapido foi proposto
para a determinacgéo de elementos-traco em amostras de sedimentos por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado. Otimos
resultados foram obtidos quando se submeteu 100 mg de sedimento a
extracdo assistida por ultrassom por 15 minutos com HF a 7,50 mol L™ e
HNO; a 3,50 mol L™ . Limites de detecgdo entre 0,02 € 0,10 ug g~ e
desvios padrdo relativos inferiores a 8% foram obtidos. O método
proposto foi aplicado na determinacdo de elementos-traco em amostras
de sedimentos do estudrio do rio Itajai-Acu e as concentracdes obtidas,
comparadas aos referenciais do Guia de Qualidade de Sedimentos para a



Protecdo da Vida Aquatica. Observou-se que as amostras de sedimentos
avaliadas apresentam uma boa qualidade em relacdo a poluentes
inorganicos. Além disso, foi desenvolvida uma metodologia analitica
para a determinacdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX)
em amostras de residuos solidos, utilizando microextracdo em fase
solida e cromatografia gasosa. As melhores respostas foram obtidas
utilizando a fibra carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS), tempo de
extracdo de 20 minutos a 25 °C e massa de residuo de 20,0 mg. O
método desenvolvido proporcionou um bom desempenho em termos de
precisdo (abaixo de 7% para todos os analitos), recuPera(;éo,
seletividade, robustez e limites de deteccdo (1,8 a 21,0 ng mL™). Além
disso, € um método simples, livre de solventes e adequado para a

classificacdo de residuos sélidos.

Palavras-chave: Sedimento. Elementos-traco. Poluentes organicos.
Residuos sélidos.



ABSTRACT

The Itajai-Acu estuarine system, located in southern Brazil, is affected
by industrial and dredging activities, which can cause remobilization of
the pollutants accumulated over time in the sediment. Thus,
geochemical biomarkers and trace elements were studied qualitatively
and quantitatively in 12 surface sediment samples. The levels of
aliphatic hydrocarbons, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) and
sterols were measured in order to identify their sources and possible
contamination by fossil fuels and domestic sewage. The total
concentrations ranged between 0.49 and 69.71 pg g™ of dry weight for
n-alkanes and from 63.89 to 1458.99 ng g™ of dry weight for PAH.
Concentrations in this estuary are comparable to estuarines and coastal
environments around the world. Comparing the PAH levels found in the
estuarine sediments with the Sediment Quality Guidelines, results
indicated that adverse effects are expected to occur rarely to
occasionally to the living biota. According to the calculated PAH ratios,
the major sources of PAH are pyrolytic, although petrogenic was also
found. Unresolved complex mixture was detected at site 5, located at the
Itajai harbor, suggesting contamination by fossil fuels. The presence of
hopanes with aff stereochemistry at all stations indicated petrogenic
input. Sterols were identified in all the samples. The most abundant
sterols were cholesterol, coprostanol and (-sitosterol, suggesting sources
such as zooplankton, domestic sewage and higher plants. The
distribution of fatty acids allowed to infer the origin of organic matter as
predominantly aquatic, with little contribution of vascular plants,
notably in stations 7 and 8, which agrees with the RTA values for n-
alkanes. The major contribution of long chain fatty acids was observed
at station 11, representing the contribution of vascular plants at these
station. Regarding inorganic contaminants, a simple and fast extraction-
based procedure was proposed for the determination of trace elements in
sediment samples by inductively coupled plasma mass-spectrometry.
Optimum results were obtained when 100 mg of sediment sample was
used followed by ultrasound-assisted extraction for 15 min with 7,50
mol L™ (HF) and 3,50 mol L™ (HNO3). Detection limits ranging from
0,02 to 0,10 pg g™ and relative standard deviation lower than 8% were
obtained. The proposed method was applied in the sediments of the
Itajai-Acu estuarine system and the concentrations of trace elements
were compared to the Sediment Quality Guidelines. It was observed that
the sediment samples evaluated show good quality regarding inorganic



pollutants. In addition, an analytical methodology was developed for the
determination of benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes (BTEX) in
samples of solid waste using solid phase microextraction and gas
chromatography.  Best results were obtained wusing the
carboxen/polydimetrylsiloxane fiber (CAR/PDMS), extraction time of
20 min at 25 °C and 20 mg of sample. The developed method provided a
good performance in terms of precision (lower than 7% for all analytes),
recovery, selectivity, robustness and detection limits (1,8 to 21,0 ng mL"
Y. Furthermore, it is a simple, solvent-free method suitable for the
classification of solid waste.

Keywords: Sediment. Trace elements. Organic pollutants. Solid
waste.
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APRESENTACAO

Esta pesquisa esta fundamentada na Quimica Ambiental e por
meio da andlise de tracos, incorpora atributos de Quimica Analitica. Nos
dias atuais, a contaminacdo de ecossistemas tem se tornado frequente,
principalmente em é&reas urbanas. Com 0 aumento das atividades
humanas, € comum a introdu¢do de compostos organicos e inorganicos
no ambiente, muitas vezes nocivos & salde humana e a biota. Nesse
sentido, delineou-se o0 objetivo central de avaliar contaminantes
organicos e inorganicos em matrizes ambientais. Para tanto, o foco
central esteve em duas vertentes principais: avaliar a qualidade dos
sedimentos por meio da identificacdo de biomarcadores geoquimicos e
elementos-traco em amostras do estuario do rio Itajai-Acu, dada a sua
importancia econémica para o Estado de Santa Catarina; e determinar
compostos organicos volateis em matrizes de residuos solidos. Para isso,
buscou-se o desenvolvimento de metodologias alternativas, com a
utilizacdo de quantidades menores de solvente do que as adotadas em
métodos oficiais, a fim de gerar uma quantidade minima de residuos.

Para melhor compreensao, esta tese foi divida em trés capitulos.
O primeiro aborda a determinacdo de biomarcadores geoquimicos
(hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
esterois e acidos graxos) em amostras de sedimentos do estuario do rio
Itajai-Acu, localizado na regido Sul do Brasil e afetado por atividades
industriais e de dragagens.

O segundo apresenta o desenvolvimento de uma metodologia
analitica para a determinacéao de diferentes elementos-traco (As, Cd, Co,
Cr, Cu, Ni, Pb, Sn, V e Zn) em amostras de sedimento estuarino por
ICP-MS e a aplicacdo desse método nas amostras de sedimentos do
estudrio do rio Itajai-Acu, a fim de avaliar a qualidade do sedimento
com relagdo a contaminantes inorganicos.

Por fim, o terceiro e Ultimo capitulo discorre acerca do
desenvolvimento de uma metodologia analitica para a determinacdo de
BTEX por microextracdo em fase solida em residuos sélidos, utilizando
cromatografia gasosa com deteccgao por ionizagdo em chama.
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CAPITULO I. Determinag&o de
biomarcadores geoquimicos em amostras de

sedimentos do estuéario do rio lItajai-Acu.
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1.1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, mais da metade da populagcdo mundial vive a
menos de 200 km da costa. Conforme a civilizacdo moderna se espalha,
as atividades humanas inevitavelmente ocorrem no ambiente marinho
em escalas locais, regionais e até mesmo globais. Cerca de 2/3 das
grandes cidades estdo localizadas em estuarios e regides adjacentes,
devido a facilidade de construcdo de portos, marinas, indistrias de
pescado, entre outras (PEREIRA FILHO; SPILLERE; SCHETTINI,
2003).

Estuarios sdo ecossistemas economicamente importantes
devido a sua elevada produtividade e proximidade com os centros
urbanos. Sua abundante e diversificada comunidade e capacidade de
renovacdo periddica de aguas faz desses ecossistemas locais, onde
ocorrem intensas transformacdes da matéria organica, importantes elos
entre os ecossistemas fluvial e marinho. Esses ecossistemas atuam
juntamente com as areas costeiras como filtros seletivos entre o
continente e o oceano, retendo significativas quantidades de material
aléctone (PEREIRA FILHO; SPILLERE; SCHETTINI, 2003;
BRANCO; LUDNARDON-BRANCO; BELLOTTO, 2009).

O sedimento marinho serve como um reservatério final para a
matéria organica (MO) natural e antropogénica. A natureza da matéria
organica pode fornecer valiosas informagdes a respeito do ambiente, dos
organismos e do tempo de deposicdo (MEYERS; ISHIWATARI, 1993).
Diversos autores (MEYERS; ISHIWATARI, 1993; MEAD et al., 2005;
VOLKMAN et al., 2007; KRISTENSEN et al., 2008; HU et al., 2012)
destacam a composicdo da MO sedimentar e sua importancia para o
estudo de lipidios em ecossistemas aquaticos.

Os lipidios tém sido alvo de muitos estudos durante as Gltimas
décadas, principalmente em ambientes estuarinos (TAROZO; FRENA,;
MADUREIRA, 2010; OLIVEIRA; MADUREIRA, 2011; MAIOLI et
al., 2011; SILVA et al.,, 2012; HU et al., 2012; LIMA et al., 2012;
PIETZSCH; PATCHINEELAM; TORRES, 2010). Esses estudos tém
mostrado bons resultados, na medida em que contaminantes como
compostos organicos sdo identificados e suas fontes evidenciadas.

A partir dos estudos realizados por Deshmukh, Chefetz e
Hatcher (2001); Muniz et al. (2004) e Harji, Yvenat e Bhosle (2008), é
possivel observar que as atividades portudrias sdo consideradas
altamente impactantes, com destaque para 0 nimero de navios que
realizam manobras diariamente utilizando 6leo diesel e 6leo pesado
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como combustiveis; os tipos de cargas movimentadas; a disposicdo de
residuos solidos ou liquidos; entre outras. Assim, a identificacdo de
compostos organicos em regies portudrias se torna uma ferramenta
importante na elaboracdo de manejos dos sedimentos dragados, além de
auxiliar na implementacdo de acdes que visam prevenir a liberacdo de
determinados compostos tdxicos aos seres vivos e a biota local,
minimizando o impacto causado por determinadas classes de
contaminantes.

Dada a importancia da pesquisa sobre 0os compostos organicos
em estuarios, este trabalho teve como local de estudo o estuério do rio
Itajai-Acu, que tem em suas margens o Porto de Itajai e o Terminal
Portuario de Navegantes. Diante da relevancia econdmica regional desse
complexo portudrio, que opera com um canal de acesso e uma bacia de
evolugdo com um calado de 11 metros, ha a necessidade de ampliar a
capacidade operacional do complexo portuario, a fim de atender as
novas especificidades e demandas internacionais de logistica portuaria.
Assim, tendo em vista as novas orienta¢Ges internacionais, a Secretaria
Especial de Portos (SEP), cuja politica é tornar os portos brasileiros cada
vez mais eficientes e competitivos, aceitou o desafio de aumentar de 11
para 14 metros o atual calado do Porto de Itajai - obra fundamental que
beneficia ambos os empreendimentos, o Porto de Itajai e o Portonave
S/A - Terminal Portuario de Navegantes.

Em maio de 2011, foram iniciadas as atividades de
aprofundamento do canal principal do rio a fim de permitir a entrada de
navios de maior calado, aumentando o j& intenso trafego maritimo. A
dragagem de sedimentos do leito do rio pode gerar a remobilizacdo de
poluentes acumulados ao longo do tempo nesse compartimento. Além
disso, pode aumentar a biodisponibilidade destas na coluna d’agua,
assim como transferir uma carga de poluentes para outras regifes, onde
naturalmente estes ndo chegariam (BRANCO; LUDNARDON-
BRANCO; BELLOTTO, 2009).

Na literatura, existem poucos estudos sobre a caracterizacdo do
extrato organico em sedimentos do estuario do rio Itajai-Acu. Bellotto,
Kuroshima e Cecanho (2009) avaliaram hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) em sedimentos coletados em 2006 no estuério do rio
Itajai-Acu. Ndo foram encontrados vestigios de HPA nas amostras
avaliadas. Oliveira e Madureira (2011) avaliaram as fontes de
hidrocarbonetos ndo aromaticos nesse estudrio e os resultados revelaram
a predominancia de hidrocarbonetos de origem aquética e terrestre, além
da presenga de hopanos e esteranos, caracteristicos de 6leos. No entanto,
uma avaliagdo mais detalhada é necessaria para verificar os possiveis
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efeitos de dragagem nesse ambiente. Diante desse cendrio, torna-se
imprescindivel avaliar a qualidade do sedimento superficial que estard
sendo dragado, assim como obter informagdes relacionadas a sua origem
€ composicao.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 ESTUARIOS E AS ATIVIDADES DE DRAGAGEM

Estuéario pode ser definido como um corpo d’agua costeiro
semifechado que tem conexdo aberta com o mar, sendo que a dgua do
mar sofre significativa diluicdo devido a mistura com as aguas doces
provenientes desse corpo d’agua. Dentre os sistemas marinhos, os
estuarios estdo entre os mais complexos e dinamicos, e tém grande
importancia por manter uma grande diversidade biolégica (CAMPOS,
2010).

Estuarios servem como receptores finais da matéria organica
natural e antropogénica (MEDEIROS et al., 2005). Os contaminantes
entram em ambientes estuarinos através de varias vias, especificamente
de descarga direta de comunidades costeiras, descargas e despejos de
navios, deposicdo atmosférica e fontes ndo pontuais de escoamento de
terra. Os mais comuns residuos antropogénicos eliminados em zonas
costeiras sdo residuos industriais € municipais, descarga de rios, lodo de
esgoto e material dragado (KENNISH, 1992).

Grandes mudangas fisicas, quimicas e bioldgicas em estuarios,
rios e portos estdo associadas a dragagem e a disposicdo do material
dragado. Em estuarios, a dragagem causa danos diretamente pela
perturbacéo fisica envolvida na remogdo e recolocagdo do sedimento. A
ressuspensdo dos sedimentos de fundo libera nutrientes e remobiliza
contaminantes, afetando assim a qualidade da agua e a quimica global
do estuario. Esses contaminantes podem entrar na cadeia alimentar,
onde representam um potencial risco para 0s organismos que vivem nos
estudrios, bem como para os seres humanos. Além disso, a remocao dos
sedimentos de fundo destr6i o habitat bentdnico e a operacdo da draga
aumenta a mortalidade dos bentos por lesdo mecanica durante a
dragagem (KENNISH, 1992).

1.2.2 GEOQUIMICA DE AMBIENTES AQUATICOS

Solos e sedimentos marinhos superficiais incorporam as duas
maiores e mais dinamicas reservas de matéria organica na Terra
(HEDGES; OADES, 1997). O sedimento é o compartimento do
ecossistema onde se depositam todos os compostos e estruturas de
animais e vegetais que ndo foram totalmente decompostos. Assim, ao
longo da evolugdo de um sistema aquético, formam-se camadas no
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sedimento, contendo compostos quimicos e estruturas biologicas que
representam as diferentes fases desse processo. A partir desses
depositos, torna-se possivel interpretar o desenvolvimento histérico e as
alterac@es tanto do ambiente como de suas comunidades. Devido a essas
propriedades, o sedimento lacustre funciona como um verdadeiro banco
de dados sobre o ecossistema (ESTEVES, 1998).

A matéria organica constitui a menor, porém a mais importante
fracdo de sedimentos de lagos. E constituida de uma mistura complexa
de lipidios, carboidratos, proteinas e outros compostos biogquimicos
produzidos pelos diversos organismos que viveram anteriormente nos
lagos (MEYERS; ISHIWATARI, 1993; MEYERS, 2003).

No ambiente marinho como um todo, a maioria dos detritos de
matéria organica (em torno de 95%) é reciclada por organismos
pelagicos (por exemplo, organismos nadadores ou flutuadores) dentro da
superficie aquatica. A pequena quantidade que alcanca o sedimento é
em grande parte reciclada pela comunidade bentbnica, que vive no topo
e dentro do sedimento. Qualquer detrito organico que sobrevive a essas
condi¢des pode ser preservado e incorporado ao sedimento (KILLOPS;
KILLOPS, 2005).

A composicdo quimica da matéria organica de solos e
sedimentos marinhos tem origem, basicamente, nas seguintes fontes:
fitoplancton, zooplancton, bactérias, fungos e plantas superiores. Quanto
a procedéncia da origem da MO, esta pode ser: autéctone, quando se
origina na coluna d’4dgua acima do sedimento ou no préprio sedimento
onde estd depositada a MO; ou al6ctone, quando se origina fora do
ambiente de deposicdo. A MO de origem aldctone pode se originar da
redeposi¢cdo de sedimento marinho apés a erosdo, muitas vezes de uma
localizagdo proxima, ou a partir dos continentes, por meio da agdo dos
ventos, rios e geleiras que transportam grandes quantidades de MO de
origem terrestre para o oceano (SCHULZ; ZABEL, 2006; WOSZCZYK
etal., 2011).

Entre as classes principais dos compostos detectados na MO, 0s
lipidios destacam-se por apresentar maior resisténcia a degradacédo
guando comparados as outras classes, além de também fornecer um
diagndstico do material depositado (MEYERS, ISHIWATARI, 1993).
Os lipidios sdo definidos como a fracdo da matéria organica insoltvel
em &gua, mas que pode ser isolada por extragdo com um solvente
orgénico, como cloroférmio, hexano, tolueno e acetona (MC SWEEN
JR; RICHARDSON; UHLE, 2003; MEYERS; ISHIWATARI, 1993).
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1.2.3 BIOMARCADORES GEOQUIMICOS

Biomarcadores (também denominados fdsseis quimicos ou
marcadores moleculares) sdo compostos organicos que possuem
estabilidade quimica e apresentam a estrutura quimica ligada
intrinsecamente ao precursor biolégico. Podem ocorrer em sedimentos,
rochas e 6leo cru. As estruturas basicas de biomarcadores permanecem
inalteradas durante os processos que afetam os produtos da producdo
priméria durante os primeiros estagios de deposicdo sob condicdes de
baixa temperatura e pressdo, denominados de diagénese, como também
durante a sedimentacdo. A diagénese se refere as alteracdes fisicas,
qguimicas e biolégicas da MO em sedimentos antes de mudancas
significativas causadas pelo calor (tipicamente < 50 °C). (PHILP, 1985;
KILLOPS; KILLOPS, 2005; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN,
2005; SIMONEIT, 2004).

Biomarcadores sdo poderosas ferramentas em geoquimica
organica e tém sido utilizados amplamente para a caracterizacdo da
natureza e distribuigdo da matéria organica em sistemas aquaticos, além
de fornecer informacfes a respeito de mudancas paleoclimaticas e
auxiliar na reconstrucdo histérica das condigdes de deposicdo em uma
microrregido  (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN,  2005;
SCHEFUB et al., 2004; ALEXANDRE; HUANG; MADUREIRA,
2006; CARREIRA et al., 2010). Dentre as classes de compostos que
geram dados sobre a MO presente nos sedimentos, destacam-se 0s
hidrocarbonetos, os esterdis e 0s acidos graxos.

1.2.3.1 n-alcanos

Os alcanos normais sdo hidrocarbonetos saturados aciclicos,
cuja cadeia € uma sucessdo de &tomos de carbono, unidos por ligacOes
simples sem ramificaces. Sdo bons indicadores da origem da matéria
organica em sedimentos, pois possuem menor suscetibilidade a
degradacdo microbiana em relagdo a outros constituintes presentes na
matéria organica (MEYERS; ISHIWATARI, 1993). Sdo comumente
utilizados para determinar fontes, processos de transporte e a
contribuicdo de matéria organica terrestre para ambientes aquéticos
(SILVA et al., 2012).

Os n-alcanos encontrados na natureza  apresentam,
principalmente, cadeias com nimero impar de atomos de carbono. Isso
ocorre porgque esses compostos sdo biossintetizados a partir de acidos
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graxos, pelo processo de descarboxilacdo enzimatica (KILLOPS;
KILLOPS, 2005).

Os n-alcanos de cadeias longas (C,7 a Czs) com predominancia
de impares sobre os pares sdo 0s principais constituintes de ceras
epicuticulares de plantas superiores, enquanto algas aquaticas produzem
quantidades significativas de Cis, C17 € Ci9 (MEYERS, 2003; MILLE et
al., 2006). Por outro lado, n-alcanos de petréleo revelam pouca ou
nenhuma predominancia de impares/pares na cadeia (VOLKMAN et al.,
1992). Além disso, n-alcanos de cadeias médias (C,y a C,s) sdo
dominantes em macrdfitas aquaticas submersas (FICKEN et al., 2000),
enquanto bactérias normalmente mostram a predominéancia de n-alcanos
de cadeias pares, principalmente C;3 e Cy (HARJI; YVENAT,
BHOSLE, 2008).

Um perfil tipico de hidrocarbonetos lineares encontrados em
sedimentos ndo contaminados pode ser observado na Figura 1.1. Nota-se
0 predominio dos alcanos lineares impares em relacdo aos demais
Compostos.

Figura 1.1. Cromatograma parcial de uma tipica distribui¢do de hidrocarbonetos
lineares presentes em sedimentos ndao contaminados por derivados de petrdleo
(KILLOPS; KILLOPS, 1993). Os numeros acima dos picos indicam a
quantidade de atomos de carbono na série homoéloga.

mV
151 B 4
10 ®
5— 23
24 2 | zal » 32 -
oy e AU LA T

30 40 min



41

1.2.3.2 Cicloalcanos

Os cicloalcanos apresentam formula geral C,H,, e séo
constituidos de cadeias hidrocarbdnicas ciclicas e saturadas. Dentre o0s
cicloalcanos, uma categoria importante como marcador bioldgico é a
dos terpenoides (KILLOPS; KILLOPS, 2005).

Os terpenoides sdo uma classe de lipidios que contém grande
diversidade de estruturas e funcdes, variando de volateis (feromoénios
sexuais) a borrachas naturais. S&o biossintetizados a partir de unidades
de acetato derivadas do metabolismo de acidos graxos, carboidratos e
alguns aminoacidos. Todos apresentam unidades isoprénicas (Cs),
caracteristica dessa classe, e sdo agrupados de acordo com o nimero
dessas unidades em sua estrutura. De acordo com Killops; Killops
(2005), monoterpenoides apresentam duas unidades de isopreno;
sesquiterpenoides, trés; diterpenoides, quatro; sesterpenoides, cinco;
triterpenoides, seis; tetraterpenoides, oito; e politerpenoides contém um
grande numero dessas unidades, como, por exemplo, na borracha
natural.

Uma classe de triterpenoides que tem grande impacto na
geoquimica, assim como na exploracdo de petréleo e na arqueologia, sao
os hopanos (OURISSON; ALBRECHT, 1992). Hopanos séo triterpanos
pentaciclicos, comumente contendo cadeias que variam de Cy; a Css. Os
hopanos com mais de 30 atomos de carbono sdo chamados homo-
hopanos (o prefixo homo se refere & adicdo de grupos CH, a cadeia
lateral ligada ao carbono 21 da molécula de hopano). Os homo-hopanos
apresentam normalmente cadeias laterais longas contendo um atomo de
carbono assimétrico, gerando uma série de homo-hopanos com seus
respectivos epimeros 22R e 22S (PETERS; MOLDOWAN, 1993).

Os triterpenoides pentaciclicos, incluindo os precursores dos
hopanos, ocorrem em procariontes e plantas superiores, mas parecem ser
ausentes em algas eucarioticas. Hopanos sdo componentes essenciais em
membranas celulares de muitas bactérias e sdo ubiquos biomarcadores
em Oleos e extratos de rochas (MOLDOWAN; MC CAFREY, 1995;
PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).

Os hopanos existem como esterecisdbmeros nas configuragdes
o/ elou RIS, que possuem diferente estabilidade termodinamica. O
hopano de estereoquimica B ocorre em organismos Vivos e em Xistos
antigos que sofreram pequeno estresse térmico, sendo encontrado
apenas na configuracdo R. Durante o processo de sedimentagdo, com o
aumento da profundidade e da temperatura, o hopano de estereoquimica
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17(H)21B(H), termodinamicamente  instdvel, &  convertido
principalmente para o isémero 17o(H)213(H), mais estavel e que ndo
ocorre em seres vivos (Figura 1.2) (PHILP, 1985; SEIFERT,;
MOLDOWAN, 1980; DAMSTE et al, 1995, MACKENZIE;
PATIENCE; MAXWELL, 1980).

Figura 1.2. Muitos hopanos em petréleo se originam do bacteriohopanotetrol
(1), encontrado nas membranas celulares de organismos procariontes. A
configuragdo bioldgica imposta no bacteriohopanotetrol e em seu produto
saturado (2) por enzimas nos organismos é instavel durante a catagénese e sofre
isomerizacdo para as configuragdes geoldgicas (por exemplo, em 3, 4 e 5).
Fonte: Modificado a partir de PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005.

Diagénese

_—

Bacteriohopanotetrol em I-'Iopantfem'se(’jir_nento
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X = CH,, C,Hs, C,H,, C,H,, C,H,,

Ba22R aff22R ap22S
3 4 5

Hopanoem rochas geradorase em 6leo cru
(Configuragdes geoldgicas)

1.2.3.3 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo uma classe
de compostos organicos que consistem de dois ou mais anéis aromaticos
condensados. Os HPA mais comumente encontrados no ambiente
contém de 2 (naftaleno) a 7 anéis benzénicos (coroneno) fundidos,
embora HPA com maior nimero de anéis também sejam encontrados.
Os HPA ocorrem frequentemente com hidrocarbonetos alifaticos (cadeia
linear) ligados aos anéis em um ou mais pontos. Esses compostos sao
referidos como HPA alquilados. Devido as numerosas combinagdes
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possiveis de localizacdo e nimero de cadeias alquilicas, esses compostos
sdo frequentemente classificados pelo nimero de carbonos alquilicos
gue contém. Assim, metilnaftaleno é descrito como Cl-naftaleno,
enquanto etilpireno € descrito como C2-pireno (MORRISON;
MURPHY, 2006).

Os HPA estdo entre 0s compostos mais carcinogénicos, toxicos
e mutagénicos encontrados em estuarios. Devido a sua baixa
solubilidade em &gua e hidrofobicidade, tendem a se associar com 0
material particulado que se encontra em suspensdo nos ambientes
aquaticos e a serem depositados nos sedimentos, onde a degradacéo de
HPA de alta massa molar é particularmente lenta, sendo posteriormente
transferidos para a biota (BAUMARD et al., 1998; VENTURINI,
TOMMASI, 2004; SIMCIK; OFFENBERG, 2005; GUO et al., 2011).
Por apresentarem essas caracteristicas e serem recalcitrantes no
ambiente (KENNISH, 1992; SIMCIK; OFFENBERG, 2005), esses
compostos foram incluidos na lista dos contaminantes organicos
prioritarios por organiza¢cdes mundiais como a USEPA (Tabela 1.1).

As fontes desses compostos em sedimentos incluem efluentes
industriais e urbanos, derramamentos de petréleo, queima de
combustiveis fosseis e incéndios florestais. Descargas diretas,
escoamento superficial urbano e agricola e o fluxo de aguas subterraneas
fornecem significativas quantidades de HPA em ambientes aquéticos
(KENNISH, 1992).

Os HPA sdo produzidos por processos naturais e
antropogénicos. N&o ocorrem naturalmente em organismos, mas, ainda
assim, sdo amplamente encontrados em solos, aguas e sedimentos. Sdo
obtidos pela alteracdo da matéria organica, segundo os processos de: (a)
modificacdo microbiana dos precursores biogénicos pouco depois da
deposicdo sedimentar, (b) diagénese a baixa temperatura por periodos
longos da era geologica, ou (c) rearranjos a altas temperaturas dos
produtos da combustdo da matéria organica, formando moléculas
aromaticas polinucleares. Quase todas as moléculas de HPA tém origem
em um desses trés processos, 0 que torna esses compostos Uteis como
indicadores dos processos geoquimicos de transformagdo nos
sedimentos (MEYERS, 2003). As fontes naturais de HPA em
sedimentos, tais como biossintese e diagénese da matéria organica em
sedimentos, sdo pequenas se comparadas as fontes antropogénicas
(KENNISH, 1992).
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Tabela 1.1. Estruturas quimicas dos 16 HPA considerados poluentes prioritarios

pela USEPA
Nomenclatura Estrutura Nomenclatura Estrutura
(IUPAC) (IUPAC)
Naftaleno Acenaftileno i
Acenafteno . Fluoreno O‘O
Antraceno OOO Fenantreno ‘
Pireno

Fluoranteno

Criseno Benzo(a)antraceno
Benzo(b)fluoranteno . Benzo(k)fluoranteno

Benzo(a)pireno

Benzo(g,h,i)perileno ‘O

Dibenzo(a,h)
antraceno

Indeno(1,2,3-
cd)pireno

Fonte: SIMCIK; OFFENBERG, 2005
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Entre as fontes de HPA, as principais sdo de origem pirolitica e
petrogénica. A origem pirolitica estd relacionada majoritariamente a
combustdo incompleta da matéria organica, como madeira e
combustiveis fdsseis, enquanto fontes petrogénicas estdo relacionadas
aos processos de exploracdo, armazenamento, transporte e consumo de
petroleo, além do descarte de efluentes industriais e urbanos
(MORRISON, MURPHY, 2006; READMAN et al., 2002; YUNKER et
al., 2002).

As diferentes fontes de HPA (pirolitica, petrogénica e
diagenética) ddo origem a diferentes caracteristicas e, assim, é possivel
estimar 0s principais processos Que geraram esses COmMpostos
(MOSTAFA et al.,, 2009). Os processos diagenéticos produzem
relativamente poucos HPA, sendo o mais notavel o perileno. A
diagénese da matéria organica derivada de diatomaceas e plantas é
considerada a principal fonte de perileno em sedimentos marinhos
anoxicos (MORRISON; MURPHY, 2006). Por outro lado, as alteracfes
da matéria organica em baixa temperatura, tal como na formacdo de
combustiveis fosseis, resultam em HPA com 2 a 3 anéis aromaticos e
numa alta proporcdo de homélogos alquilados. Por outro lado, a
combustdo em altas temperaturas produz HPA com 4 a 6 anéis
aromaticos e uma quantidade minima de homologos alquilados. Dessa
forma, HPA de origem pirolitica sdo preferencialmente os compostos de
elevada massa molar, sem derivados alquilados; enquanto fontes
petrogénicas apresentam maiores quantidades de HPA alquilados em
relacdo aos ndo alquilados, e seus compostos geralmente sdo de baixa
massa molar (READMAN et al., 2002; KILLOPS; KILLOPS, 2005).

1.2.3.4 Esterois

A elevada concentracdo populacional em zonas costeiras, aliada
a falta de infraestrutura para coleta, tratamento e disposicdo final de es-
gotos domésticos, resulta no lancamento desses efluentes diretamente
nos corpos d’agua localizados na zona de transi¢do continente-0ceano,
ocasionando prejuizos para a qualidade da agua e dos sedimentos, com
reflexos sobre a salde humana (ARAUJO; COSTA; CARREIRA,
2011).

A contaminacdo por esgoto pode ser avaliada por marcadores
microbiolégicos e quimicos. As bactérias do grupo dos coliformes foram
utilizadas como indicadores da contaminagdo por esgoto durante muitas
décadas. Esses marcadores microbiolégicos foram utilizados
amplamente devido ao fato de que o método de quantificagdo €
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relativamente simples e rdpido. No entanto, esse método apresenta
algumas limitagcBes importantes, como a rapida biodegradacdo dos
marcadores microbiolégicos no ambiente marinho. Uma alternativa para
contornar esse problema ¢ a utilizagdo de marcadores quimicos, como 0s
esterdis, menos susceptiveis as mudancas ambientais do que as bactérias
(ADNAN et al., 2012; ARAUJO; COSTA; CARREIRA, 2011; PENG et
al., 2005).

A formacdo de compostos esteroidais resulta da reducgdo
enziméatica do esqualeno, seguida pela ciclizacdo. Esta produz o
cicloartenol, precursor de muitos esterdis de plantas, ou o lanosterol,
precursor de esterdis de animais, fungos e algumas plantas. A oxidacdo
enzimatica e a descarboxilacdo convertem o lanosterol (Cs)) em
colesterol (C,7), precursor de todos os outros esterdis animais (Figura
1.3).

Figura 1.3. Biossintese de esterdis a partir do esqualeno. Modificado a partir de
KILLOPS; KILLOPS, 1993.
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Os esterdis sdo amplamente utilizados como indicadores da
poluicdo por esgoto (CARREIRA; WAGENER; READMAN, 2004;
PENG et al., 2005; WU et al., 2009; ADNAN et al., 2012; SOJINU et
al., 2012) . Devido a sua natureza hidrofébica, tendem a se ligar ao
material orgénico. Eles podem ser facilmente incorporados aos
sedimentos, onde sdo bem preservados, o que viabiliza a sua
determinacdo (BIACHE; PHILP, 2013; MACHADO et al., 2014).

Coprostanol e epicoprostanol, denominados esterdis fecais, sao
0s esterdis mais citados em estudos de determinacdo da contaminacao
por esgotos, visto que estdo associados diretamente ao material fecal
(MARTINS et al., 2008).

O coprostanol é relativamente estavel e bem preservado sob
condicdes anaerobicas, tornando-se um bom indicador da acumulacéo a
longo prazo de esgoto em sedimentos (CARREIRA; WAGENER;
READMAN, 2004). E um esterol formado no sistema digestivo de
mamiferos, a partir da reducdo bacteriana que promove a hidrogenacédo
direta do colesterol (Figura 1.4), sendo eliminado nas fezes desses
animais. Por representar de 40% a 60% dos esterdis fecais totais
excretados nas fezes humanas, é amplamente utilizado para avaliar o
aporte de esgotos domésticos para ambientes aquaticos (RIBEIRO;
KNOPPERS; CARREIRA, 2011; PUERARI et al., 2012). Outras fontes
minoritarias de coprostanol derivam da producdo in situ devido a
degradacdo diagenética em sedimentos andxicos (CARREIRA et al.,
2001; TOLOSA; MESA; ALONSO-HERNANDEZ, 2014).

O epicoprostanol é um constituinte minoritario de fezes
humanas, sendo encontrado em baixissimas concentracdes. No entanto,
pode ser produzido durante o extensivo tratamento de esgoto, sendo
geralmente utilizado como um indicador do grau de tratamento de
esgoto antes do descarte (MONTONE et al., 2010; PUERARI et al.,
2012; TOLOSA; MESA; ALONSO-HERNANDEZ, 2014). A presenga
de tracos de epicoprostanol, desde que haja concentracdes altas de
coprostanol, sugere uma possivel contaminacdo dos sedimentos por
esgoto (MARTINS et al., 2008).
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Figura 1.4. Transformagdes do colesterol. (I) colesterol; (1) colestenona; (1)
colestanona (5p-colestan-3-ona); (IV) coprostanol; (V) colestanona (5a-
colestan-3-ona) e (V1) colestanol. Fonte: GRIMALT, 1990.

Sedimentos ndo contaminados por esgoto podem apresentar 0s
seguintes esterois naturais: dinosterol, colesterol, campesterol, sitosterol,
colestanol, entre outros (MARTINS et al., 2008). Os principais esterois
encontrados em plantas superiores sdo o estigmasterol, o B-sitosterol e 0
campesterol. Em organismos fotossintetizantes, os principais esterois
sédo referidos como fitoesterois e incluem o principal esterol de plantas
superiores, estigmasterol, e brassicasterol, um esterol abundante em
diatomaceas (KILLOPS; KILLOPS, 2005). O dinosterol é tipicamente
encontrado em dinoflagelados e a ocorréncia desse esterol e de seus
produtos diagenéticos (por exemplo, dinosteranos) em sedimentos é
geralmente aceita como um marcador para a produtividade de
dinoflagelados. No entanto, o dinosterol também tem sido encontrado
em algumas espécies de diatomaceas e em plantas aquaticas submersas
(RAMPEN et al., 2009). A Figura 1.5 apresenta a estrutura geral de
esterodis e de alguns esterdis geoquimicamente importantes.
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Figura 1.5. Estrutura geral de ester6is e de alguns esterdis geoquimicamente
importantes. Modificado a partir de KILLOPS; KILLOPS, 2005.
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Devido as multiplas fontes que alguns esterdis apresentam, para
avaliar se um ambiente estd contaminado por esgoto € necessario
considerar as razfes e as concentraces de diferentes compostos para
distinguir quais sdo de fontes fecais e quais sdo de fontes biogénica e
diagenética (MARTINS et al., 2008; TOLOSA; MESA; ALONSO-
HERNANDEZ, 2014).

1.2.3.5 Acidos graxos

Acidos graxos sdo ubiquos em organismos Vivos e,
frequentemente, a classe de lipidios mais abundante em sedimentos
recentes. As fontes desses compostos incluem bactérias, fungos,
microalgas, plantas vasculares e fauna marinha; cada uma apresentando
um perfil de 4acidos graxos distinto (VOLKMAN et al., 1998;
KRISTENSEN et al., 2008).

Os é&cidos graxos encontrados na natureza apresentam,
predominantemente, nlimero par de atomos de carbono, pois sdo
sintetizados bioquimicamente a partir de unidades de acetil (C,)
(KILLOPS; KILLOPS, 2005).

Os acidos graxos possuem tipicamente cadeias com 12 a 36
atomos de carbono. Em animais, encontram-se principalmente com
cadeias alquilicas saturadas, enquanto nas plantas prevalecem os
insaturados e os poli-insaturados. Nos animais, predominam os de
cadeia saturada Ci5 € Cyg, €enquanto o0 mais abundante nas plantas é o
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Cyg, Nas formas mono, di e tri-insaturada. Acidos poli-insaturados séo
mais comuns em algas do que em plantas superiores (KILLOPS;
KILLOPS, 2005).

Uma caracteristica comum da distribuicdo de &cidos graxos em
sedimentos é a presenca de cadeia saturada entre C,o-Cso, com forte
predominancia de cadeias pares. Em muitos sedimentos, principalmente
de ambientes lacustres, eles derivam provavelmente de cera e plantas
superiores. Entretanto, estudos mostram que microalgas e bactérias
também podem produzir esses acidos, embora em menor quantidade
(tipicamente 2%) em relacdo aos acidos de cadeias entre Cy4-Cy
(VOLKMAN et al., 1998).

1.2.3.6 Razdes relacionadas aos biomarcadores geoquimicos

Diversos pardmetros além da concentracdo absoluta dos
biomarcadores devem ser analisados para avaliar a provavel origem
desses compostos (antropogénica ou biogénica), devido a alta
complexidade das amostras (COMMENDATORE; ESTEVES, 2004).

A razdo C/N (Carbono/Nitrogénio) é muito Util para diferenciar
as fontes da MO em estuarios, uma vez que organismos marinhos sao
enriquecidos com nitrogénio, apresentando valores para essa razdo entre
4 e 10, enquanto plantas terrestres apresentam valor para C/N maiores
que 20. Essa diferenca pode ser atribuida a auséncia de celulose em
algas e a sua abundancia em plantas vasculares e ao fato de que algas
s&0 ricas em proteinas (JAFFE et al., 2001; MEYERS, 2003; SCHULZ;
ZABEL, 2006; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).

O indice Preferencial de Carbono (IPC), introduzido por Bray e
Evans (1961), fornece uma boa estimativa da extensdo com que
materiais terrestres se encontram fossilizados em diversos ambientes. O
indice é calculado com base na razdo das concentracdes dos
hidrocarbonetos lineares impares pelos pares (Equacdo 1). Para os
vegetais terrestres, os valores tipicos de IPC podem variar de 2 a 40.
Entretanto, o valor de IPC fica bem préximo da unidade quando séo
analisadas amostras de regides contaminadas por petroleo. Além disso,
valores de IPC proximos a 1 podem indicar o aporte de micro-
organismos e/ou matéria organica reciclada (MADUREIRA, 2002;
JENG, 2006).
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2(% C,,aC
IPCALC — ( impares ~23 31)

[2 (C22 aCSO) + Z pares (CZAaC 32 )]

(Equacéo 1)

pares

Outro indice utilizado para a averiguacdo da fonte de
hidrocarbonetos é o RTA (razdo entre a abundancia de compostos de
origem terrestre e aquatica), proposto por Bourbonniere e Meyers
(1996). O RTA ¢é calculado pela razdo entre a concentragdo de
hidrocarbonetos lineares caracteristicos de fontes terrestres e a
concentracdo dos hidrocarbonetos lineares caracteristicos de fontes
aquaticas (Equacdo 2). Assim, quando RTA > 1, predomina a matéria
organica de origem terrestre, enquanto se RTA < 1, a matéria organica
pode ser considerada predominantemente de origem aquatica
(BOURBONNIERE; MEYERS, 1996).

RTA — (C27 + C29 + C3l)
e (C15 + Cl7 + Clg)

(Equacéo 2)

Para diferenciar os HPA de fontes como combustéo e petréleo,
0s HPA de massa molar 178 (Fenantreno/Antraceno) e 202
(Fluoranteno/Pireno) sdo os mais empregados. Para a massa molar 178,
utiliza-se a razdo Antraceno / (Antraceno + Fenantreno), sendo que
valores menores que 0,10 geralmente indicam como fonte o petroleo e
valores maiores que 0,10 sdo indicativos de origem de combustdo.
Utiliza-se também a razdo Fenantreno/Antraceno, em que valores
menores que 10 indicam origem pirolitica e valores maiores que 15
sugerem origem petrogénica. Para a massa molar 202, utiliza-se a razéao
Fluoranteno / (Fluoranteno + Pireno) e o valor de 0,5 para essa razdo €
geralmente o ponto de transicdo para petroleo/combustdo. Valores acima
de 0,5 indicam combustdo de madeira, carvdo ou plantas, enquanto
valores inferiores a 0,4 sugerem origem petrogénica e valores entre 0,4 e
0,5 sdo indicativos de queima de combustiveis fosseis (BAUMARD et
al., 1998; YUNKER et al., 2002).

A distribuicdo de HPA alquilados em relagdo ao parental
também é til na discriminacdo da origem desses compostos. Para a
razdo MetilFenantrenos / Fenantreno valores menores que 2 indicam
fontes piroliticas, enquanto valores maiores que 2 indicam fontes
petrogénicas. De forma analoga, pode ser utilizada a razédo
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MetilNaftalenos / Naftaleno (BAUMARD et al., 1998; MILLE et al.,
2007; ZAGHDEN et al., 2007).

Para avaliar a contaminacao por esgoto, algumas razdes também
foram propostas. Para a razdo coprostanol / colesterol, valores menores
que 1 sdo reportados para indicar a origem biogénica, enquanto valores
maiores que 1 indicam fonte de esgoto (PENG et al., 2005). Grimalt e
colaboradores (1990) propuseram a razdo 5p/(5a+5f) estanol, na qual
valores acima de 0,7 sdo atribuidos a areas contaminadas por esgoto,
enquanto valores menores que 0,3 sdo indicativos de ambientes nédo
poluidos. 5a estandis sdo preferencialmente gerados no processo de
reducdo de esterdis devido a sua alta estabilidade termodinamica quando
comparados aos epimeros 5B. Por outro lado, 5B estandis séo
dominantes em lodo de esgoto e ndo ocorrem naturalmente em éaguas
marinhas e sedimentos aerobicos (FERNANDES et al., 1999; TOLOSA,;
MESA; ALONSO-HERNANDEZ, 2014).

1.2.4 TECNICAS EMPREGADAS NA DETERMINACAO DE
BIOMARCADORES GEOQUIMICOS

Entre as técnicas mais utilizadas na determinacdo de
biomarcadores geoquimicos estdo a cromatografia gasosa com deteccdo
por ionizacdo em chama, e a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (MILLE et al., 2006; MAIOLI et al., 2011;
OLIVEIRA; MADUREIRA, 2011).

A espectrometria de massas é sem dlvida uma das mais
versateis técnicas disponiveis nos dias atuais, encontrando aplicagdes
em praticamente todas as areas da quimica (ex: organica, inorganica,
fisico-quimica e analitica), assim como na biologia, medicina e ciéncia
de materiais. Essa técnica permite obter informagdes qualitativas e
guantitativas sobre materiais organicos e inorganicos, incluindo
estrutura molecular e composicdo de misturas complexas (BARCELO,
2006).

Diversos métodos de ionizagdo estdo disponiveis e podem ser
utilizados em espectrometria de massas. Entre 0os métodos classicos,
estdo a ionizacdo por impacto de elétrons e a ionizagcdo quimica;
enquanto os métodos modernos incluem ionizagdo por electrospray,
ionizagdo e dessorcdo a laser assistida por matriz, entre outros (COLE,
2010).
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A hifenacdo da espectrometria de massas com cromatografia
liquida e gasosa se tornou uma histdria de sucesso em instrumentacdo
analitica, cobrindo uma grande variedade de aplicacdes, desde analises
rotineiras de controle de qualidade a analises confirmatorias de impacto
legal (HUBSCHMANN, 2009).

Em um sistema de GC-MS, os métodos de ionizagdo mais
empregados sdo ionizacdo por impacto de elétrons e ionizagdo quimica.
Na ionizacdo por impacto de elétrons, o analito, em fase gasosa, é
bombardeado com elétrons de alta energia (geralmente 70 eV). As
moléculas do analito absorvem essa energia desencadeando varios
processos, dentre os quais 0 mais simples é aquele em que o analito é
ionizado pela remocdo de um Unico elétron. Esse processo requer
tipicamente 10 eV e o restante da energia gera a fragmentacdo dos
analitos. Isso consiste em um dos maiores problemas encontrados nessa
técnica de ionizacdo, pois a fragmentacdo répida pode conduzir a ndo
observacdo do ion molecular no espectro, perdendo-se, portanto, uma
das mais importantes informacBes analiticas oferecidas pela
espectrometria de massas (CHARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008;
SKOOG et al., 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma importante
técnica de separacdo, uma vez que consegue Separar misturas que
contém um grande nimero de compostos similares. Essa técnica requer
somente que a amostra seja solivel na fase maével, permitindo a
separacdo de compostos termicamente instveis por ser feita a baixas
temperaturas (CHARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). A
cromatografia liquida de alta eficiéncia comecou a ser aplicada na
determinacéo de esterdis em estudos recentes (LEE et al., 2012).

Em sistemas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas, sdo comuns os métodos de ionizagdo por electrospray (ESI) e
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI). A ionizacdo por
electrospray € um método no qual o soluto presente em uma solucéo
pode ser transferido para a fase gasosa como ions. Pode ser utilizada
para a analise de proteinas, polimeros e acidos nucleicos de alta massa
molar, assim como para moléculas polares de baixa massa molar
(COLE, 2010).

Em ESI, o liquido no qual o analito se encontra dissolvido (na
fase movel, no caso da cromatografia liquida de alta eficiéncia) passa
através de um capilar, a pressdo atmosférica, mantido sob alta voltagem.
Na saida do capilar, sdo formadas pequenas gotas altamente carregadas
(“spray”) que sdo dessolvatadas ao se deslocarem em sentido contrario
ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressao



54

atmosférica. A dessolvatacdo é assistida por um fluxo continuo de gas
seco (usualmente N,) na regido do spray. A medida que ocorre a
dessolvatagdo, o tamanho das gotas é reduzido até o ponto em que a
forca de repulsdo entre as cargas similares fica maior que as forgas de
coesdo da fase liquida. Nesse momento, ocorre a chamada “exclusdo
couldémbica”, que gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do
tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma série de
explosdes passa a ocorrer, até que sao produzidos ions do analito a partir
dessas gotas, 0s quais sdo transferidos para o interior do espectrémetro
de massas por uma série de dispositivos de focalizacdo. (CHARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008). Um esquema de uma fonte de ESI é
ilustrado na Figura 1.6.

Figura 1.6. Esquema de uma fonte de ionizagao por electrospray. Modificado a
partir de Hoffmann e Stroobant, 2007.
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A ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) é uma
técnica que utiliza reacdes ion-molécula em fase gasosa sob presséo
atmosférica para ionizar o analito. E um método semelhante & ionizag&o
quimica (CI), onde os ions primarios sdo produzidos por descarga
corona em um spray do solvente. APCI ¢ aplicada tanto para compostos
polares como para compostos de baixa polaridade, com peso molecular



55

de até 1500 Da, e produz ions geralmente monocarregados. A solucao
contendo o analito é inserida em um nebulizador pneumatico, onde é
convertida em uma névoa fina por um jato de nitrogénio em alta
velocidade. As goticulas sdo entdo deslocadas pelo fluxo de gas para um
tubo de quartzo  aquecido, denominado  camara  de
dessolvatacdo/vaporizacdo. O calor transferido para as gotas
pulverizadas permite a vaporizacdo da fase mével e da amostra. A
temperatura dessa camara € controlada, o que torna as condicdes de
vaporizagdo independentes do fluxo e da natureza da fase movel. O gés
guente (120 °C) e as moléculas de analito vaporizadas deixam a camara
e apds a dessolvatacdo sdo direcionados para a regido da descarga
corona, onde a ionizagao ocorre. Os processos que resultam na ionizagéo
em APCI s8o semelhantes aos processos que ocorrem na ionizacao
guimica (Cl), contudo, ocorrem sob pressdo atmosférica. No modo
positivo, tanto a transferéncia de prétons como a formacdo de adutos do
gas reagente podem ocorrer para produzir ions de espécies moleculares,
dependendo da afinidade relativa de protons entre as espécies reagentes
e as moléculas do analito em fase gasosa. No modo negativo, os ions das
espécies moleculares sdo produzidos por abstracdo do préton ou
formacéo de adutos (HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Tanto em
ESI como em APCI ocorre a denominada ionizacdo suave, pois a
energia empregada nessas fontes de ionizag¢do ndo € suficiente para gerar
uma fragmentacdo significativa das moléculas do analito (CHARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008).
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade dos sedimentos superficiais do estuario do rio Itajai-
Acu por meio da determinacdo de biomarcadores geoquimicos.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Determinar a granulometria das amostras de sedimento para
avaliar o comportamento da matéria organica quando
incorporada ao sedimento;

Obter informagbes sobre a origem da matéria organica
sedimentada por meio da razdo C/N;

Analisar, por meio de cromatografia liquida e gasosa, 0s
principais grupos de compostos organicos, caracterizados como
biomarcadores geoquimicos, presentes nas amostras de
sedimento do estuario do rio |Itajai-Acu, tais como:
hidrocarbonetos  alifaticos, hidrocarbonetos  policiclicos
aromaticos, esterdis e acidos graxos;

Avaliar a existéncia de contaminacédo por derivados de petréleo
por meio da distribuicdo de hopanos;

Avaliar a existéncia de contaminacdo por esgoto doméstico por
meio da andlise de esterdis fecais e comparar os resultados
obtidos aos de outros ambientes, a fim de mensurar a
significancia relativa de contaminacéo fecal,

Obter indices e razdes baseados na distribuicdo dos compostos
organicos que contribuam na avaliagéo de suas origens.
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1.4 MATERIAIS E METODOS
1.4.1 AREA DE ESTUDO

O estuario do rio Itajai-Acu esta localizado no litoral centro-
norte de Santa Catarina, entre as cidades de Itajai e Navegantes e
apresenta uma extensdo aproximada de 70 km (SCHETTINI, 2002). Sua
bacia hidrografica corresponde a uma area de 15.500 km? (PEREIRA
FILHO; SPILLERE; SCHETTINI, 2003), representando a maior bacia
hidrografica do Estado (Figura 1.7).

Esse sistema estuarino apresenta grande importancia econémica
regional, pois nele estdo localizados os portos de Itajai e Navegantes. O
Complexo Portuario de Itajai estd situado em um dos principais
entroncamentos rodoviarios do Sul do Brasil, distante poucos
quilémetros das rodovias BR 101 e BR 470. A posicdo geogréfica o
coloca no centro da regido Sul. Essa caracteristica o torna um nicleo
concentrador e distribuidor de cargas, 0 que possibilita o atendimento
dos mercados exportadores e importadores de 21 estados brasileiros e do
Distrito Federal. E considerado a principal via de transporte maritimo do
Estado, além de ser o maior complexo portuario de desembarque
pesqueiro do pais (www.portoitajai.com.br). Associadas a esse
desembarque, varias industrias de processamento de pescado estdo
instaladas as margens do estuario, principalmente no municipio de Itajai.
Esse tipo de indUstria lanca seus dejetos, em geral isentos de qualquer
forma de tratamento, diretamente no estuario (PEREIRA FILHO;
SPILLERE; SCHETTINI, 2003).

O Terminal Portuario de Navegantes (Figura 1.8) veio somar-se
a forte estrutura portuaria do Estado, sendo inaugurado em 2007. Esta
localizado na cidade de Navegantes e apresenta uma infraestrutura
completa para a movimentagdo de cargas em contéiner. Atualmente,
possui trés bercos de atracagdo, com uma profundidade do canal de 11,3
m. O grande destaque desse terminal sdo as cargas “reefers” (contéiners
de carne refrigerada), que representam cerca de 50% da movimentacéo,
além da exportacao de madeira e tabaco
(http://www.portonave.com.br/).
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Figura 1.7. Vista aérea do Porto de Itajai. Disponivel em:
http://portosemmisterio.com.br/wpcontent/uploads/2012/11/Portodeltaja%C3%
AD-FI%C3%A1lvio-Berger.jpg. Acesso em fevereiro de 2013.

Figura 1.8. Vista do Terminal Portuério de Navegantes. Disponivel em:
http://turismo.sc.gov.br/institucional/index.php/pt-br/multimidia/fotos/54-costa-
verde-e-mar-navegantes/detail/427-vista-do-porto-de-navegantes-a-direita-e-a-
esquerda-itajai-rio-itajai-acu-navegantes1838?tmpl=component . Acesso em
agosto de 2014.
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1.4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Doze amostras de sedimentos superficiais foram coletadas ao
longo do estuario do rio Itajai-Agu (Figura 1.9) com o auxilio de um
amostrador do tipo Van Veen (interface com 4gua; 0 a 10 cm de
profundidade), sobre uma coluna d’agua de 2 a 15 m. A Tabela 1.2
mostra a latitude, a longitude e a descri¢cdo dos pontos de amostragem.
As estacdes 10 e 11 referem-se a pontos de descarga de material
dragado, sendo assim chamados de Bota fora, enquanto a estacdo 12 é
considerada um ponto de controle, onde ndo é esperado encontrar
contaminacéo.

As amostras de sedimentos coletadas foram transferidas para
frascos de vidro previamente calcinados. Em seguida, armazenadas em
caixa térmica, cobertas com gelo e levadas para o laborat6rio, onde
foram estocadas no congelador a -4 °C até 0 momento da analise.

Figura 1.9. Mapa da area de estudo indicando os pontos de coleta de
amostragem no estudrio do rio Itajai-Acu.
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Tabela 1.2. Identificacdo e posicdo geografica das estagdes de amostragem

Pontos Descricéo Latitude Longitude
amostrais
#1 Estaleiro Detroit 26°51°30.27” 48°43°17.75”
#2 TEPORTI 26°52°33.48” 48°42°45.40”
#3 Desembocadura Itajai- 26°53°11.38” 48°40°59.80”
Mirim
#4 Estaleiro Itajai S/A 26°53°25.51” 48°40°04.62”’
#5 Porto de Itajai 26°53°55.34” 48°40°01.13”
#6 Pier CEPSUL/IBAMA 26°54°30.57” 48°39°02.65”’
#7 Molhe Sul 26°54°49.56” 48°38°05.20”’
#8 Praia de Navegantes 26°53°33.42” 48°38°28.27”
#9 Praia Brava 26°56°24.29” 48°37°35.31”
#10 Bota fora Navegantes 26°53°36.00”’ 48°35°35.00”
#11 Bota fora Brava 26°56°33.00” 48°35°50.00”’
#12 Controle Largo 26°54°30.10” 48°32°30.10”

1.4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de sedimento foram liofilizadas e uma fracdo de
cada foi submetida a analise granulométrica. Ap6s a liofilizacdo, as
amostras foram maceradas em gral e pistilo de porcelana, peneiradas em
malha de 250 um e acondicionadas em frascos de aluminio previamente
calcinados, sendo posteriormente armazenadas em congelador até a
realizacdo das extracGes. A liofilizacdo das amostras foi escolhida
porque 0Ss compostos organicos permanecem estaveis no sedimento.
Somente a fragdo fina foi analisada, levando em consideracdo que as
espécies organicas sdo fortemente ligadas com a fracdo de particulas
finas de sedimento (ABALOS et al.,1997). Quanto menor o tamanho do
grdo, maior tende a ser a quantidade de matéria organica presente. As
argilas sdo excelentes adsorventes, enquanto a areia, sendo constituida
por grdos de quartzo, tem menor capacidade de acumulacdo de
compostos organicos (SEWALD et al., 2012).

1.4.4 LIMPEZA DO MATERIAL

Com o objetivo de remover residuos organicos, os materiais de
vidro foram primeiramente lavados com &gua corrente, detergente
comercial diluido e escova. Em seguida, foram enxaguados e
mergulhados em solucdo de Extran 5% (v/v) (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil), deixados em repouso por pelo menos 24 horas em recipiente
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fechado e enxaguados com agua desionizada. Para eliminar residuos
organicos, a vidraria, exceto a volumétrica, foi calcinada em mufla a 400
°C durante 4 horas. Ap6s o processo de lavagem, a vidraria foi
acondicionada em local apropriado, envolta em papel aluminio e
manuseada apenas com o uso de luvas de polietileno, evitando-se
qualquer tipo de contaminacao.

1.4.5 SOLVENTES, REAGENTES, PADROES E AMOSTRAS

Os solventes, reagentes e padrfes utilizados foram de alto grau
de pureza, assegurando qualidade e confiabilidade aos resultados.

Para a descarbonatacdo das amostras destinadas a anélise
elementar, utilizou-se acido cloridrico P.A. (Cromoline, Diadema, SP,
Brasil).

Cobre em p6 P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi usado
para a remocéo de enxofre elementar.

Diclorometano e metanol grau UV/HPLC (Tedia, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) foram utilizados no procedimento de extracdo das
amostras de sedimento.

Hexano e diclorometano grau UV/HPLC (Tedia, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) foram utilizados no procedimento de fracionamento do
extrato lipidico.

Silica gel (Carlo Erba) e alumina (Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) foram utilizadas no procedimento de fracionamento do extrato
lipidico.

Para avaliar a eficiéncia de extracdo, foram utilizados o0s
padrdes deuterados n-Cy e p-terfenil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA).

Para a quantificacdo dos n-alcanos, uma solucdo estoque
contendo n-alcanos de n-C; a n-C4o (Supelco, Bellefonte, PA, USA) foi
utilizada, além do padréo interno n-Cz, deuterado.

Para a quantificacdo dos HPA, foi utilizada uma solugédo
estoque contendo acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo (a)
antraceno, benzo (a) pireno, benzo (b) fluoranteno, benzo (gh,i)
perileno, benzo (k) fluoranteno, criseno, dibenzo (ah) antraceno,
fluoranteno, fluoreno, indeno (1,2,3-cd) pireno, naftaleno, fenantreno e
pireno, da AccuStandard (New Haven, CT, USA). Como padrdo interno,
foi utilizada uma mistura padrdo contendo acenafteno-diq, criseno-di,,
naftaleno-dg, perileno-dy, e fenantreno-d;q (AccuStandard, New Haven,
CT, USA).
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Para a quantificacdo dos esterdis, foram utilizados os
compostos: colesterol, coprostanol, estigmastanol, epicoprostanol,
colestanol, campesterol, colestanona, colesterol-dg da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA), estigmasterol e [-sitosterol da Spectrum
(Gardena, CA).

1.4.6 INSTRUMENTACAO

A calcinacdo da vidraria e o preparo da alumina foram
realizados em mufla Quimis modelo Q.318.24 (Diadema, SP, Brasil).
Para a secagem da vidraria e o preparo da silica, foi utilizada a estufa
Fanem modelo 315SE (Guarulhos, SP, Brasil).

As amostras de sedimento foram liofilizadas pelo liofilizador
Edwards Micromodulyol5k acoplado a bomba de vacuo Edwards
modelo E2M2 (S&o Paulo, SP, Brasil).

Para a andlise de carbono organico total e nitrogénio foi
utilizado um analisador elementar modelo CHN 2400 (PerkinElmer,
USA).

Para as medicOes de massa foi utilizada a balanca analitica Bel
Engineering Mark modelo 210A (Piracicaba, SP, Brasil) (precisdo *
0,0005 g).

Os equipamentos utilizados no processo de extracdo de
sedimento foram: ultrassom Unique modelo USC 1450 (25 kHz)
(Indaiatuba, SP, Brasil), agitador de tubos tipo vortex Phoenix modelo
AP56 (Araraquara, SP, Brasil), centrifuga Fanem — Excelsa Baby Il -
206R (S&o Paulo, SP, Brasil) e rotaevaporador Fisaton modelo 802 com
banho termostatizado 550D (1200W) (Séo Paulo, SP, Brasil).

As andlises dos hidrocarbonetos alifaticos foram realizadas em
um cromatografo a gas modelo GC 2014 (Shimadzu, Kyoto, Japdo),
equipado com o detector de ionizagdo em chama, utilizando o software
GC Solution para aquisi¢do e tratamento dos dados.

Para a analise dos HPA e hopanos, foi utilizado um
cromatégrafo a gas Trace GC Ultra (ThermoFinnigan), acoplado ao
espectrdmetro de massas Finnigan — Polaris Q, utilizando o software
Xcalibur para aquisicao e analise dos dados.

As andlises de esteréis foram realizadas por cromatografia
liquida acoplada & espectrometria de massas, utilizando um sistema LC-
MS 8040 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). A aquisicdo e o tratamento dos
dados foram realizados pelo software LabSolution versdo 5.53 SP2
(Shimadzu, Kyoto, Japdo).
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As analises dos 4&cidos graxos foram realizadas por
espectrometria de massas de alta resolu¢do, utilizando um sistema Citius
LC—HRT (LECO Corporation, St. Joseph, MI) e empregando ESI como
técnica de ionizacao.

1.4.7 GRANULOMETRIA

As amostras destinadas a analise granulométrica foram
encaminhadas para o Laboratorio de Geologia da Universidade do Vale
do Itajai. Foram utilizados os métodos classicos de peneiramento e
pipetagem (SUGUIO, 1973). A escala granulométrica utilizada para a
separacao do tamanho do gréo foi a escala de Wentworth.

1.4.8 ANALISE ELEMENTAR DE CARBONO, HIDROGENIO E
NITROGENIO

Foram pesados aproximadamente 0,5 g de cada amostra de
sedimento liofilizada. Em seguida, adicionou-se 1 mL de HCI 0,1 moL
L™ para descarbonatacdo, com posterior secagem em chapa de
aquecimento a 60 °C. O processo foi repetido com agua desionizada
para retirada do excesso de HCI em trés etapas. As amostras foram entdo
encaminhadas para a Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo (USP).

1.4.9 EXTRAGAO E FRACIONAMENTO DOS LIPIDIOS

O processo de extracdo e fracionamento dos lipidios é ilustrado
na Figura 1.10, sendo descrito detalhadamente nas sessdes seguintes. A
metodologia de extracdo e fracionamento utilizada é baseada no método
EPA 3550C.
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Figura 1.10. Fluxograma do processo de extracdo e fracionamento dos lipidios.
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1.4.9.1 Extragdo

Anteriormente ao processo de extragdo conforme descrito em
TAROZO, FRENA, MADUREIRA, 2010 e OLIVEIRA,
MADUREIRA, 2011, as amostras de sedimento foram tratadas com
cobre ativado para a remoc¢do de enxofre molecular, pois este € um
interferente nas analises cromatograficas em matrizes ambientais.

Para realizar a ativacdo, pesou-se 2 g de cobre em p6 em um
frasco de vidro de extracdo e adicionou-se 5 mL de &cido cloridrico
concentrado. Os frascos foram agitados com o auxilio de um agitador do
tipo vortex por alguns segundos e, em seguida, a mistura foi
centrifugada durante 5 minutos. O sobrenadante contendo o &cido foi
retirado e seguiu-se com a lavagem do cobre. Esta foi realizada em trés
etapas, para a eliminacéo do acido restante, retirando-se ao final de cada
etapa o sobrenadante. Na primeira etapa, adicionou-se ao frasco 5 mL de
metanol; na segunda, 5 mL de metanol/diclorometano (1:1) v/v; e na
terceira, 5 mL de diclorometano. O solvente restante é evaporado
utilizando fluxo de nitrogénio. Dessa forma, o cobre fica ativado,
sequestrando o enxofre molecular das amostras na forma de complexo.

Os lipidios totais foram extraidos a partir do sedimento
liofilizado. No frasco contendo cobre, foram adicionados 5 g de
sedimento e os padrBes de recuperacdo (0 alcano n-Cyq deuterado e p-
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terfenil deuterado) utilizados para a avaliagdo da eficiéncia de extracdo
dos compostos. Para a obtencdo do extrato total, a extragdo foi realizada
em triplicata com 10 mL de diclorometano e 5 mL de metanol. O
sistema liquido/sélido foi agitado em vortex para melhor
homogeneizacdo e, em seguida, mantido em ultrassom por 30 minutos.
Posteriormente, os frascos foram centrifugados durante 15 minutos e o
sobrenadante transferido, com uma pipeta de Pasteur, para um baldo de
fundo redondo. Ap6s a extragdo em triplicata, o sobrenadante
combinado foi concentrado a um volume conveniente (~1 mL) no
rotaevaporador e, em seguida, submetido ao fluxo de nitrogénio gasoso
para a eliminagdo do solvente restante.

1.4.9.2 Fracionamento

O extrato lipidico de cada amostra foi fracionado por
cromatografia sélido-liquido em duas fragdes, conforme o incremento
da polaridade dos compostos. A separacao foi realizada em uma coluna
de vidro (30 cm x 1,3 cm de didmetro), empacotada sobre 1a de vidro
previamente calcinada com 10 g de silica gel (calcinada a 150 °C / 24h)
e 1 g de alumina (calcinada a 400 °C / 4h), ambas desativadas com 5%
de agua. A Figura 1.11 ilustra o fracionamento do extrato lipidico.

Figura 1.11. Fracionamento do extrato lipidico em colunas de vidro. Fonte:
elaborado pela autora.

alumina

silica gel

1a de vidro
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A fracdo 1 (F1), correspondente aos hidrocarbonetos alifaticos,
foi elu2ida com 55 mL de hexano. Os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (F2) foram eluidos com uma mistura de hexano:
diclorometano (1:1). Cada fracdo foi concentrada (~1 mL) por
rotaevaporacao e, posteriormente, submetida ao fluxo de nitrogénio para
a eliminagéo do solvente restante. A fragdo 1 foi avolumada para 1 mL
de hexano e a fracdo 2 para 1 mL de diclorometano, sendo em seguida
armazenadas em freezer até 0 momento da analise cromatografica.

1.4.10 CONDICOES CROMATOGRAFICAS DE ANALISE

As condicBes cromatograficas de analise dos compostos
encontram-se detalhadas nos itens a seguir.

1.4.10.1 Hidrocarbonetos

A analise dos n-alcanos foi realizada em um cromatografo a gas
com detector por ionizagdo em chama (Shimadzu, Kyoto, Japdo).
Hidrogénio ultrapuro (99,995%) foi empregado como gas de arraste. O
programa de temperatura adotado foi de 50 °C (mantido por 5 minutos),
aumentado a uma taxa de aquecimento de 6 °C min™ até 300 °C, e
mantido em isoterma por 10 minutos. A temperatura do injetor foi de
280 °C, aplicando o modo splitless (sem divisdo de fluxo) no tempo
inicial de 1 minuto e, em seguida, 0 modo split, a uma razédo de 1:50. A
temperatura do detector foi de 300 °C.

A analise cromatografica dos HPA e hopanos foi realizada em
um cromatdgrafo a gas Trace GC Ultra (Thermo Finnigan) acoplado ao
espectrdmetro de massas Polaris Q. Neste, as analises foram realizadas
em modo de varredura de ions totais (“fill scan”, de 50 a 500 u) em 70
eV. Hélio foi utilizado como gas de arraste. O programa de temperatura
utilizado foi de 50 °C (mantido por 5 minutos), aumentado a uma taxa
de aquecimento de 6 °C min™ até 300 °C, e mantido em isoterma por
20 minutos. A temperatura do injetor foi de 280 °C, aplicando o modo
splitless (sem divisdo de fluxo) no tempo inicial de 1 minuto e, em
seguida, o0 modo split, a uma razdo de 1:50. As temperaturas da linha de
transferéncia e da fonte de fons foram de 280 °C e 200 °C,
respectivamente. A injecdo dos extratos (1 pL) foi realizada
manualmente.

Em ambos os cromatografos, utilizou-se uma coluna capilar
Rtx-5 MS (Bellefonte, PA, USA) de 30 m x 0,25 mm d.i. X 0,25 um de
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espessura do filme, sendo a fase estacionaria constituida por 95% de
polidimetilsiloxano e 5% de grupos fenila.

1.4.10.2 Esterois

O método cromatografico para a analise de ester6is consistiu no
emprego de uma coluna Shim-pack XR-ODS 2.2 pym, 2.0 mm d.i., 150
mm (Shimadzu, Kyoto, Japdo) e metanol (acido férmico 0,1 %) como
fase mével, em uma vazio de 0,6 mL min™. Apés a extracio da matéria
organica, conforme descrito em 4.9.1, as amostras foram diluidas em
metanol e analisadas pelo método desenvolvido usando 10 uL como
volume de injecdo. Empregou-se APCI como técnica de ionizacgdo,
sendo otimizados os seguintes parametros da fonte: gas de nebulizacdo:
44 L h', temperatura da fonte: 350 °C, temperatura da linha de
dessolvatacdo: 250 °C, e temperatura do bloco da fonte: 300 °C. Foi
empregado o monitoramento de reacdes multiplas (MRM - multiple
reaction monitoring) com duas transi¢des para cada composto de
interesse, sendo os parametros do espectrémetro de massas otimizados
para cada transigdo, conforme descrito na Tabela 1.3.

1.4.10.3 Acidos graxos

Ap6s o procedimento de extracdo (descrito em 1.4.9.1), o
extrato total foi evaporado e, entdo, redissolvido com 1 mL de hexano.
Apos isso, 10 uL do extrato foram diluidos com 990 uL de metanol e
uma aliquota de 10 pL foi injetada diretamente no sistema de LC com
metanol como fase mével, em uma vazéo de 50 mL min™. O sistema de
LC foi utilizado apenas para injetar a amostra, nenhuma separacao
cromatogréfica foi realizada.
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Tabela 1.3. Parametros otimizados para cada transicdo dos compostos
analisados pelo método LC-MS/MS

Analito Transicoes Q1 CE Q3 pre bias

MRM pre V) V)

bias

M)
Colesterol 369>95 -17 -32 -19
369>135 -25 -22 -28
Coprostanol 371>81 -13 -36 -17
371>95 -17 -29 -19
Colestanol 371>81 -13 -36 -17
371>95 -17 -29 -19
Epicoprostanol 371>81 -13 -36 -17
371>95 -17 -29 -19
Ergosterol 379>69 -30 -26 -29
379>83 -30 -24 -17
Campesterol 383>81 -25 -40 -16
383>161 -25 -21 -18
Estigmasterol 395>81 -18 -41 -16
395>107 -18 -35 -22
B-sitosterol 397>81 -14 -41 -16
397>95 -14 -34 -19
Estigmastanol 399>95 -14 -33 -19
399>149 -14 -22 -29

1411 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
HIDROCARBONETOS

A F1 consiste, principalmente, de n-alcanos e hopanos. Os n-
alcanos foram identificados e quantificados por GC/FID. A identificacdo
foi realizada com base no tempo de retencdo de padrdes e a
quantificacdo, utilizando n-C;ed como padrdo interno. As solucGes
utilizadas para obtencdo da curva de calibracdo foram preparadas nas
concentragdes de 1,0; 2,0; 4,0; 50; 10,0; 150; 20,0 pg mL™" e
continham os n-alcanos de n-C; a n-Cs. A curva foi realizada em
triplicata. Os hopanos foram identificados por meio do monitoramento
da razdo massa/carga 191, referente a fragmentacédo caracteristica desses
compostos. A identificacdo foi realizada por comparacao de espectros de
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massa publicados por Philp (1985) e artigos publicados em revistas
cientificas.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (F2) foram
identificados por meio de seus ions de quantificacdo, listados no
Apéndice A. Cada um dos compostos foi confirmado por comparacéo
do tempo de retengdo em relacdo aos padrbes. A quantificagdo foi
realizada por padronizacdo interna, com curvas de calibracdo realizadas
em triplicata. As solucdes utilizadas para obtencdo da curva de
calibracdo foram preparadas nas concentragbes de 10,0; 50,0; 100,0;
200,0; 300,0; 400,0; 500,0 ng mL™ e continham 16 HPA (listados no
item 4.5). Como padrbes internos, foram utilizados os padrdes
deuterados acenafteno-dy, criseno-dyp, naftaleno-dg, perileno-dy, e
fenantreno-d;e. Os limites de deteccdo foram estimados como 3s/S,
enquanto os limites de quantificagdo foram estimados como 10s/S, onde
s é a estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacdo e S é
a inclinacéo (slope) ou coeficiente angular da curva de calibracéo.

1.4.12 IDENTIFICAGAO E QUANTIFICACAO DE ESTEROIS

Os esterdis foram identificados por comparagdo com os tempos
de retencdo de padrdes e por meio de suas fragmentacdes caracteristicas
(Apéndice B). A quantificacdo foi realizada por padronizacdo interna,
com curvas de calibragao realizadas em triplicata. As solugdes utilizadas
para obtencdo da curva de calibragdo foram preparadas nas
concentracdes de 10; 50; 100; 200; 400; 600; 800 e 1000 ng mL™ e
continham os compostos coprostanol, epicoprostanol, colestanol,
colesterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e estigmastanol.
Como padréo interno, foi utilizado o padrdo deuterado colesterol-dg. Os
limites de deteccdo foram estimados como 3s/S, enquanto os limites de
guantificacdo foram estimados como 10s/S, onde s é a estimativa do
desvio padréo do coeficiente linear da equacédo e S é a inclinacdo (slope)
ou coeficiente angular da curva de calibragao.

1.4.13 IDENTIFICACAO E ANALISE QUALITATIVA DE ACIDOS
GRAXOS

A identificacdo de acidos graxos foi realizada por
espectrometria de massas de altissima resolucdo, empregando ESI como
técnica de ionizacdo, devido a facilidade de ionizacdo desses compostos
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empregando a ionizacdo em modo negativo. A alta resolucdo obtida pelo
analisador do tipo TOF (100 000) permitiu a atribuicdo de foérmulas
elementares a cada ion detectado. Dessa forma, foi possivel avaliar
qualitativamente acidos graxos saturados e insaturados. Um esquema do
analisador de massas utilizado é mostrado na Figura 1.12, sendo que
neste sistema a trajetoria de voo dos ions é dobrada, de forma a
aumentar a resolucdo. O Apéndice C mostra como sdo feitas as
atribuicbes de férmulas moleculares aos &cidos graxos saturados e
monoinsaturados.

Figura 1.12. Design do analisador de massas utilizado para a determinacdo de
acidos graxos (A: acelerador, D: detector). Extraido de Klitzke et al., 2012.
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.5.1 GRANULOMETRIA E ANALISE ELEMENTAR

A distribuicdo relativa por classe granulométrica das amostras
de sedimento do estuario do rio Itajai-Acu encontra-se exposta na Figura
1.13, enquanto na Tabela 1.4 constam os percentuais de carbono
organico total (COT) e nitrogénio total, assim como as razGes C/N e
H/C.

A distribuicdo granulométrica variou amplamente nas amostras
de sedimento, com a fracdo de areia variando entre 0,7% (estacdo 3) e
99,6% (estacdo 8). No entanto, a maioria das amostras ¢ dominada pela
fragéo de finos (silte e argila), com exce¢do dos pontos amostrais 4, 7, 8
e 9 (Figura 1.13). A distribuicdo irregular das amostras de sedimento
pode estar associada a localizacdo dos pontos de amostragem, pois as
estacOes 8 e 9 encontram-se na praia de Navegantes e praia Brava,
respectivamente.

Figura 1.13. Distribuicdo granulométrica das fracBes de areia, silte e argila nas
amostras superficiais de sedimento do estuario do rio ltajai-Agu.
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A porcentagem de carbono orgénico total (COT) é um
parametro fundamental que descreve a abundancia da MO em
sedimentos (MEYERS, 2003). Nas amostras em estudo, os valores de
COT variaram de 0,03% (estagdo 9) a 1,82% (estacdo 1). Esses valores




74

sdo semelhantes aos encontrados em outros sistemas estuarinos
brasileiros, conforme reportado por Maioli et al. (2011) e Lima et al.
(2012); no rio Langat (Malasia), conforme reportado por Adnan et al.
(2012); e em regides portuarias do norte (DE LUCA et al., 2005) e sul
da Itdlia (SPROVIERI et al., 2007) . Importante observar que o maior
percentual de COT (1,82%) foi encontrado na estagdo 1, amostra com 0
maior percentual de particulas finas (silte e argila). Essa constatacdo esta
de acordo com estudos que indicam que sedimentos finos sdo mais
suscetiveis a acumulacéo e preservacdo da matéria organica e nutrientes,
ao contrario da areia, que pode ser considerada um mineral inerte ou que
adsorve quantidades insignificantes de matéria organica (MATER et al.,
2004; GAO et al., 2007). No entanto, a estacdo 7, localizada no Molhe
Sul e constituida essencialmente por areia (86,1%), apresentou alto teor
de COT (1,61%). Isso pode representar a influéncia direta da cidade de
Itajai como fonte de COT para os sedimentos.

As razbes C/N e H/C tém sido utilizadas amplamente para
inferir a origem da MO, em que contribuicGes de plantas superiores,
fitoplancton e zooplancton podem ser inferidas em ambientes aquéticos
(MEYERS; ISHIWATARI, 1993). Os organismos marinhos,
enriquecidos com nitrogénio, apresentam valores para essa razao entre 4
e 10, enquanto plantas terrestres, que contém celulose, apresentam
valores superiores a 20 (JAFFE et al., 2001; MEYERS, 2003; SCHULZ;
ZABEL, 2006; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005). Neste
estudo, os valores encontrados para a razdo C/N variaram entre 0,6 e
161,0, indicando uma mistura de MO de origem autoctone e aloctone.
Além disso, esses valores sdo muito maiores que 0s reportados para
sedimentos costeiros (C/N entre 6 e 10), indicando que a matéria
organica presente nos sedimentos do estudrio do rio Itajai-Acu é
fortemente influenciada por fontes terrestres e/ou antropogénicas,
especialmente na estacdo 7, que apresentou 0 maior valor para tal razao
(C/N: 161) (WANG; ZHANG; CHEN, 2001).

Com relacédo a razdo H/C, derivados de plantas superiores com
um alto contetido de ligninas e carboidratos tém H/C entre 1,3 e 1,5;
enquanto derivados de plancton, com uma grande quantidade de
proteinas e lipidios, apresentam H/C entre 1,7 e 1,9. O principal motivo
para essa diferenca é que a matéria derivada de plantas superiores é mais
rica em oxigénio e mais aromitica do que a matéria aquéatica
(RODRIGUES NETO; MADUREIRA, 2000). Nas amostras do estuario
do rio Itajai-Acu, os valores calculados para H/C estdo, em sua maioria,
abaixo das descritas acima, o que indica que 0s compostos presentes nos
sedimentos contém um alto teor de nucleos aromaticos e moléculas poli-
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insaturadas (RODRIGUES NETO; MADUREIRA, 2000). As excecdes
estdo nas estacbes 6 e 8, com H/C de 1,73 e 2,25, respectivamente,
indicando a presenca de derivados de plancton nessas amostras.

Tabela 1.4. Carbono orgénico total (COT), nitrogénio total (NT) e razdes C/N e
H/C em amostras superficiais de sedimento do estuério do rio Itajai-Agu

Pontos CcoT NT C/N H/C
amostrais (%) (%)
1 1,82 0,11 16,5 0,75
2 1,66 0,12 13,8 0,89
3 1,68 0,14 12,0 0,78
4 1,27 0,11 11,5 0,95
5 0,43 0,02 21,5 1,05
6 0,11 0,01 11,0 1,73
7 1,61 0,01 161,0 0,57
8 0,08 0,03 2,7 2,25
9 0,03 0,05 0,6 1,00
10 1,44 0,11 13,0 0,84
11 1,17 0,11 10,6 0,93
12 0,05 0,01 5,0 0,80

1.5.2 BIOMARCADORES GEOQUIMICOS

A andlise de biomarcadores geoquimicos permite avaliar de
forma mais concreta as fontes da matéria organica presente nas amostras
de sedimento. Entre as classes de compostos avaliadas neste trabalho,
estdo os hidrocarbonetos alifaticos (n-alcanos e hopanos),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, acidos graxos e esterdis.

1.5.2.1 n-alcanos

Para avaliar os niveis de n-alcanos nas amostras de sedimentos,
foram realizadas curvas de calibragio em ftriplicata para cada
hidrocarboneto. Os principais parametros analiticos de mérito se
encontram na Tabela 1.5. Os resultados mostraram bons coeficientes de
correlagdo, superiores a 0,9902 para todos os analitos, além de valores
de desvio padrdo relativo menores que 10 %. Os limites de
quantificag&o variaram entre 1,0 e 6,0 ug mL™.
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Tabela 1.5. Pardmetros analiticos de mérito obtidos a partir das curvas de
calibracdo realizadas para a quantificagdo dos n-alcanos

Analito Faixa de Equacdo da reta R LOQ RSD
trabalho (hgmL?) (%)
(ug mL™)
n-C; 2-20 y=0,1620x + 0,1358  0,9978 5,0 5
n-Cqg 2-20 y=0,2120x + 0,6345  0,9957 3,0 4
n-Cg 2-20 y=0,2345x - 0,2361  0,9995 30 6
n-Cyo 2-20 y=0,1642x + 0,1566  0,9977 6,0 5
n-Cyy 2-20 y=0,1478x - 0,4056  0,9972 3,0 10
n-Cyp, 2-20 y=0,1525x — 0,5501  0,9904 1,0 3
n-Cys 2-20 y=0,2474x - 0,8181  0,9987 1,0 5
n-Cyy 2-20 y=0,2138x — 0,6048  0,9902 45 8
n-Cys 2-20 y=0,1770x —0,0952  0,9946 6,0 5
n-Cy 2-20 y=0,2127x - 0,6033  0,9933 6,0 6
n-Cy; 2-20 y=0,1847x-0,2168  0,9960 3,0 4
n-Cyg 2-20 y=0,1899x — 0,3423  0,9913 4,0 10
n-Cyo 2-20 y=0,2116x —0,4388  0,9972 3,0 4
n-Cy 2-20 y=0,2136x — 0,4269  0,9959 5,0 6
n-C,; 2-20 y=0,2031x — 0,4657  0,9991 3,0 4
n-Cy, 2-20 y=0,1831x — 0,1526  0,9979 30 2
n-Cys 2-20 y=0,1833x - 0,0891  0,9988 2,0 3
n-C,, 2-20 y=0,1925x - 0,1619  0,9991 2,0 1
n-Cys 2-20 y=0,1981x — 0,1764  0,9975 2,0 2
n-Cy 2-20 y=0,1980x — 0,1208  0,9988 2,0 1
n-Cy; 2-20 y=0,1956x — 0,1306 ~ 0,9995 30 2
n-Cyg 2-20 y=0,1950x — 0,066 0,9993 2,0 1
n-Cyg 2-20 y=0,1926x — 0,0479  0,9987 30 1
n-Cy 2-20 y=0,1884x —0,0688  0,9964 2,0 1
n-Cs; 2-20 y=0,1831x —0,0413  0,9974 3,0 1
n-Cs, 2-20 y=0,1803x —0,0614  0,9959 3,0 3
Nn-Css 2-20 y=0,1782x —0,0457  0,9936 2,0 3
n-Cs, 2-20 y=0,1725x — 0,038 0,9996 3,0 2
n-Css 2-20 y=0,1646x —0,0808  0,9996 30 4
n-Cg 2-20 y=0,1647x —0,1854  0,9972 3,0 3
n-Cs; 2-20 y=0,1550x — 0,2619  0,9982 4,0 6
n-Cgg 2-20 y=0,1798x —0,7338  0,9975 3,0 2

R” coeficiente de correlagdo; LOQ: limite de quantificacdo; RSD: desvio
padrao relativo.

Os niveis de n-alcanos nas amostras de sedimentos, assim como
as razbes utilizadas para auxiliar na identificacdo da origem desses
compostos, sdo mostrados na Tabela 1.6. Nas amostras de sedimentos
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coletadas no estuario do rio Itajai-Agu foram identificados n-alcanos
entre n-C; e n-Cag, com predominancia de n-C,7 (Cyax) Nas estacdes 2, 6,
8, 10 e 12, caracteristico de MO biogénica derivada de plantas
superiores, uma vez que ceras epicuticulares de plantas terrestres
apresentam tipicamente valores maximos de n-alcanos em n-Cs,7, N-Cyg €
n-C3 (EGLINTON; HAMILTON, 1967; MILLE et al., 2007). As
analises cromatogréaficas dos hidrocarbonetos apresentaram, para a
maioria das amostras, o perfil mostrado na Figura 1.14, sem dominéancia
de n-alcanos impares sobre os pares. Esse perfil é caracteristico de
6leos. No entanto, pode-se observar também a presenca de n-Cis e n-Cy7
gue evidencia o aporte proveniente de fontes aquaticas como algas.

Figura 1.14. Cromatograma (GC/FID) da fragdo dos hidrocarbonetos alifaticos
da estacdo 1, localizada no Estaleiro Detroit. Os numeros acima dos picos
indicam a quantidade de &omos de carbono na série homdloga. Csyqy foi
utilizado como padréo interno de quantificacéo.

Cis Cy7 c
27 ¢
Cio c 28
Cn CpCos 25
Cu1
Cis
N
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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As concentracdes de n-alcanos variaram de 0,49 pg g™ (estacéo
7) a 69,71 pg g” (estacdo 3). A baixa concentracdo observada na
estacdo 7 pode ser associada a pequena quantidade de particulas finas
(silte + argila = 14%), que tém &reas superficiais maiores que particulas
grosseiras, como a areia, € podem adsorver matéria organica dissolvida,
formando complexos sedimentares (VENTURINI; TOMMASI, 2004).
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Por outro lado, a concentragdo mais elevada de n-alcanos foi encontrada
na estacdo 3, localizada na desembocadura do rio Itajai-Mirim, fator
associado a elevada quantidade de particulas finas (silte + argila =
99,3%). Niveis similares foram encontrados no sistema estuarino de
Laguna (0,9 a 45,6 ug g™), como ilustrado na Tabela 1.7. Valores abaixo
de 50 ug g de sedimento seco sdo geralmente considerados tipicos de
areas ndo contaminadas (ZEGOUAGH et al., 1998; SILVA et al., 2008).
De acordo com Readman et al. (2002), sedimentos marinhos ricos em
matéria organica podem apresentar concentracBes totais de
hidrocarbonetos alifaticos de até 100 ug g*. No entanto, concentracdes
superiores a 100 pg g™ sdo geralmente associadas & contaminac&o por
petroleo. Assim, as quantidades encontradas nas amostras de sedimentos
do estudrio do rio Itajai-Acu ndo serviriam como indicativo de
contaminagdo por petréleo e derivados. No entanto, o perfil
cromatografico sem dominancia de impares sobre os pares indica a
existéncia de contaminacdo. Além disso, essas concentragdes séo
comparaveis a outros ambientes estuarinos e costeiros (Tabela 1.7).

Tabela 1.6. Concentragdes de n-alcanos e suas respectivas razoes

Pontos C . IPC°® RTA® X n-alcanos ¥ n-alcanos
amostrais ugg’ ng gt coT
1 n-Cq7 15 1,3 15,22 836,24
2 n-C,; 3,0 1,3 3,00 180,20
3 n-Cyy 1,2 9,6 69,71 4174,40
4 n-Cq; 1,4 1,7 13,04 1027,10
5 n-Cys 1,6 13,1 52,77 12690,48
6 n-Cy,; 15 24 13,65 12411,33
7 n-Cys 1,6 0,9 0,49 30,43
8 n-Cy; 1,0 1,2 12,60 15755,60
9 n-Cs; 1,7 1,8 2,66 8866,67
10 n-Cy,; 1,1 8,9 31,30 2281,24
11 n-Cq» 1,9 1,0 10,49 929,06
12 n-Cy; 0,9 2,6 12,06 24312,43

4 Cmax : n-alcano de maior intensidade.

® |PC (indice Preferencial de Carbono) = 2(Zimpares NC25-NCs3) / [(Zpares NCos-
NCa2)+ (Zpares NC26-NC3s)]-

“RTA (Razdo Terrestre/Aquatico) = (£ NC,+nCy+NCsq)/( £ NCy5+NCy7+NnCyg).
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Tabela 1.7. Comparacdo dos niveis de n-alcanos determinados em amostras de
sedimentos de diversos ambientes

Concentracao Localizacdo Referéncia
(ug g?)
0,9-45,6 Sistema estuarino de TAROZO, FRENA,
Laguna, Brasil MADUREIRA (2010)
0,4-20,2  Sistema estuarino  MAIOLI et al. (2011)
Mundai-Manguaba,
Brasil
1,22 -557 Estuario da Baia da OLIVEIRA; MADUREIRA
Babitonga, Brasil (2011)
3,32-18,14 Foz do rio lItajai-acu, OLIVEIRA; MADUREIRA
Brasil (2011)
9,9-30,8  Sistema estuarino do rio LIMA etal. (2012)
Sergipe, Brasil
0,8-3,2 Estuario Mandovi, India HARJI; YVENAT;
BHOSLE (2008)
1,6 -10,7 Porto Marmugoa, India HARIJI; YVENAT;
BHOSLE (2008)
0,49 -69,71 Estuario do rio Itajai- Presente trabalho

Acu

As concentracdes de n-alcanos totais foram normalizadas para
COT, a fim de eliminar o efeito da granulometria. Conforme ilustrado
na Tabela 1.6, as concentracdes totais de n-alcanos variaram de 30,43
(estagdo 7) a 24312,43 nug g™ COT (estacdo 12). A normalizacdo por
COT sugere que as concentragdes de n-alcanos nas amostras podem ser
subestimadas quando expressas em sedimento seco, notavelmente nas
estacdes 5, 6, 8, 9 e 12. ConcentragBes similares as encontradas neste
estudo foram observadas para sedimentos coletados no Sistema
Estuarino de Laguna (38,5 a 34883,1 pg g™ COT), conforme reportado
por Tarozo, Frena e Madureira (2010).

O Indice Preferencial de Carbono (IPC) foi utilizado para
avaliar as fontes da matéria organica. Os valores de IPC nas amostras de
sedimento variaram entre 0,9 e 3,0, com predominancia de valores
préximos da unidade, normalmente encontrados em amostras
contaminadas por petréleo. No entanto, valores baixos de IPC também
podem indicar a presenca de matéria organica reciclada e/ou aporte de
microrganismos (MADUREIRA, 2002; JENG, 2006). Por outro lado,
na estacdo 2, o valor de IPC encontrado (3,0) indica a predominancia de
alcanos de origem biogénica.
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A Razdo Terrestre/Aquatico (RTA) avalia a contribuicdo de
fontes terrestres versus fontes aquaticas. Essa razdo apresenta
tipicamente valores maiores que 1 para fontes terrestres e menores que 1
para fontes aquaticas (BOURBONNIERE; MEYERS, 1996). Os valores
obtidos para RTA foram maiores que 1 para todas as estacfes, com
excecdo da estacdo 7 (0,9), provavelmente devido a maior atividade
bacteriana e/ou contribuicdo de fontes aquéticas, conforme sugerido
pelo baixo valor de IPC (1,6) e pelo Cax (Cys).

Um indicativo de contaminagdo por petréleo em amostras de
sedimentos é a presenca da mistura complexa ndo resolvida (UCM)
(FRYSINGER et al., 2003; MAIOLI et al., 2011). Essa mistura
complexa consiste de hidrocarbonetos ciclicos e ramificados que néo
podem ser resolvidos por cromatografia gasosa, gerando uma rampa no
cromatograma (KILLOPS; KILLOPS, 2005). Nas amostras avaliadas,
foi observada a presenca da UCM na estacdo 5, localizada no Porto de
Itajai (Figura 1.15), indicando a contaminac&o por derivados de petréleo
nesse local, evidenciada pelo IPC (1,6) e a elevada concentracdo de n-
alcanos (12690,48 pg g™* COT).

Figura 1.15. Cromatograma (GC/FID) da fracdo dos hidrocarbonetos alifaticos
da estacdo 5, localizada no Porto de Itajai. Os nimeros acima dos picos indicam
a quantidade de &tomos de carbono na série homdloga. Csq foi utilizado como
padréo interno de quantificacdo. UCM: mistura complexa néo resolvida.
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1.5.2.2 Hopanos

Em sedimentos, os hopanos séo principalmente convertidos a
partir de seus precursores biol6gicos. Esses biomarcadores
geoquimicamente estaveis podem fornecer evidéncias mais convincentes
de contaminacdo por petroleo, sendo amplamente utilizados para
detectar poluicdo por petrdleo em ambientes costeiros e estuarinos.
Hopanos com configuracdo 17o(H),21B(H) sdo caracteristicos de
petroleo devido a sua grande estabilidade termodinadmica (SEIFERT;
MOLDOWAN, 1980; PHILP, 1985; HU et al., 2012; MAIOLI et al.,
2010; SILVA et al., 2012).

Uma série de hopanos entre C,; e Czs foi detectada em todas as
amostras de sedimento e estes, monitorados pelo fragmento m/z 191,
correspondente a quebra caracteristica que ocorre nesses compostos. Um
cromatograma de massas (m/z 191) representativo das amostras de
sedimento do estuario do rio Itajai-A¢u é mostrado na Figura 1.16. A
predomindncia da configuragdo  termodinamicamente  estavel
17a(H), 21B(H), que é um indicativo da presenca de combustiveis
fosseis em sedimentos recentes (PHILP, 1985), sugere a contribuicdo
petrogénica nas amostras avaliadas. A origem fdssil foi confirmada pela
presenca dos epimeros 22S e 22R nos hopanos entre Cs; € Cas.

Para avaliar a distribuic&o relativa dos hopanos nas amostras de
sedimento, estas foram normalizadas pelo valor total encontrado na
estacdo 4, amostra que apresentou o maior percentual de hopanos. De
acordo com a Figura 1.17, hopanos de origem antropogénica variaram
entre 65% a 90% em todas as esta¢des, embora fontes biogénicas desses
compostos também tenham sido encontradas, porém em menor
proporgéo.
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Figura 1.16. Cromatograma de massas do ion m/z 191, caracteristico de
hopanos, em uma amostra de sedimento (estacdo 8) do estudrio do rio Itajai-
Acu. C,; Ts: 18a(H)-22,29,30-trisnornechopano; C,; Tm:17a(H)-22,29,30-
trisnorhopano;  Cy:17a(H),180(H),21B(H)-28,30-bisnorhopano; C,y  ap:
17a(H),21B(H)-30-norhopano; Cy Pa: 17p(H),21a(H)-30-norhopano; Cz, af:
17a(H),21B(H)-hopano; Cz pa: 178 (H),2la (H)-hopano; Cjz ap-S:
17a(H),21B(H)-31-homohopano-22S; Cis  op-R: 170(H),21B(H)-31-
homohopano-22R; C;; pa: 17B(H),21a(H)-31-homohopano; Ci, Bp: 17p
(H),21B (H)-hopano; Cs, ap-S: 17a(H),21B(H)-32-bis-homohopano-22S; Cai,
of-R:17a(H),21B(H)-32-bis-homohopano-22R; Ci; ap-S: 17a(H),21p(H)-33-
tris-homohopano-22S; Cs; af-R: 17a(H),21B(H)-33-tris-homohopano-22R; Cz,
of-S:17a(H),21B(H)-34-tetrakis-homohopane-22S; Cs, ap-R: 17a(H),21B(H)-
34-tetrakis-homohopano-22R;  Czs  af-S: 17a(H),21B(H)-35-pentakis-
homohopano-22S; Czs ap-R: 17a(H),21B(H)-35-pentakis-homohopano-22R.
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Figura 1.17. Distribuicdo relativa de hopanos de origem biogénica (hopanos de
configuracdo PP e Cs-Css af-R) e de origem antropogénica (hopanos de
configuragdo af3, C3-Css a-S) em doze amostras de sedimento do estuério do
rio Itajai-Acu.
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De acordo com a Figura 1.17, a estacdo 11 apresentou a maior
porcentagem de hopanos de origem antropogénica (em torno de 90%).
De fato, essa estacdo € um ponto de descarga do material dragado, o que
explica a presenga desses compostos devido a remobilizagdo dos
poluentes acumulados ao longo do tempo no sedimento.

1.5.2.3 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)

Devido a sua baixa solubilidade em &gua e natureza
hidrofdbica, os HPA tendem a se associar com o material particulado.
Essas caracteristicas os tornam uma classe de compostos de extrema
importancia em estudos ambientais, pois permitem distinguir fontes
petrogénicas e pirogénicas (HE et al., 2014; MAIOLI et al., 2011).

Os HPA a seguir foram encontrados nas amostras sedimentares
do estuéario do rio Itajai-Acu: naftaleno, alquilnaftalenos, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, alquilfluorenos, fenantreno, alquilfenantrenos,
antraceno, fluoranteno, pireno, alquilpirenos, benzo (b) fluoranteno e
benzo (a) pireno. Com o objetivo de avaliar os niveis desses compostos,
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foram realizadas curvas de calibracdo e os resultados obtidos estdo
expostos na Tabela 1.8. Os coeficientes de correlagdo variaram entre
0,9918 e 0,9985 para todos os analitos na faixa de concentragdo avaliada
e os valores de desvio padrdo relativo foram inferiores a 14%.

Tabela 1.8. Parametros analiticos de mérito obtidos a partir das curvas de
calibracdo realizadas para a quantificagdo dos HPA

Analito Faixa Equacdo da reta R LOQ RSD
linear (ngmL™) (%)
(ng mL™)
Naftaleno 10-500 y=1500x — 16132 0,9984 3,0 5
Acenaftileno 10-500 y=1237x — 30747 0,9941 3,0 7
Acenafteno 10-500 y=2142x — 41608 0,9941 2,0 5
Fluoreno 10-500 y=4554x — 113304  0,9918 3,0 5
Fenantreno 10-500 y=1303x — 12493 0,9985 3,0 8
Antraceno 10-500 y=1162x — 25234 0,9953 3,0 7
Fluoranteno 10-500 y=1145x — 19623 0,9940 2,0 3
Pireno 10-500 y=1240x — 19137 0,9936 1,0 4
Benzo (a) 10-500 y=526x + 14482 0,9925 6,0 6
antraceno
Criseno 10-500 y=842x — 2330 0,9940 2,0 3
Benzo (b) 10-500 y=536x 15500  0,9946 3,0 7
fluoranteno
Benzo (k) 10-500 y=789x 15642  0,9979 3,0 8
fluoranteno
Benzo (a) 10-500 y=582x — 24821 0,9957 5,0 14
pireno
Indeno 10-500 y=321x — 10986 0,9978 3,0 9

Dibenzo (a, h) 10-500 y= 750x — 25975 0,9973 5,0 12
antraceno

Benzo (ghi) 10-500 y=437x — 8715 0,9929 1,0 2
perileno

R”: coeficiente de correlagdo; LOQ: limite de quantificacdo; RSD: desvio
padrao relativo.

As concentraces totais de HPA, expressas como a soma dos 14
HPA identificados nas amostras listados anteriormente, variaram de
63,89 ng g (estacdo 7) a 1458,99 ng g™ (estacdo 6), conforme mostrado
na Tabela 1.9. As concentragdes totais mais elevadas (superiores a 500
ng g) foram observadas nas estaces 1, 2, 5 e 6, localizadas em torno
do Porto de Itajai e préximo a dois estaleiros. Segundo Notar;
Leskovsek; Faganeli (2001), concentragdes totais de HPA maiores que
500 ng g sdo indicativas de amostras altamente contaminadas. As
estacOes que apresentaram as maiores concentragdes totais de HPA tém
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um alto teor de silte + argila. Como os HPA séo hidrofdbicos, eles
tendem a ficar adsorvidos na matéria organica e acumular em
sedimentos finos.

Outro critério de classificacdo para HPA foi sugerido por
Baumard e colaboradores (1998) a fim de caracterizar a qualidade do
sedimento em: pouco (0 -100 ng g™), moderado (100 — 1000 ng g™),
altamente poluido (1000 — 5000 ng g‘) e muito altamente poluido (>
5000 ng g*). Com base nessa classificagdo e considerando o somatério
dos 16 HPA tidos como poluentes prioritarios pela EPA, as amostras
coletadas nas estacBes 7 a 12 séo classificadas como pouco poluidas; as
estacBes 1 a 5 como moderadamente poluidas; e apenas a estacdo 6
como altamente poluida. Importante observar que as amostras
consideradas poluidas encontram-se proximo a estaleiros e ao Porto de
Itajai, onde o trafego de navios é constante, 0 que pode estar
contribuindo para a entrada desses contaminantes. Por outro lado, as
concentragGes de HPA nas estacGes 7 a 12 refletem a diminuicdo da
concentracao desses compostos em diregdo ao mar.

Tabela 1.9. Concentragdes de HPA e razBes nas amostras de sedimento do
estudrio do rio Itajai-Acu

Pontos 2 HPA ¥ 16 HPA  Fen/ Ant Fluo/ > Alquillfen/
amostrais ngg? ngg? (Fluo+ Pir) fenantreno
1 970,95 897,80 1,24 - -
2 692,32 554,90 1,25 - 0,15
3 235,72 149,68 0,83 0,59 4,75
4 281,03 206,95 1,50 0,51 1,22
5 527,96 441,89 0,76 0,51 4,16
6 1458,99  1237,21 3,29 0,48 7,95
7 63,89 42,48 - - -
8 84,44 67,24 1,37 - -
9 125,82 36,47 0,74 -

10 112,30 68,76 1,06 - -
11 156,57 28,44 - - -
12 92,04 44,72 - - -

Os niveis de HPA encontrados nas amostras de sedimento
foram comparados ao Guia Internacional de Qualidade de Sedimentos
(SQGs), desenvolvido pela Administracdo Oceanica e Atmosférica
Nacional (NOAA) dos Estados Unidos, amplamente utilizado para a
avaliacdo de sedimentos em agua doce e no ambiente marinho (LONG
et al, 1995, MAC DONALD et al, 1996; MAC DONALD;
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INGERSOLL; BERGER, 2000; MC CREADY; BIRCH; LONG, 2006).
No entanto, é importante salientar que organismos de ambientes de
clima tropical podem apresentar comportamento diferente de
organismos de clima subtropical.

A Tabela 1.10 apresenta os valores ERL (effects range low) e
ERM (effects range median values) para os HPA individuais e para a
soma destes. De acordo com Long et al. (1995), para concentragdes <
ERL, espera-se a ocorréncia rara de efeitos bioldgicos adversos; quando
> ERL e <ERM, efeitos bioldgicos adversos podem ocorrer
ocasionalmente, e se >ERM, frequentemente. Com base nessa
classificacdo, efeitos adversos sdo esperados para ocorrer raramente a
ocasionalmente nas comunidades bent6nicas que vivem nos sedimentos
do sistema estuarino do rio Itajai-Acu. Outro limite bastante utilizado é
0 PEL (Probable effect level), com valores acima dos quais se espera
gue ocorram efeitos adversos frequentemente (Canadian Environmental
Quality Guidelines, 1998), (Tabela 1.10). Neste estudo, as amostras
avaliadas apresentaram  concentracbes inferiores aos limites
estabelecidos para efeitos adversos frequentes.

Tabela 1.10. Comparacéo das concentracdes de HPA (ng g™ em sedimento
seco) das amostras de sedimento do estuario do rio Itajai-Agu com guias de
qualidade de sedimento

Analito ERL® ERM® PEL" Este estudo
Naftaleno 160 2100 391 (nd —55,1)
Acenaftileno 44 640 128 (nd - 37,9)
Acenafteno 16 500 88,9 (nd —51,3)
Fluoreno 19 540 144 (nd —38,2)
Fenantreno 240 1500 544 (nd - 276,7)
Antraceno 85,3 1100 245 (nd - 223,6)
Fluoranteno 600 5100 1494 (nd —52,5)
Pireno 665 2600 1398 (nd —58,0)
Benzo (a) 261 1600 693 nd
antraceno
Criseno 384 2800 846 nd
Benzo (a) pireno 430 1600 763 (nd - 68,5)
Dibenzo (a, h) 63,4 260 135 Nd
antraceno
Y 16 HPA 2967,7 20340 6869,9 (28,4 - 1237,2)

a b

nd: ndo detectado;
probable effect levels
Fontes: LONG et al., 1995; Canadian Environmental Quality Guidelines, 1998

effects range low and effects range median values;



87

No Brasil, a legislacdo vigente para disposicdo de material
dragado é descrita pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) na Resolucéo n° 344/2004, que estabelece dois niveis para
os HPA. Ao comparar as concentracdes obtidas no estudrio do rio ltajai-
Acu com os niveis estipulados pelo CONAMA, apresentados na Tabela
1.11, observou-se que: a estacdo 1 excedeu o nivel 1 para fenantreno e
antraceno; as estacdes 4 e 5 excederam o nivel 1 para acenafteno e a
estacdo 6 excedeu o nivel 1 para acenafteno e fluoreno. No entanto,
nenhuma das estacbes excedeu o nivel 2 estabelecido pelo CONAMA
para os HPA, indicando a baixa probabilidade de efeitos adversos a
biota nas amostras deste estudo.

Tabela 1.11. Niveis de classificagdo do material a ser dragado em unidade de
material seco

Analito Nivel 1 Nivel 2 Este estudo
(ug kg™) (ug kg™

Benzo (a) antraceno 74,8 693 nd
Benzo (a) pireno 88,8 763 (nd — 68,5)

Criseno 108 846 nd

Dibenzo (a,h) 6,22 135 nd

antraceno

Acenafteno 16 500 (nd - 51,3)
Acenaftileno 44 640 (nd - 37,9)
Antraceno 85,3 1100 (nd — 223,6)
Fenantreno 240 1500 (nd —276,7)
Fluoranteno 600 5100 (nd - 52,5)
Fluoreno 19 540 (nd —38,2)
Naftaleno 160 2100 (nd —55,1)
Pireno 665 2600 (nd — 58,0)

Nivel 1: limiar abaixo do qual é prevista baixa probabilidade de efeitos
adversos a biota. Nivel 2: limiar acima do qual é previsto um provavel efeito
adverso & biota. nd: ndo detectado. Fonte: RESOLUCAO CONAMA
n°344/2004

Os niveis de HPA encontrados foram comparados aos valores
reportados para sedimentos superficiais de diversos ambientes,
mostrados na Tabela 1.12. Observou-se que 0s niveis encontrados no
estudrio do rio Itajai-Acu se assemelham aos reportados na regido
metropolitana de Curitiba e no rio Hiangpu, localizado na China. No
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entanto, os valores foram menores que o0s reportados no sistema
estuarino de Laguna (1107 — 250.094 ng g), na Bafa de Todos os
Santos (8 — 4163 ng g™) e em regibes portudrias da Italia (9 — 31774 ng
g™) e de Taiwan (98 — 3382 ng g'?, sendo superiores aos encontrados na
Lagoa dos Patos. (7,3—-92,8ng g™)

Tabela 1.12. Comparacdo dos niveis de HPA determinados em amostras de
sedimentos de diversos ambientes

Concentragdo Localizacéo Referéncia
(ng g*)
34 -13780 Golfo de Fos, Franga MILLE et al. (2007)
9-31774 Porto de Naples, Italia SPROVIERI et al. (2007)
98 - 3382 Porto de Hsin-ta e areas FANG; LEE; YU (2003)
costeiras adjacentes,
Taiwan

1107 — 250.094

Sistema estuarino de
Laguna, Brasil

TAROZO; FRENA;
MADUREIRA (2010)

8 -4163 Baia de Todos os Santos, VENTURINI;
Brasil TOMMASI (2004)
221 -1243 Sistema estuarino  MAIOLI et al. (2011)
Mundau-Manguaba,
Brasil
131-1713 Regido metropolitana de LEITE; PERALTA-
Curitiba, Brasil ZAMORA,; GRASSI
(2011)
72,17 -277,77  Golfo Pérsico RAHMANPOOR et al.
(2014)
7,3-928 Lagoa dos Patos, Brasil FILHO et al. (2012)
313 -1707 Rio Huangpu, China LIU et al. (2008)

63,89 — 1473,69 Estuario do rio Itajai-Agu

Presente trabalho

Para a diferenciacdo das fontes de HPA presentes nas amostras

de sedimentos, foram utilizadas razbes diagnésticas reportadas na
literatura, incluindo a soma dos homologos alquilados em relacdo ao
composto parental e também as razdes entre pares de isémeros. No caso
dos isdmeros, a literatura baseia-se na avaliacdo da estabilidade
termodindmica dos HPA, feita por meio do calor de formacdo dos
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isbmeros em questdo. A diferenca no calor de formagdo entre 0s
isbmeros é calculada sempre em relacdo ao isbmero mais estavel.
Assim, quanto maior for essa diferenga, maior a capacidade de
discriminacdo de fontes da razdo que utiliza esses dois isdmeros. No
caso dos isdbmeros fenantreno e antraceno, o fenantreno é mais estavel
termodinamicamente e a diferenca de calor de formacéo entre eles é 5,9
kcal mol™, enquanto no caso dos isdmeros fluoranteno e pireno, a
diferenca de calor de formagao entre eles é 24,2 kcal mol™ (YUNKER et
al., 2002). Vale ressaltar que HPA originados por processos de
combustdo incompleta (piroliticos) geralmente apresentam uma maior
propor¢do de isdmeros menos estaveis termodinamicamente, enquanto
HPA mais estaveis termodinamicamente sdo aqueles que se originaram
por processos de baixa temperatura, como a geracdo de HPA durante o
processo catagénico de formacdo do petréleo (MENICONI, 2007;
READMAN et al., 2002; KILLOPS; KILLOPS, 2005).

A razdo entre os isdmeros fenantreno e antraceno (Fen/Ant)
apresenta valores altos em casos de poluicdo por HPA de origem
petrogénica, mas baixos valores sdo encontrados nos casos de
contaminagdo por HPA de origem pirolitica. Embora essa razdo néao
possa ser calculada para algumas estacdes devido a auséncia de um ou
ambos os compostos, os valores obtidos foram menores que 10 em todas
as estaces, indicando fontes piroliticas para esses compostos.

Levando em consideracdo a razdo entre fluoranteno e pireno
(Fluo/Pir), o valor limite entre fontes petrogénicas e piroliticas é 1.
Porém, a razdo Fluo/(fluo+pir) permite distinguir de forma mais
detalhada as fontes de combustdo. Nas estacdes 3, 4, 5 e 7, os valores
obtidos indicam a presenca de HPA de origem predominantemente
petrogénica, enquanto na estacdo 6 o valor obtido (0,48) sugere queima
de combustiveis fdsseis, bastante intensa nessa estacdo dada a alta
concentracdo de HPA (1458,99 ng g*). Além disso, o diagrama cruzado
utilizando Fen/Ant vs. Fluo/Pir (Figura 1.18) mostra que HPA de fontes
piroliticas sdo predominantes nas amostras avaliadas.
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Figura 1.18. Diagrama cruzado de Fenantreno/Antraceno  versus
Fluoranteno/Pireno para as amostras de sedimento do estuério do rio Itajai-Acu.
Os nlmeros acima dos pontos indicam as estagdes de coleta.
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HPA alquilados foram identificados em todas as estacbes. A
dominéncia de alquilados homdlogos do naftaleno nas estacdes 5, 7 e 9
indica fonte petrogénica recente. E importante ressaltar que na estacéo 5
foi observada a presenga da UCM, o que corrobora com a origem
petrogénica. Além disso, altas concentracbes de HPA totais foram
observadas nessa estagdo (527,96 ng g ™).

A razdo entre homélogos alquilados em relagcdo ao composto
parental também foi utilizada para avaliar as fontes dos HPA nas
amostras sedimentares. A razdo entre alquilfenantrenos e fenantreno
(AlquilFen/Fen) obtida em produtos de combustdo é geralmente menor
gue 0,5, enquanto misturas de HPA de origem fossil tipicamente variam
de 2 a 6 (GARRIGUES et al., 1995). Os valores para essa razdo nas
amostras estudadas variaram entre 0,15 e 7,95 (Tabela 1.9), indicando
que os HPA nas estacdes 3, 5 e 6 apresentam uma maior contribuicao de
fontes petrogénicas.

Considerando as razfes calculadas, os HPA presentes nas
amostras sedimentares foram originados por fontes mistas como
petroleo, combustdo de madeira, querosene, plantas e carvao, sendo que
fontes naturais (por exemplo, perileno) ndo foram encontradas nas
amostras avaliadas.
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1.5.2.4 Esterois

Uma série de esterdis foi identificada nas amostras
sedimentares do estuario do rio Itajai-Agu, com uma significativa
diversidade estrutural. Portanto, uma variedade de fontes contribuiu para
a composicdo da matéria organica no ambiente de estudo. Foram
identificados 0s seguintes esterdis: (a) C,; esterdis: colesterol,
colestanol, coprostanol e epicoprostanol; (b) Co,g esterdis: campesterol;
(c) Cygesterdis: estigmasterol, estigmastanol, B-sitosterol.

Para avaliar os niveis de esterdis nas amostras, foram realizadas
curvas de calibracdo. Estas forneceram coeficientes de correlagdo
superiores a 0,9944 e desvios padrédo relativos menores que 10% para
todos os analitos. Os limites de quantificagdo variaram entre 4,0 ng mL™
(B-sitosterol) e 9,0 ng mL™ (estigmasterol). Os principais parametros
analiticos de mérito obtidos para a quantificagdo desses compostos
encontram-se listados na Tabela 1.13.

Tabela 1.13. Parametros analiticos de mérito para a determinacdo de esterdis por
LC-MS/MS

Analito Faixa linear Equacéo R LOQ
(ng mL™) (ng mL™)

Epicoprostanol 10 -1000 y=48,85x —2,09 0,9996 4,0
Coprostanol 10-1000 y=37,03x—-1,45 0,9992 4,0
Colestanol 10-1000 y=32,73x-1,17 0,9988 50
Colesterol 10-1000 y=69,11x —4,06 0,9996 7,0
Campesterol 10-1000 y=89,51x-1542 0,9993 4,0
Estigmasterol  10-1000 y=8,23x-1,68 0,9990 9,0
B-sitosterol 10-1000 y=43,39x—7,52 0,9985 4,0
Estigmastanol 10-1000 y=17,61x-3,10 0,9995 6,0

R”: coeficiente de correlacio; LOQ: limite de quantificacao.

A distribuicdo de esterdis nas amostras sedimentares evidencia
as diversas fontes de MO no ambiente de estudo. Para a avaliacdo das
fontes de esterdis na composicdo da matéria organica, estes foram
reunidos em grupos C,7, Cog € Cyg, conforme ilustrado na Figura 1.19.
Dois grupos de esterois foram predominantes: C,; € Cy. A alta
contribuicdo dos esterdis Cyy reflete o aporte de matéria organica
proveniente de plantas superiores, enquanto a elevada contribuicdo de
C,7 é geralmente atribuida a algas, zooplancton e animais (NEUNLIST;
RODIER; LLOPIZ, 2002; SHANCHUN; RONGFEN; ZUOFENG,
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1992). Estudos realizados por Jaffé et al. (2001) demonstraram a
predominéncia de esterois Cog, especialmente sitosterol e estigmasterol,
em amostras de sedimentos provenientes de um ambiente com amplo
aporte de plantas superiores.

Figura 1.19. Proporcdo de ester6is com 27, 28 e 29 atomos de carbono em
amostras superficiais de sedimento do estuario do rio Itajai-Agu. C,;: colesterol,
coprostanol, colestanol e epicoprostanol; C,s: campesterol; C,q: estigmasterol,
estigmastanol e B-sitosterol.
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Os esterdis mais abundantes nas amostras de sedimentos foram
0 colesterol (19 a 35%), o coprostanol (9 a 25%) e o B-sitosterol (12 a
33%). Estes esterdis representam diferentes fontes. O colesterol é
geralmente o esterol mais abundante em sistemas aquaticos por ser
ubiqguo em zooplancton e fitoplancton, este Gltimo com menores
contribuices (MARTINS et al., 2012; RIBEIRO; KNOPPERS;
CARREIRA, 2011). As espécies zooplanctbnicas podem promover a
desalquilacdo de fitoesterdis C,s € Cyy para formar colesterol (C,7).
Além disso, muitos invertebrados aquaticos que ocorrem em estuarios,
como ostras e mexilhes, podem converter fitoesterdis em esterois para
as suas necessidades metabédlicas (FERNANDES et al., 1999), o que
justifica a elevada abundéncia de colesterol nesse estudo. O [B-sitosterol
¢ utilizado como marcador de MO de origem terrestre por muitos
autores, mas outros também sugerem a possibilidade de origem
fitoplancténica (RIBEIRO; KNOPPERS; CARREIRA, 2011). A
importancia relativa dessas fontes ird depender do tipo de ambiente, da
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proximidade das estacdes com fontes de matéria organica derivada de
origem terrestre e da abundancia e tipo do fitoplancton presente
(VOLKMAN, 1986). No ambiente de estudo, a presenca de esterdis
derivados de plantas vascularizadas, incluindo campesterol e
estigmasterol (VOLKMAN et al., 2007), sugere o aporte principalmente
terrestre para o p3-sitosterol.

Esterdis como coprostanol e epicoprostanol sdo muito
utilizados como indicadores da contaminacdo por esgoto domestico em
diversos ambientes. O coprostanol representa de 40% a 60% do total de
esterdis excretados nas fezes humanas (CARREIRA; WAGENER,;
READMAN, 2004). As concentracdes de coprostanol nas amostras
analisadas variaram de valores menores que o limite de quantificacdo do
método (4,0 ng g™) a 8930 ng g (estacdo 5), conforme pode ser
observado na Tabela 1.14. Embora ndo exista um consenso com rela¢do
ao nivel de coprostanol em sedimentos que seja indicativo de
contaminagdo por esgoto, a concentracdo limiar de coprostanol em
sedimentos costeiros naturais é geralmente menor que 10 ng g™*. Valores
acima de 100 ng g™ sdo geralmente considerados como contaminagdo
por esgoto e valores acima de 500 ng g™* séo considerados um indicativo
de significativa contaminacdo por esgoto (READMAN et al., 2005;
TOLOSA; MESA; ALONSO-HERNANDEZ, 2014; ARAUJO;
COSTA; CARREIRA, 2011). Nesse sentido, as estacfes 2, 3, 4,5¢€e 6
apresentaram indicativo de significante contaminagdo por esgoto, com
concentracdes superiores a 500 ng g'l. J& as estagbes 1, 9, 10 e 11
apresentaram indicativo de contaminacdo por esgoto, porém, em menor
propor¢do, enquanto que nas estagcdes 7, 8 e 12 o coprostanol ndo foi
detectado. De fato, a estacdo 12 € uma amostra controle, onde ndo era
esperado encontrar esterdis de origem fecal.
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Para fins de comparacdo, as concentragfes de coprostanol
encontradas nas amostras sedimentares do estudrio do rio Itajai-Acu e as
reportadas em sedimentos de outros ambientes costeiros e estuarinos séo
mostradas na Tabela 1.15. As concentragcGes de coprostanol foram
maiores que as reportadas para ambientes como a Lagoa dos Patos (1-
1423 ng g*), o Rio Langat (Malasia) (2,77 — 417,66 ng g) e nos
manguezais do ltacorubi e de Ratones (nd — 2876 ng g7); sdo
comparaveis aos valores encontrados no Rio Capibaribe (519 — 7315 ng
gl) e no Mar Negro (1 — 5400 ng g*) e menores que os valores
reportados em &reas altamente poluidas da Baia de Guanabara (330 —
40000 ng g*) e de Ria Formosa, em Portugal (100 — 41800 ng g™).

Tabela 1.15. Comparagdo dos niveis de coprostanol determinados em amostras
de sedimentos de diversos ambientes

Localizag¢do Concentracéo de Referéncia
coprostanol (ng g™)
Lagoa Ria Formosa, 100 - 41800 MUDGE; BEBIANNO
Portugal (1997)
Rio Langat, Malasia 2,77 — 417,66 ADNAN et al. (2012)
Mar Negro 1-5400 READMAN et al.
(2005)
Baia de Guanabara, 330 - 40000 CARREIRA;
Brasil WAGENER,;
READMAN (2004)
Baia de Cienfuegos, 10 - 5400 TOLOSA; MESA;
China ALONSO-
HERNANDEZ (2014)
Rio Capibaribe, 519 - 7315 FERNANDES et al.
Brasil (1999)
Lagoa dos Patos, RS, <1%-1423 MARTINS;
Brasil FILLMANN;
MONTONE (2007)
Baia de Ubatuba, SP, <10*-270 MUNIZ et al. (2006)
Brasil
Manguezais do nd - 2876 MATER et al. (2004)

Itacorubi e de
Ratones, SC, Brasil

Lagoa Venice, Itélia 40 - 44000 FATTORE et al. (1996)
Estuario do rio ltajai- <4-8930 Este estudo
Acu

# limite de quantificacdo; nd: ndo detectado



96

As concentracdes de esterdis totais variaram de 50 ng g*
(estacdo 7) a 34390 ng g™ (estacdo 5), conforme ilustrado na Figura
1.20. Valores semelhantes foram encontrados na Baia de Laranjeiras,
Brasil (2860 a 36800 ng g™), conforme reportado por Martins et al.
(2012). No entanto, neste ambiente, esterdis fecais como coprostanol e
epicoprostanol ndo foram detectados, indicando que contaminagdo por
esgoto ndo afeta os sedimentos do sistema estuarino investigado.
Portanto, a concentracdo total de esterdis ndo pode ser utilizada como
um parametro de avaliacdo de contaminacao.

Figura 1.20. Concentragbes (ng g™') de ester6is totais em amostras de
sedimentos do estuério do rio Itajai-Agu.
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A presenca de alguns esterdis é um indicio de contaminagdo
fecal, mas ndo é suficiente para um rastreamento conclusivo de
contaminacdo. Algumas razfes entre esterdis selecionados tém sido
amplamente propostas na literatura a fim de aumentar a confiabilidade
das avaliagbes de poluicdo baseadas em esterdis. No entanto, ndo ha
consenso quanto ao numero de razdes necessarias para a identificacdo
positiva de contaminagdo especificamente fecal, embora seja certo que
guanto mais relacdes indicarem uma fonte particular, mais confiaveis
serdo os resultados (FURTULA et al., 2012). Assim, algumas razfes
reportadas pela literatura foram avaliadas neste estudo, a fim de se obter
um resultado confiavel com relagdo as fontes desses compostos (Tabela
1.16).
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A razdo coprostanol/colesterol permite avaliar as contribui¢fes
de fontes biogénicas e de esgoto. Valores menores que 1 sdo reportados
para indicar a origem biogénica, enquanto valores maiores que 1
indicam fonte de esgoto (PENG et al., 2005; ADNAN et al., 2012). Nas
amostras em que esses compostos foram detectados, os valores para essa
razdo foram menores que 1, exceto na estagdo 5 (1,07), indicando uma
forte entrada de colesterol de fontes biogénicas na maioria das estagdes.
Na estacdo 5, localizada no Porto de Itajai, predomina a matéria
organica de origem fecal, sendo esta também a estacdo que apresentou a
maior concentracdo de coprostanol (8930 ng g™).

Tabela 1.16. Raz0es entre esterdis determinados em amostras de sedimentos do
estudrio do rio Itajai-Agu

Pontos  Coprostanol/  Epicoprostanol/  Coprostanol/  Colestanol/

amostrais  colesterol coprostanol (coprostanol+  colesterol
colestanol)

1 0,47 0,49 0,35 0,87
2 0,65 0,21 0,71 0,26
3 0,63 0,19 0,39 0,97
4 0,73 0,18 0,73 0,27
5 1,07 0,14 0,70 0,47
6 0,91 0,15 0,74 0,32
7 - - - -

8 - - - -

9 0,42 0,32 0,58 0,31
10 0,31 0,39 0,36 0,56
11 0,40 0,27 0,51 0,39
12 - - - 0,76

A razdo entre epicoprostanol e coprostanol pode ser utilizada
como um indicador do grau de tratamento, pois o epicoprostanol é
produzido durante o processo de tratamento de esgoto. Tipicamente,
sedimentos que receberam efluentes de esgoto ndo tratado mostram
valores para essa razdo menores que 0,2, enquanto razGes maiores que
0,8 sdo relacionadas a esgoto tratado (tratamento priméario ou
secundario) (MARTINS; FILLMAN; MONTONE, 2007). As estacOes
3, 4, 5 e 6 apresentaram valores menores que 0,2, indicando a presenca
de esgoto ndo tratado. A estacdo 3 localiza-se na desembocadura do rio
Itajai-Mirim, que recebe efluentes de diversas cidades da regido, o que
justifica a presenca de esgoto sem tratamento nessa estagdo e nas
proximidades (estacdes 4, 5 e 6). Por outro lado, as estagbes 1, 2,9, 10 e
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11 apresentaram valores entre 0,21 e 0,49 para essa razdo,
possivelmente devido a presenca de esgoto parcialmente tratado.

A razdo coprostanol/(coprostanol+colestanol), proposta por
Grimalt e colaboradores (1990), apresenta valores iguais ou superiores a
0,7 em éareas contaminadas por esgoto, enquanto valores menores ou
iguais a 0,3 sdo indicativos de ambientes ndo poluidos. (FERNANDES
et al., 1999; TOLOSA; MESA; ALONSO-HERNANDEZ, 2014,
GRILO et al., 2013). Apenas as estacdes 2, 4, 5 e 6 apresentaram
indicios de contaminacdo por esgoto com base nessa razdo. Sao estas
também as estacfes que apresentaram as maiores concentragdes de
coprostanol, o que confirma a hipotese de poluicéo fecal.

Estandis (esterdis saturados) em sedimentos recentes se
originam principalmente da reducdo microbiana de estendis durante a
sedimentacdo. Devido a isso, a razdo entre os homologos saturados
(estandis) e insaturados (estendis) permite avaliar o nivel de degradagdo
da matéria organica sedimentar, ja que 0s compostos insaturados sao
reduzidos pela atividade microbiana, embora também possam ser de
origem biogénica. Assim, a razdo colestanol/colesterol pode ser utilizada
como um indicador desse processo de transformagéo. Em geral, a razdo
estandis/estendis varia entre 0,1 e 0,6 para matéria organica fresca e sem
alteragdo microbiana na sua composicdo (TIAN; SICRE; SALIOT,
1992; RIBEIRO; KNOPPERS; CARREIRA, 2011). Neste estudo,
observaram-se valores para a razdo colestanol/colesterol menores que
0,6 na maioria das amostras, indicando que o colesterol é pouco alterado
pela acdo bacteriana.

1.5.2.5 Acidos graxos

Os acidos graxos foram avaliados qualitativamente nas amostras
sedimentares utilizando a técnica de espectrometria de massas de alta
resolucdo. Assim, os espectros de massas obtidos mostram o ion relativo
da molécula desprotonada ([M - H]") de cada acido. O espectrometro de
massas utilizado forneceu resolucdo suficiente para avaliar as formulas
elementares exatas de cada acido com um erro menor que 1 ppm nas
amostras sedimentares. A Figura 1.21 mostra um espectro de massas
representativo das amostras de sedimento com a distribuigdo de &cidos
graxos saturados.

Os éacidos graxos identificados nas amostras de sedimento
variaram de Ci, a Csg, com predominio de homélogos com nlmero par
de a4tomos de carbono. Acidos graxos saturados de cadeias curtas (<Cy)
com maximo em Cs foram predominantes na maioria das amostras.
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Esse perfil com forte predominancia de pares de cadeias curtas é
associado a matéria organica de origem autdctone, principalmente de
algas e bactérias. De acordo com Cranwell, Eglinton e Robinson (1987)
e Poerschmann, Koschorreck e Gérecki (2012), &cidos de cadeia curta
como Cyy, Ci6e Cyig 580 produzidos por plantas, mas sdo 0s componentes
lipidicos dominantes de algas e bactérias. Por outro lado, &cidos
saturados de cadeia longa (C,4, Cy6 € Cyg) S80 0 principais componentes
de folhas de plantas terrestres, flores e pdlen (RODIER; KALIL, 1982;
RIELEY etal., 1991).

Figura 1.21. Espectro de massas representativo de uma amostra de sedimento
mostrando a distribui¢do de acidos graxos saturados.
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A distribuicdo de acidos graxos saturados em duas amostras
representativas de sedimentos é mostrada na Figura 1.22. Os
histogramas das demais amostras esta apresentado no Apéndice D. A
pequena contribuicdo de &cidos saturados de cadeia longa nos
sedimentos, abundantes em plantas superiores, indica que as
contribuicBes terrestres sdo pequenas se comparadas a contribuicdo de
algas, notavelmente nas estacfes 7 e 8, localizadas no Molhe Sul e na
Praia de Navegantes, respectivamente. Esse resultado corrobora com 0s
valores de RTA calculados para os n-alcanos, cujos valores obtidos
foram proximos a 1 nas estagdes 7 e 8, indicando o aporte de fontes
aquaticas, como por exemplo algas. Por outro lado, na estacdo 11 foi
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encontrada a maior contribuicdo de acidos saturados de cadeia longa,
representando a contribuicdo de plantas nesse local.

Acidos graxos insaturados também foram identificados em
todas as amostras sedimentares. A presenca de &cidos monoinsaturados,
tais como o &cido oleico (Cyg:1) € 0 &cido palmitoleico (Cy61) corrobora
com a fonte aquatica sugerida pelos &cidos saturados. Conforme
reportado por Meyers e Ishiwatari (1993), acidos insaturados,
principalmente Cy5; € Cygq SA0 0S principais constituintes de algas e
amplamente encontrados em sedimentos lacustres. Além disso, o acido
Cig1 € conhecido por ser também dominante em diatoméaceas
(STEFANOVA; DISNAR, 2000).

Figura 1.22. Distribuigdo de &cidos graxos saturados nas estagdes 7 e 11.
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1.6 CONCLUSOES

A distribuicdo granulométrica das amostras sedimentares do
estudrio do rio ltajai-Agu revelou que a maioria das amostras €
dominada pela fracdo de finos (silte e argila), embora quatro estacGes
tenham apresentado altos teores de areia (maiores que 70%). Essa
distribuicdo irregular pode estar associada as atividades de dragagem
devido a ressuspensdo do sedimento.

A andlise elementar realizada, por meio das razdes C/N e H/C,
permitiu caracterizar o sedimento com uma mistura de MO de origem
autoctone a aloctone, apresentando uma possivel mistura de &cidos
humicos, fragmentos de plantas superiores e algas.

As concentragdes de n-alcanos variaram de 0,49 ug g™ a 69,71
ug g sugerindo a predominancia de fontes biogénicas, sendo a
concentracdo mais elevada encontrada na desembocadura do rio Itajai-
Mirim. A presenca de n-C;5 e n-Cy7 evidenciou o aporte proveniente de
fontes aquaticas como algas. No entanto, o perfil cromatografico
apresentou para a maioria das amostras o perfil caracteristico de dleo,
sem dominancia de n-alcanos impares sobre os pares, indicando a
possivel contribuicdo de fontes antropogénicas. Os indices calculados
para os n-alcanos (IPC e RTA) evidenciaram a predominancia de n-
alcanos de origem biogénica, contribuicdo de fontes aquéticas e
presenga de matéria organica reciclada nas amostras sedimentares
avaliadas. A presenca da mistura complexa ndo resolvida (UCM) na
estacdo 5, no Porto de Itajai, foi uma evidéncia de contaminacdo por
petrdleo nesse local.

A identificacdo de uma série de hopanos entre C»; e Czs, COM
predomindncia da configuragdo  termodinamicamente  estavel
17a(H), 21B(H), sugeriu a contribuicdo petrogénica nas amostras
avaliadas, sendo confirmada pela presenca dos epimeros 22S e 22R
entre C3; e Cas.

As concentracdes totais de HPA identificados nas amostras
variaram de 63,89 a 1458,99 ng g™*. Por meio da comparacéo dos niveis
de HPA encontrados com guias de qualidade de sedimentos e com a
legislacdo vigente para material a ser dragado, os resultados indicaram
que efeitos adversos a biota sdo esperados para ocorrer raramente e
ocasionalmente. Com base nas razfes diagnosticas para HPA utilizadas
neste estudo, a composicdo sedimentar refletiu a mistura de fontes
petrogénicas e piroliticas, sendo esta Gltima de maior contribuicao.
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A determinagdo de uma diversidade de ester6is nas amostras
deste estudo indicou as diversas fontes de MO no ambiente. Os esterois
mais abundantes foram colesterol, coprostanol e p-sitosterol, sugerindo
fontes como zoopléncton, esgoto doméstico e plantas superiores. As
maiores concentragdes do esterol fecal (coprostanol) foram observadas
nas proximidades do Porto de Itajai. Por meio de razGes diagndsticas
entre o0s esterOis detectados, foi possivel inferir indicios de
contaminacdo por esgoto nas estacdes proximas ao Porto de Itajai e forte
entrada de colesterol de fontes biogénicas na maioria das amostras.

A distribuicdo de acidos graxos permitiu inferir a origem da
MO como predominantemente aquéatica, com pequena contribuicdo de
plantas, notavelmente nas estacfes 7 e 8, 0 que corrobora com os valores
de RTA para n-alcanos. A maior contribuicdo de &cidos saturados de
cadeia longa foi observada na estacdo 11, representando a contribuicéo
de plantas nesse local.

Considerando o ambiente como um todo, os maiores indicativos
de contaminacdo por derivados de petrdleo e contaminacdo por esgoto
foram encontrados nas areas préximas ao Porto de Itajai e aos estaleiros,
sendo que nas estagfes mais préximas do mar foi maior a contribuicéo
de fontes biogénicas, embora a contribui¢do petrogénica também tenha
sido detectada, porém, em menores proporcdes.

Os resultados obtidos neste estudo forneceram informagdes
Uteis para acessar 0s niveis de biomarcadores geoquimicos e as possiveis
fontes desses compostos no estudrio do rio Itajai-Acu, area de grande
importancia econdmica para o Brasil devido as atividades portuarias,
indGstrias de pesca e turismo na regido. Além disso, os resultados
podem ser utilizados como valores de referéncia para futuros programas
de monitoramento dessa regiao.
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CAPITULO II. Desenvolvimento de
metodologia analitica para a determinacao de
elementos-traco em amostras de sedimento
estuarino.
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2.1 INTRODUCAO

Estuarios sdo regides de ativas interacdes terra-oceano, que
respondem com sensibilidade a processos naturais e atividades
antropicas. Dentre 0s ecossistemas marinhos, 0s estuarios estdo entre os
mais complexos e dindmicos, e sdo fundamentais para o
desenvolvimento de muitas espécies aquaticas (CHAPMAN; WANG,
2001; YU; YAN, WANG, 2010; CAMPOQOS, 2010). Devido a sua
posicdo na interface oceano-continente, estuarios sdo fortemente
influenciados por atividades humanas, como a indUstria, o transporte
maritimo, as atividades de pesca e o turismo, entre outras (DAUVIN et
al., 2006).

A poluicdo em estuarios é caracterizada por complexas
interacGes, resultando em um efeito de perturbag¢do no ecossistema, em
geral afetando a integridade bidtica do sistema estuarino (DAUVIN,
2008). A abundancia e a distribuicdo de elementos-traco em regides
estuarinas podem fornecer informagbes importantes em relacdo a
gualidade ambiental, como resultado da transferéncia de metais dos
sedimentos para a biota aquatica (SILVA et al., 2004; DAUVIN, 2008;
KAMALA-KANNAN et al., 2008).

Na literatura, existem alguns trabalhos que relacionam a
concentracdo de elementos-traco a poluicdo de estuarios, o que leva a
uma melhor compreensdo do seu comportamento e da sua importancia
para a deteccdo das fontes de poluicdo (COBELO-GARCIA; PREGO,
2003; MUCHA; VASCONCELOQOS; BORDALLO, 2005; MAGESH,;
CHANDRASEKAR; ROY, 2011; COBELO-GARCIA et al., 2011).
Para que a determinacdo desses elementos reflita a real situacdo do
ambiente em que se encontram, cuidados na coleta e no plano de
amostragem devem ser tomados. Além disso, é necessario transformar a
amostra em uma forma adequada, de modo que a espécie quimica de
interesse seja determinada. Por isso, métodos analiticos precisos,
incluindo o preparo de amostras, sd0 necessarios para evitar erros na
interpretacdo dos resultados e inferir sobre o comportamento dos
elementos-traco e consequentemente na deteccdo da fonte de poluicdo
do ecossistema.

Diversas técnicas analiticas sdo utilizadas para determinacéo de
elementos-traco. Dentre elas, a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) merece destaque por ser uma
poderosa técnica para analise multielementar. No entanto, abordagens
apropriadas de preparo de amostra devem ser adotadas antes da andlise,
visando a disponibilidade dos analitos a solucdo aquosa (JARVIS;
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GRAY; HOUK, 1992; SAITOH et al., 2002). Geralmente, o preparo de
amostras para analise por ICP-MS envolve procedimentos de digestéo
acida, que sdo demorados, requerem o uso de quantidades relativamente
grandes de &cidos inorganicos, aumentando a possibilidade de perda de
elementos voléteis e o risco de contaminag¢do da amostra (KRISHNA;
ARUNACHALAM, 2004; ROVAI et al., 2013). Além disso, as
principais desvantagens encontradas nos procedimentos de digestdo séo
0 elevado custo dos fornos de micro-ondas disponiveis comercialmente
para fins analiticos, o curto tempo de vida dos recipientes de digestdo
operados a altas pressdes e o risco de explosfes (BATISTA et al., 2009).
Para evitar esses problemas, procedimentos de extracdo assistida por
ultrassom tém sido propostos para a determinagdo multielementar por
ICP-MS em vérias matrizes - como a biolégica (BATISTA et al., 2009),
a alimentar (P1CO, 2013; SANTOS et al., 2009) e a ambiental (DE LA
CALLE et al, 2011; MARIN et al., 2011), sendo esta ultima
considerada um método analitico verde, devido ao baixo consumo de
solventes e energia (BENDICHO et al.,, 2012). No entanto, estudos
relacionados a extragdo assistida por ultrassom em matrizes como solo e
sedimento sdo ainda escassos e envolvem apenas alguns elementos
(COLLASIOL; POZEBON; MAIA, 2004; DE LA CALLE etal., 2013).

Neste sentido, a pesquisa a respeito de um processo inédito de
extracdo assistida por ultrassom para a determinacéo de elementos-trago
em sedimentos é de grande utilidade, na medida em que busca criar um
procedimento relativamente rapido, preciso e de baixo custo. Assim, 0
objetivo deste estudo é otimizar um procedimento de extracdo utilizando
ultrassom para a determinagdo de elementos-traco em amostras de
sedimento estuarino.
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2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2.1 ELEMENTOS-TRACO NO AMBIENTE

Elementos-traco desempenham um importante papel no
funcionamento da vida no nosso planeta. Alguns elementos-tragco podem
ser altamente toxicos para vérias formas de vida; outros séo
considerados essenciais, embora possam tornar-se tdxicos em
concentracgOes elevadas. Muitos destes efeitos dependem fortemente da
forma particular em que o elemento estd presente no sistema. Por
exemplo, Cr (Il1I) é um elemento-traco essencial envolvido com o
metabolismo da glicose, lipidios e proteinas, enquanto Cr (V1) é toxico
para os sistemas bioldgicos. Frequentemente estas diferentes formas
guimicas de um elemento sao referidas como espécies e o termo andlise
de especiacdo refere-se a identificacdo e determinacdo de diferentes
formas e espécies em que o elemento esta presente na amostra ou matriz
(IUPAC, 2000; TWISS et al., 2000; KOTAS e STASICKA, 2000).

Elementos-trago podem estar presentes em ambientes estuarinos
como espécies dissolvidas, ions livres ou formando complexos
organicos com &cidos hamicos e fulvicos. Alem disso, alguns metais
como o chumbo, por exemplo, podem se associar facilmente com
particulas e ficar adsorvidos ou coprecipitados com carbonatos,
hidréxidos, sulfetos e argilominerais (ESTEVES, 1998; SPENCER,
MAC LEOD, 2002).

Todos os elementos-traco circulam naturalmente pelo meio
ambiente. Eles sdo liberados das rochas pelo intemperismo e
transportados por uma variedade de mecanismos, incluindo a absorcéo e
0 processamento pelas plantas e pelos micro-organismos (SPIRO;
STIGLIANI, 2009).

A maioria dos elementos-traco faz parte, embora em baixas
concentracBes, tanto da constituicdo da crosta terrestre como dos
organismos (ESTEVES, 1998). No entanto, com a industrializacdo do
mundo moderno, as atividades humanas tém alterado drasticamente os
ciclos biogeoquimicos e o equilibrio de alguns elementos-trago. Estes
ndo podem ser degradados ou destruidos e tornam-se estaveis e
persistentes contaminantes que tendem a se acumular nos sedimentos.
No entanto, 0s sedimentos sdo reservatdrios dindmicos sujeitos a rapidas
mudancas. Quando mudancas nas condi¢des ambientais (pH, potencial
redox) provocam a remobilizacdo dos elementos-traco, eles podem ser
transferidos dos sedimentos para os organismos bénticos, tornando-se
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um risco potencial para os consumidores humanos pela incorporacao
através da alimentacdo (Figura 2.1) (AGBOOLA, 2011).

Figura 2.1. Representacdo esquematica de reservatorios de elementos-traco e
suas interagGes em sistemas costeiros. Adaptado a partir de AGBOOLA, 2011.
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As principais fontes antropogénicas de elementos-trago sao
fontes pontuais industriais, incluindo atuais e antigas atividades de
mineracao, fundicdes, construcdo naval, industrias quimicas e metalicas,
e fontes difusas, como a combustdo de subprodutos. A dispersdo desses
elementos na fase particulada é usualmente pequena, mas elementos-
traco relativamente volateis e aqueles que se agregam a particulas
transportadas pelo ar podem ser amplamente dispersos em larga escala
(AGBOOLA, 2011).

Segundo Esteves (1998) apud Forstner e Muller (1974), Hg, Cd,
Pb, Au, Cu, Ni e Cr sdo os elementos-trago mais toxicos para a maioria
dos organismos, incluindo o homem. Eles podem ser introduzidos no
ambiente de diversas formas. A entrada de cadmio no solo, por exemplo,
ocorre principalmente por deposicdo de particulas suspensas no ar
(Umidas e secas) e fertilizantes comerciais de fosfato, que contém
cadmio como um componente natural do minério de fosfato (SPIRO;
STIGLIANI, 2009).

Entre as diversas substancias contaminantes, destaca-se a
determinacdo de niquel e vanadio, utilizada para inferir sobre uma
possivel contaminacdo por petrdleo e derivados. As concentracBes dos
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elementos-traco em combustiveis fosseis podem variar de acordo com a
fonte do campo petrolifero, embora os valores mais elevados sejam
geralmente encontrados para niquel e vanadio. Estes sdo concentrados
na fragdo mais pesada do 6leo durante o processo de destilacdo
fracionada do petréleo (SANTOS-ECHEANDIA; PREGO; COBELO-
GARCIA, 2008). Niquel e vanadio ocorrem em 6leo cru como duas
distintas classes de compostos: porfirinas e ndo-porfirinas (QUADROS
etal., 2010).

O vanadio pode ser introduzido no ambiente durante a extracéo
de produtos petroquimicos e na producédo de agos, pigmentos, materiais
fotograficos e inseticidas. E esperado que, apds a extracdo do 6leo bruto
e sua deposicdo acidental em sedimentos superficiais, decomposicéo
bacteriana, dissolucdo e oxidagdo da maioria dos componentes
organicos e remineralizacdo da matriz orgéanica, elementos-trago como o
vanadio possam ser incorporados ao sedimento, aumentando os niveis
de metais no sedimento local (COLINA et al., 2005).

2.2.2 PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostra é geralmente necessario em uma analise
qguimica e consiste na transformacdo da amostra em uma forma
adequada para que a espécie quimica de interesse seja determinada
(HARRIS, 2008; KRUG, 2008). E considerada a etapa critica de um
procedimento analitico em vista dos riscos de perda de analitos,
contaminacdo e decomposicdo incompleta da amostra (ROCHA et al.,
2013). Além das fontes sistematicas de erros, o preparo de amostra é
frequentemente a etapa mais demorada de um procedimento analitico
(ARRUDA; SANTELLI, 1997; BATISTA et al., 2009; KRUG, 2008;
ROCHA et al., 2013).

Um procedimento ideal de preparo de amostra deve apresentar
as seguintes caracteristicas: capacidade de digestdio de grandes
guantidades de amostras, compatibilidade com os principios de quimica
verde, seguranca, simplicidade e rapidez (NOBREGA et al., 2012).

No final da década de 1970, a utilizacdo da radiacdo micro-
ondas foi proposta como uma estratégia analitica para a decomposicédo
de amostras e, gradualmente, vem se tornando uma ferramenta comum
no preparo de amostras, sendo empregada para as mais diferentes
aplicacdes, tais como sintese organica, sintese de compostos
organometalicos ou inorganicos, catalise, entre outras (VIEIRA et al.,
2005; KRUG, 2008). Além disso, esta € uma metodologia bem
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estabelecida também para o tratamento de amostras visando a
determinacdo de metais.

Nas decomposigdes assistidas por micro-ondas, ocorre o efeito
de absor¢do da radiacdo. Nessa situacdo, a energia eletromagnética das
micro-ondas é absorvida e convertida em energia térmica, na forma de
calor, com o consequente aquecimento do meio reacional. Como 0s
materiais diferem em relacdo a habilidade de conversdo de energia
eletromagnética das micro-ondas em calor, é importante conhecer o
fator de dissipagdo de energia dos mesmos. Este fator representa a
capacidade que cada material possui em absorver energia da radiacao
micro-ondas, sendo que a absor¢do esta diretamente relacionada ao grau
de penetracdo da radiacdo no material. A penetragdo é nula em materiais
que refletem micro-ondas, como os metais, e infinita nos meios
transparentes (quartzo e PTFE - politetrafluoretileno - séo,
praticamente, transparentes) (KRUG, 2008).

Embora fornos de micro-ondas sejam amplamente usados em
laboratérios analiticos, esses sistemas apresentam limitacdes e
desvantagens, como o alto custo dos instrumentos, os longos tempos
necessarios para o resfriamento e posterior abertura dos frascos, a baixa
frequéncia analitica e os riscos de explosdes (BATISTA et al., 2009).

Entre os métodos de preparo de amostras utilizados em
espectrometria atbmica e de massas, observou-se nos Gltimos anos um
crescente desenvolvimento de métodos utilizando ultrassom. No
entanto, observa-se na literatura que o nimero de métodos de extracéo
assistidos por ultrassom ainda é pequeno quando comparado ao nimero
de métodos de decomposicdo assistidos por radiacdo micro-ondas
(KRUG, 2008).

O ultrassom pode promover processos como extracao,
dissolucdo e digestdo, quando aplicado a amostras de sdlidos
pulverizados em um meio liquido. Devido a cavitacdo, o analito pode
ser solubilizado pelas altas temperaturas obtidas no interior das bolhas
de cavitacdo. As altas pressdes que ocorrem dentro das bolhas melhoram
a penetrabilidade do solvente e o transporte (CASTRO; CAPOTE, 2007,
BENDICHO et al., 2012).

A habilidade do ultrassom em causar cavitacdo depende de suas
caracteristicas (por exemplo, frequéncia e intensidade), das propriedades
da matriz (viscosidade e tensdo superficial) e condi¢des ambientais
(temperatura e pressdo). Além disso, requer um meio liquido, um
gerador de energia e um transdutor, que transforma energia elétrica,
magnética ou cinética em energia acustica (P1CO, 2013).
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As vantagens obtidas por meio do uso de processos de extracdo
assistida por ultrassom sdo a significativa diminuicdo de tempo dos
processos, com subsequente menor gasto de energia, 0 uso de menores
guantidades e/ou menores concentracdes de solventes e acidos, a
seguranca do processo (o qual é conduzido a temperatura ambiente e
pressdo atmosférica), a diminuicdo de perdas de analitos, a reducdo do
risco de contaminagéo e o baixo custo dos equipamentos (BENDICHO
etal., 2012; PICO, 2013).

A extracdo assistida por ultrassom (UAE) de poluentes tem
atraido um consideravel interesse nos Gltimos anos, principalmente em
matrizes alimentares e ambientais (PICO et al., 2013). A Tabela 2.1
apresenta algumas aplicacdes da UAE na extragdo de contaminantes em
matrizes ambientais.
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2.2.3 ESPECTROMETRIA DE MASSA COM PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO

Um dos problemas encontrados na determinagédo dos elementos-
traco é a baixa concentracdo deles na matriz, 0 que exige um preparo
adequado de amostra e o emprego de técnicas analiticas de alta
sensibilidade. Existem diversas técnicas instrumentais que permitem
determinar esses elementos nas mais diversas matrizes (agua, solo,
sedimento, alimentos), como a espectrometria de absorcdo atbémica
(ALVAREZ; CARRILLO, 2012; AZEVEDO; MOREIRA; CAMPOS,
2013), a espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (NOMNGONGO et al., 2014), a voltametria de redissolucéo
catédica (TEIXEIRA et al., 2014) e a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ORECCHIO et al.,, 2014; WANG;
LEE; HO, 2014).

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
é, sem ddvida, nos dias atuais, a técnica mais versatil para a
determinag&o de elementos-traco. E utilizada rotineiramente em diversas
areas como em ciéncias da terra, ambiental, forense e em alimentos,
semicondutores e industrias nucleares, podendo ser determinados quase
todos os elementos da Tabela Periddica, em niveis que variam de pg
mL" a ug mL™* (NELMS, 2005; AMMANN, 2007).

A espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
baseia-se na formacdo de ions gasosos gerados no plasma e
transportados para o analisador de massas, onde os ions formados sdo
separados em funcdo da razdo massa/carga (JARVIS; GRAY; HOUK,
1992; NELMS, 2005).

Um instrumento de ICP-MS ¢é constituido dos seguintes
componentes: sistema de introducdo de amostra, fonte de ions, sistema
de lentes, interface, analisador de massas e detector. A amostra pode ser
introduzida no plasma por diversas formas: por meio de nebulizadores
pneumaticos (PN) e ultrassonicos (USN), ou por meio de métodos
especificos, como cromatografia a gas (GC), cromatografia liquida
(HPLC), cromatografia com fluido supercritico (SFC), vaporizacéo
eletrotérmica (ETV), ablacdo a laser, sistemas em fluxo (FI) e geracédo
de hidretos (JARVIS; GRAY; HOUK, 1992; AMMANN, 2007). A
Figura 2.2 apresenta um esquema do espectrdmetro de massa com
plasma indutivamente acoplado e os possiveis sistemas de introducédo de
amostra.

O plasma indutivamente acoplado € a fonte de ionizagcdo mais
amplamente utilizada para espectrometria de massa inorganica e devido
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a sua elevada temperatura, garante a quase completa decomposicéo da
amostra em seus atomos constituintes e a ionizacdo altamente eficiente
da maior parte dos elementos da tabela periddica (NELMS, 2005).

Figura 2.2. Esquema de um instrumento de ICP-MS e possiveis sistemas de
introducdo da amostra no plasma. Fonte: POZEBON, 1998.
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Uma vez que os ions sdo gerados no plasma, eles sdo
direcionados ao espectrdmetro de massas através da regido de interface,
a qual é mantida a um vacuo de 1 a 2 Torr. A funcdo da regido de
interface é transportar os ions de forma eficiente e com integridade
elétrica a partir do plasma, que esta a pressao atmosférica (760 torr), até
a regido do analisador de massas, que esta a cerca de 10 Torr. A regido
de interface consiste em dois cones metélicos com orificios muito
pequenos, chamados cone skimmer e cone amostrador, que permitem
gue os ions passem para a lente idnica, onde sdo guiados para o sistema
analisador de massas, sendo o quadrupolo o mais utilizado (THOMAS,
2001).

2.2.4 OTIMIZAGCAO MULTIVARIADA

Em quimica analitica, o termo otimizacdo tem sido comumente
usado como uma forma de descobrir as condi¢fes a serem aplicadas em
um determinado procedimento a fim de obter a melhor resposta possivel
(BEZERRA et al., 2008).



131

A otimizacdo de procedimentos analiticos por técnicas
multivariadas é mais rapida, econdmica e eficaz que a tradicional
otimizacdo univariada, pois permite entender circunstancias nao
explicadas pela abordagem tradicional, isto &, se ha interacdes entre 0s
fatores que influenciam na resposta analitica (FERREIRA et al., 2003).
Entre as vantagens associadas a otimizacdo multivariada, destaca-se a
redugdo no numero de experimentos, resultando em um menor consumo
de reagentes e menor tempo de trabalho em laboratério (LEARDI, 2009;
TARLEY et al., 2009).

As técnicas multivariadas requerem que 0 usudrio estabeleca
valores minimos e maximos para cada varidvel, definindo o dominio
experimental a ser investigado durante a otimizacdo (TARLEY et al.,
2009). Entre as técnicas multivariadas mais relevantes utilizadas em
otimizagfes analiticas estd a metodologia de superficie de resposta
(RSM). A RSM compreende uma cole¢do de técnicas matematicas e
estatisticas baseadas no ajuste, aos dados experimentais, de uma
equacdo polinomial que deve descrever o comportamento de um
conjunto de dados com o intuito de fazer previsbes estatisticas. Isso
pode ser bem aplicado quando uma resposta ou um conjunto de
respostas de interesse sdo influenciadas por diversas varidveis. O
objetivo é otimizar simultaneamente 0s niveis dessas variaveis a fim de
atingir o melhor desempenho do sistema (BEZERRA et al., 2008).

Entre os diversos tipos de planejamento multivariados que
permitem a construgdo de superficies de respostas de forma a identificar
a regido de melhor desempenho do sistema, destacam-se o planejamento
composto central, o planejamento Doehlert e o planejamento Box-
Benken (BEZERRA et al., 2008; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

2.2.4.1 Planejamento composto central

O planejamento composto central, introduzido por Box e
Wilson em 1951, consiste basicamente de: (a) um planejamento fatorial
completo ou um planejamento fatorial fracionario, (b) uma parte axial
(ou em estrela), em que os pontos experimentais estdo a uma distancia o
do centro e (¢c) um ponto central (FERREIRA et al., 2004; BEZERRA et
al., 2008; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). A Figura 2.3 ilustra a
representacdo grafica do planejamento composto central para a
otimizacéo de duas e trés variaveis.
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Figura 2.3. Representacdo grafica do planejamento composto central para a
otimizagdo de: (a) duas variaveis (0=1,41) e (b) trés variaveis (0=1,68). (®)
pontos do design fatorial, (o) pontos axiais e (O0) ponto central. Fonte:
BEZERRA et al., 2008.
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De acordo com Bezerra et al. (2008), o planejamento composto

central apresenta as seguintes caracteristicas:

(1) Requer nimero de experimentos de acordo com a equagao:
N=k? + 2k + C,, onde k corresponde ao niimero de
variaveis ou fatores e C, representa o nimero de replicatas
do ponto central;

(2) Os valores de a dependem do numero de varidveis e podem
ser calculados por: a=2 ®"P* Para duas, trés e quatro
variaveis, os valores sdo, respectivamente: 1,41; 1,68 e
2,00;

(3) Todos os fatores sdo estudados em cinco niveis (-a, -1, O,
+1,+ a).

Em quimica analitica, o planejamento composto central tem
sido amplamente utilizado, como na eletroanalitica (TARLEY et al.,
2009), absor¢cdo atdbmica (ASADOLLAHZADEH et al., 2014),
eletroforese (MAMANI et al., 2006) e cromatografia liquida (XU et al.,
2014) e gasosa (MOREIRA et al., 2013; FRENA et al., 2014a).
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica para a determinacéo de

diferentes elementos-traco (As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Sn, V e Zn) em
amostras de sedimento estuarino por ICP-MS, utilizando a extracdo
acida como preparo de amostra.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Realizar a otimizacdo de pardmetros instrumentais do ICP-MS,
como a poténcia de radiofrequéncia e a vazdo de gas de
nebulizacéo;

Avaliar as varidveis que afetam o processo de extracdo por
meio do planejamento multivariado para a determinacdo de
elementos-trago em amostras de sedimentos;

Obter os principais parametros analiticos de mérito para a
validacdo da metodologia proposta;

Avaliar a exatiddo do método proposto utilizando materiais de
referéncia certificados;

Comparar os resultados obtidos no método proposto com o0s
resultados obtidos no método convencional de digestéo;

Aplicar o método desenvolvido em diferentes amostras de
sedimentos do estudrio do rio Itajai-Agu;

Comparar os niveis obtidos a guias de qualidade de sedimento e
a outras regides.
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2.4 MATERIAIS E METODOS
24.1 LIMPEZA DO MATERIAL

Todo o material utilizado no processo de extracdo foi
previamente lavado com agua destilada e, quando reutilizado, imerso em
solucdo de acido nitrico (Merck, Darmstadt, Alemanha) 30% (v/v) por
72 horas, a fim de assegurar a descontaminacao total por metais, com
posterior enxague em agua desionizada, sendo acondicionado em local
apropriado.

2.42 SOLVENTES, REAGENTES, PADROES E AMOSTRAS

Os solventes, reagentes e padr8es utilizados foram de alto grau
de pureza, assegurando qualidade e confiabilidade aos resultados.

Utilizou-se agua desionizada com resistividade de 18,2 MQ cm
para o preparo de todas as solucdes e padroes.

Acido nitrico adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha) foi
purificado pelo processo de bidestilacdo abaixo da temperatura de
ebulicéo.

Acido fluoridrico adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha)
foi purificado pelo processo de tridestilacdo abaixo da temperatura de
ebulicéo.

Solucéo padrdo multielementar ICP 3 (contendo 10 mg L™ de
Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Ce, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg,
Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V e Zn), adquirida da PerkinElmer
(Shelton, USA), e solucbes estoque individuais de Sn e Rh em meio
acido nitrico (Spex Industries, Edison, USA) foram utilizadas apos
diluicdo apropriada.

Amostras de sedimento do estuario do rio Itajai-Agu, coletadas
em julho de 2011, foram utilizadas para o desenvolvimento e aplicacéo
do método proposto.

Trés materiais de referéncia certificados foram utilizados para
verificar a exatiddo do método proposto: MESS-3 e PACS-2 de
sedimentos marinhos, obtidos do Conselho Nacional de Pesquisa do
Canada (Ottawa, Canada); e NCS DC 78301 de sedimento de rio, obtido
do Centro Nacional de Andlises da China para Ferro e Aco (Beijing,
China).
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243 INSTRUMENTACAO

Para eliminar possiveis impurezas, a agua passou por um
sistema de destilacdo e, em seguida, foi desionizada em sistema Mili-Q
(Milipore, Badford, MA, USA).

Um destilador de acido de quartzo (Kurner Analysentechnik,
Rosenheim, Alemanha) foi utilizado para purificacdo de &cido nitrico.

A extracdo das amostras de sedimento foi realizada em um
ultrassom UltraCleaner 1400 (Callmex, S&o Paulo, Brasil), operando a
uma frequéncia de 40 kHz.

Uma centrifuga Centribio modelo 80-2B (Biomol, S&o Paulo,
Brasil) foi usada para a separacdo do sedimento sélido da solugéo
sobrenadante ap6s a extragdo em ultrassom.

Para comparacdo do método de extragdo proposto, as amostras
de sedimentos foram digeridas em um forno de micro-ondas TOPwave
(Analytik Jena) com temperatura e pressdo controladas.

Para as determinagBes de elementos-traco foi utilizado um
espectrdmetro de massa com plasma indutivamente acoplado modelo
Elan 6000 (Perkin Elmer-Sciex, Thornhill, Canada), com nebulizador
pneumatico de fluxo cruzado acoplado a uma camara de nebulizacdo de
dupla passagem do tipo Scott, cujos parametros operacionais encontram-
se listados na Tabela 2.2. Argdnio com pureza de 99,996% (White
Martins, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizado como gas de suporte para o
plasma, carreador de aerossol e nebulizador.
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Tabela 2.2. Parametros operacionais adotados para o ICP-MS

Cones amostrador e skimmer Pt
Modo de medida Area de pico
Voltagem do detector (V)

Pulso 1250
Analégico -2287

Poténcia de radiofrequéncia 1100

(W)

Vazdo do gas principal 15

(L min™)

Vazdo do gas auxiliar 1,0

(L min)

Tempo morto (ns) 40

Varreduras por leitura 30

Replicatas 3

Equacdes de correcédo
-1(53)*3.1289 para V
-3.1273 *(1(77)- 0.8734*1(82)) para As

2.4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

Amostras de sedimentos superficiais coletadas no estuario do
rio Itajai-Agu foram liofilizadas, maceradas em gral e pistilo de
porcelana (calcinados), peneiradas em malha de 250 um e
acondicionadas em frascos de vidro, sendo posteriormente armazenadas
em congelador até a realizacdo das extracées.

2.4.5 OTIMIZAGAO DE PARAMETROS OPERACIONAIS DO ICP-
MS

Foram avaliados os pardmetros de radiofrequéncia e vazdo de
gés de nebulizacéo.

A poténcia de radiofrequéncia foi avaliada de 750 a 1350 W a
uma taxa de variacdo de 50 W. Para isso, foi utilizada uma solucéo da
amostra enriquecida com 10 ug Lt de V, Ni, Zn, Sn, Cu, Cd, Pb em
0,14 mol L™ de 4cido nitrico e 0,15 mol L™ de &cido fluoridrico.

A vazdo do gas de nebulizacdo foi otimizada variando-se a
vazdo do gés de 0,75 a 1,10 L min™ a uma taxa de variagio de 0,05 L
min™. Para isso, foi utilizada uma solucéo da amostra enriquecida com
10 pg L™ de V, Ni, Zn, Sn, Cu, Cd e Pb em 0,14 mol L™ de &cido nitrico
e 0,15 mol L™ de &cido fluoridrico.
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2.4.6 E§TRATEG|A DE OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE
EXTRACAO

As condicbes de extracdo foram otimizadas pelo método
multivariado. Um planejamento composto central para trés variaveis foi
empregado. Cinco niveis das varidveis concentracdo de acido
fluoridrico, concentracdo de &cido nitrico e tempo de extragdo foram
avaliados, totalizando dezessete experimentos, incluindo a triplicata do
ponto central. Os menores e maiores valores para as varidveis foram: 0 a
10,50 mol L™ para a concentracéo de 4cido fluoridrico; 0 a 4,20 mol L™
para a concentracdo de cido nitrico; e 0 a 60 minutos para o tempo de
extracdo. Os experimentos foram realizados de forma aleatoria. A
resposta analitica utilizada para o processamento dos dados no software
Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA) foi a média geométrica dos
sinais referentes aos elementos-trago avaliados. Todos os experimentos
foram realizados em duplicata, exceto para o ponto central que foi
realizado em triplicata. A Tabela 2.3 permite visualizar os niveis
estudados para cada variavel.

Tabela 2.3. Variaveis e niveis empregados no planejamento composto central
para a otimizagdo do processo de extracdo

Experimento Tempo (min) HF (uL) HNO; (uL)
1 15 375 250
2 15 375 750
3 15 1125 250
4 15 1125 750
5 45 375 250
6 45 375 750
7 45 1125 250
8 45 1125 750
9 0 750 500
10 60 750 500
11 30 0 500
12 30 1500 500
13 30 750 0
14 30 750 1000
15 30 750 500
16 30 750 500

17 30 750 500
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2.47 PROCEDIMENTO ANALITICO

A extracdo das amostras foi realizada usando 100 mg de
sedimento, as quantidades de &cidos fluoridrico e nitrico e tempo de
ultrassom de acordo com o planejamento multivariado (Tabela 2.3) e
diluidas para 4 mL com 4&gua desionizada. As amostras foram
submetidas a extracdo no ultrassom entre 0 e 60 minutos, diluidas para
10 mL com é&gua desionizada e centrifugadas por 15 minutos. Uma
aliquota de 1 mL de cada amostra foi retirada e diluida em 20 mL de
agua desionizada. Os elementos-traco foram determinados diretamente
no sobrenadante diluido por ICP-MS.

As curvas de calibragio foram preparadas adicionando aliquotas
da solucdo padrdo multielementar contendo os analitos a frascos de
polipropileno contendo 100 mg de sedimento, resultando em
concentracdes entre 10 e 500 pg L. Rédio na concentracéo de 10 pg L~
! foi utilizado como padrdo interno. Os is6topos monitorados foram
75As, lllCd, 59C0, 52Cr, 63Cu’ 55Mn, 60Ni, zospb, 1 3Rh, 1188n’ Sly/ @ 667

Os brancos foram preparados pelo mesmo procedimento, exceto
a adicdo de amostra.

2.48 PROCEDIMENTO DE DIGESTAO

Para comparacdo do processo de preparo de amostra proposto,
as amostras de sedimento foram submetidas ao processo de digestéo.
Cerca de 200 mg de cada amostra foram pesados e inseridos nos frascos
do sistema digestor; 7 mL de acido nitrico concentrado e 2 mL de &cido
fluoridrico concentrado foram adicionados; os frascos fechados foram
inseridos no forno; e o programa de temperatura descrito na Tabela 2.4
foi executado. Apés a digestdo, os frascos foram resfriados a
temperatura ambiente por cerca de 30 minutos e, em seguida, abertos
cuidadosamente. O conteldo de cada frasco foi diluido para 10 mL com
agua desionizada. Uma aliquota de 1 mL da solucdo resultante foi
transferida para um frasco de polipropileno e diluida para 40 mL com
agua desionizada. Os elementos-traco foram determinados nesta solucéo
por ICP-MS. Todas as digestdes foram realizadas em triplicata.
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Tabela 2.4. Programa de temperatura adotado para a digestdo das amostras de
sedimento

Pardmetros Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Temperatura (°C) 140 160 175
Rampa (min) 5 3 3
Tempo (min) 5 5 20

2.4.9 RARAMETROS ANALITICOS DE MERITO E APLICACAO
ANALITICA

Foram estabelecidas as melhores condic¢Ges para a extragdo de
elementos-trago em sedimentos, sendo o tempo de extracdo de 15
minutos e a concentragéo de &cido fluoridrico e nitricoa 7,50 mol L' e a
3,50 mol L™, respectivamente. Ap6s esta etapa, 0 método de extragdo
proposto foi avaliado por meio dos principais parametros analiticos de
mérito: faixa linear, coeficiente de correlacdo, sensibilidade, limites de
deteccdo e de quantificagdo, precisdo e exatidao.

O limite de detec¢do (LOD) foi calculado como a razdo entre
trés vezes o desvio-padrdo de dez medidas do branco e o coeficiente
angular da curva de calibracdo. O limite de quantificacdo (LOQ) foi
calculado com dez vezes o desvio-padrdo de dez medidas do branco,
dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragéo.

A precisdo do método foi verificada como desvio padrdo
relativo da analise em triplicata, considerando valores menores que 20%
como critério de aceitacao.

A exatiddo do método foi avaliada pela andlise de trés amostras
de material de referéncia certificado e por comparacdo do método
proposto com o procedimento convencional de digestdo em algumas
amostras de sedimento. O teste-T foi aplicado para verificar a
confiabilidade dos resultados. A condigéo te, < teric (P < 0,05, n=3,
t.it=4,303) foi cumprida para todos os elementos estudados, o que
significa que ndo ha& diferenca significativa entre os valores
experimentais e os valores certificados.

O método de extracdo proposto foi aplicado na determinacdo de
elementos-traco em amostras de sedimento coletadas no estuério do rio
Itajai-Agu.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

251 OTIMIZACAO DE PARAMETROS OPERACIONAIS DO
ICP-MS

O objetivo da otimizacdo dos pardmetros poténcia de
radiofrequéncia (RF) e vazdo de gas nebulizador é obter as condigdes
instrumentais para a maior sensibilidade com relacéo ao sinal do analito,
além de controlar a formacdo de Oxidos e/ou de ions de dupla carga
durante a analise, minimizando assim a ocorréncia desses tipos de
interferéncia.

Potenciais altos de RF tendem a aumentar a populacéo de ions
de dupla carga, devido & alta energia no plasma que leva a remogéo de
mais de um elétron do analito. Por outro lado, potenciais baixos podem
induzir a um aumento da populacdo de Oxidos, ja que uma baixa
poténcia ndo é suficiente para promover a dissociacdo completa desses
oxidos.

A otimizacdo da poténcia de RF foi realizada entre 750 e 1350
W, utilizando uma vazéo de gés de nebulizagdo fixa em 1,1 L min™. A
Figura 2.4 mostra a influéncia da poténcia de RF sobre as contagens
normalizadas dos isdtopos para a solucdo extraida da amostra de
sedimento.

Figura 2.4. Influéncia da poténcia de radiofrequéncia sobre as contagens
normalizadas dos is6topos **V, ©Ni, *8sn, &cu, %zn, *'Cd e 2%pb, utilizando um
nebulizador pneumatico de fluxo cruzado para a amostra extraida, enriquecida com
10 pg L de V, Ni, Sn, Cu, Zn, Cd e Pb. Contagem normalizada: razdo entre a
contagem individual e a maior contagem para cada analito.
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Conforme pode ser observado na Figura 2.4, houve um aumento
na intensidade do sinal analitico para todos os is6topos até 1100 W.
Porém, apds 1200 W de RF, é possivel observar um pequeno declinio do
sinal para os analitos Pb, Sn e V. Isso acontece pois quanto maior for a
poténcia de RF, maior serd a energia disponivel do plasma. Assim,
torna-se possivel a dupla ionizagdo de analitos que possuem o segundo
potencial de ionizagdo relativamente baixo, produzindo ions de dupla
carga e levando a uma diminui¢do no sinal. Os ions de dupla carga séo
indesejaveis porque o espectrdmetro de massas faz a separagéo dos ions
pela razdo massa/carga. Por isso, a poténcia de RF adotada como
condicdo de compromisso para as determinacdes foi de 1100 W.

O gas nebulizador tem a funcdo de nebulizar a amostra e
conduzi-la até a regido do plasma. A influéncia da vazdo do gas de
nebulizacdo sobre as contagens normalizadas dos is6topos monitorados
pode ser observada na Figura 2.5. Em vazdes de gas menores que 0,9 L
min™, foram obtidas baixas contagens para os sinais dos analitos. 1sso
pode estar associado ao elevado tempo de residéncia do analito no
plasma, que leva & dupla ionizagdo dos analitos e recombinagdes, com
consequente diminuigdo na sensibilidade. Em vazdes de gas maiores que
1 L min™, constatou-se a diminuicdo das contagens para os analitos
avaliados, que pode ser atribuida ao curto tempo de residéncia do analito
no plasma. Isso propicia a ionizagdo incompleta e a formacdo de 6xidos
do analito. Por isso, foi adotada como condi¢do de compromisso para as
deterlminagc")es uma vazdo de gas de nebuliza¢do intermediaria de 1 L
min™.
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Figura 2.5. Influéncia da vazdo do gas de nebulizacdo sobre as contagens
normalizadas dos is6topos *'V, ®Ni, "*°Sn, ®Cu, ®zn, "'Cd e *®Pb, utilizando
um nebulizador pneumatico de fluxo cruzado para a amostra extraida
enriquecida com 10 pg L™ de V, Ni, Sn, Cu, Zn, Cd e Pb. Contagem
normalizada: razdo entre a contagem individual e a maior contagem para cada
analito.
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252 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

Com o objetivo de desenvolver um procedimento para a
extracdo de elementos-trago em amostras de sedimentos, dois
parametros foram investigados: a influéncia da concentracdo de acido na
determinacdo da concentracdo do analito e o tempo necessario para a
extracdo dos elementos em ultrassom a partir das amostras de
sedimento.

Para a otimizacdo da extracdo, foi realizado um planejamento
composto central em cinco niveis. As varidveis avaliadas foram:
concentracdo de acido fluoridrico (0 — 10,5 mol L™), concentragdo de
4cido nitrico (0 — 4,2 mol L™) e tempo de sonificacdo (0 — 60 minutos).
A partir da andlise dos resultados, obteve-se o gréfico de Pareto, no qual
é possivel identificar as varidveis mais significativas. Nele, cada
variavel é quantificada em termos de sua contribuicdo na resposta e
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colocada em ordem decrescente de influéncia. A linha tracejada
corresponde ao efeito minimo que uma variavel, ou interacéo entre elas,
deve produzir para causar variacdo significativa no sinal analitico com
uma confianca de 95%.

A Figura 2.6 mostra os principais efeitos e suas interagdes, de
acordo com o planejamento composto central. Considerando um nivel
de confianca de 95%, apenas a varidvel concentracdo de acido
fluoridrico mostrou ser estatisticamente significante para a extracéo,
conforme pode ser observado no grafico de Pareto obtido. Este efeito
esta possivelmente relacionado a habilidade do acido fluoridrico em
dissolver silicatos, abundantes constituintes de amostras de sedimento.
Além disso, o acido pode estar influenciando diretamente na extracéo
dos analitos a partir da fase solida para a fase aquosa. As demais
variaveis, concentracdo de 4cido nitrico e tempo de sonificagdo, podem
ndo estar influenciando diretamente na extracdo dos analitos, embora
exercam um importante papel na sua estabilizacdo na fase aquosa.

Figura 2.6. Grafico de Pareto obtido pelo planejamento composto central na
otimizacdo das varidveis e suas interagdes na determinacdo de elementos-trago
em amostras de sedimento estuarino. (1) tempo de extracéo, (2) concentracdo de
acido fluoridrico e (3) concentragdo de acido nitrico.

312798

p=,05

Embora o grafico de Pareto tenha mostrado que o tempo de
sonificacdo ndo é uma variavel estatisticamente significante em um
nivel de confianca de 95%, observou-se nos experimentos que a



145

recuperacdo alcangada com o uso do ultrassom foi 15 a 20% menor que
a recuperacdo obtida ap6s 15 minutos de sonificagdo. Além disso, a
repetibilidade foi menor quando o ultrassom néo foi usado (tempo zero),
com desvios padrdo relativos entre 4% (para o arsénio) e 81% (para o
vanadio).

A partir do planejamento experimental realizado, também
foram obtidas superficies de resposta, representadas como a média
geométrica associada ao sinal de cada analito em contagens. Assim, elas
representam uma condicdo de compromisso para todos os analitos
estudados.

A Figura 2.7 ilustra as superficies de resposta para o tempo de
extracdo em funcdo das concentragdes de &cido fluoridrico e &cido
nitrico, respectivamente. As regides em vermelho correspondem aos
valores 6timos para a resposta analitica. As superficies geradas mostram
claramente que a melhor resposta analitica foi obtida a partir de maiores
concentragcBes de &cido fluoridrico e 4acido nitrico em tempos de
extracdo menores. Como reportado por alguns autores (BATISTA et al.,
2009; PICO, 2013), o &cido nitrico é conhecido por melhorar o
desempenho na extracdo devido as suas propriedades oxidantes - o que
justifica a melhor resposta em altas concentracdes deste acido. O tempo
de extracdo necessario para alcangar a extracdo total dos analitos
depende da interagdo analito-matriz, da composicdo do meio liquido e
do instrumento ultrassénico utilizado (BATISTA et al., 2009).

As superficies de resposta também mostram que existe mais de
um ponto de maximo, ou seja, o sinal analitico poderia ser melhorado
usando baixas concentracdes de &cido e um tempo de extracdo maior.
No entanto, aumentar o tempo de extracdo é indesejavel, pois isso
diminuiria a frequéncia analitica. Assim, as condi¢des Otimas de
extracdo estabelecidas foram: concentracdo de acido fluoridrico a 7,50
mol L™, concentragdo de 4cido nitrico a 3,50 mol L™ e 15 minutos de
extracdo em ultrassom.

A Figura 2.7 mostra que a matriz da amostra pode estar
exercendo influéncia na concentracdo dos analitos As, Cd, Co, Cr, Cu,
Ni, Pb, Sn, V e Zn em solucdo, quando submetidos & extracdo em
ultrassom por um longo tempo. A sonifica¢do da amostra acima de 30
minutos mostrou ser prejudicial para o processo de extracdo mesmo
guando altas concentragdes de &cidos sdo utilizadas. Além disso, a
menor resposta analitica observada para os analitos, conforme o tempo
de extracdo aumenta, pode ser associada a perda de elementos volateis
como As, Cd, Sn e Pb.



146

Figura 2.7. Superficies de resposta obtidas a partir do planejamento composto
central. A resposta é a média geométrica associada ao sinal dos is6topos "°As,
Med, ®Co, *Cr, ®cu, ®Ni, “®Pb, "®sn, *'V e *Zn. As variaveis sdo: (a)
concentracgdo de &cido fluoridrico versus tempo de sonificagéo; (b) concentracéo
de &cido nitrico versus tempo de sonificagao.
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De acordo com a inspecdo visual das superficies de respostas
obtidas pelo planejamento composto central somada a andlise critica
guanto a frequéncia analitica, as melhores condicGes de extragdo foram
obtidas nos menores tempos. Para investigar se o ultrassom era
realmente necessario, um estudo univariado foi realizado. Os resultados
obtidos para a extragdo em ultrassom nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60
minutos sdo ilustrados na Figura 2.8. Conforme pode ser visualizado
nos graficos, embora a diferenca de magnitude do sinal nos tempos zero
e quinze minutos seja relativamente pequena, os desvios padrdo
relativos obtidos sem o uso do ultrassom (ou seja, no tempo zero),
apresentaram altos valores, entre 4 e 81%, 0 que sugere que a energia
ultrassdnica é necesséria para a extracdo de elementos-tragos em
amostras de sedimento de forma a obter resultados com boa preciséo.

Figura 2.8. Efeito do tempo de sonificagdo no sinal obtido para os analitos As,
Co, Cr, Cu, Ni, V e Zn. O sinal dos analitos foi normalizado pela massa das
amostras de sedimento submetidas a extrag&o.

300 4
250
200
150

3 100
® 50 -—m—Co — o Cu —4A—2Zn
'(—E 108 B T T T T T T T T T T T T T
; -—
] - — — ¢
£ owi ¢ T
c 60 §
§ 01 ¢v— Vv ——v .
> 207 ~v—As —&—Ni
b= 2008 T T T T T T T T T T T T T
5] 1] 67— e_
O 1500 —
000 L, o x— *\®
] %
5001 —*—Cr —0—V §
O T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo / min

Como ilustrado na Figura 2.8, 0s menores sinais para 0S
analitos foram observados no tempo de extracdo de 60 minutos. Embora
as razBes para essa queda de sinal ndo sejam totalmente claras, pode ser
assumido que perdas sob as paredes dos tubos de extracdo de
polipropileno e/ou readsorcéo sobre as superficies de particulas solidas
podem estar ocorrendo apds longos tempos de extra¢do sob a energia do
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ultrassom. O efeito de supressdo de sinal foi efetivamente descartado
como uma possivel explicacdo para essa diminuicdo do sinal,
considerando que esse efeito seria atenuado em funcéo do uso do padréo
interno (Rh).

253 PARAMETROS ANALITICOS DE MERITO

Foram avaliados diversos pardmetros de mérito com o objetivo
de validar o método de extracdo proposto neste trabalho. Os pardmetros
avaliados foram: limite de detecgdo (LOD), coeficiente de correlagdo,
precisdo e exatiddo, mostrados na Tabela 2.5.

Os limites de detecco obtidos variaram entre 0,02 pg g™ para
Co, Cr, Cue Pb e 0,10 pg g™ para V. As curvas de calibragio mostraram
boa linearidade em concentracdes entre 10 e 500 pg L™, com
coeficientes de correlacdo superiores a 0,9995. A precisdo do método foi
verificada, expressa como desvio padrdo relativo (RSD, n=3).
Excelentes valores entre 0,5 e 8,0% foram obtidos (Tabela 2.5).

Tabela 2.5. Parametros analiticos de mérito obtidos para 0 método proposto de
extracdo de elementos-trago em amostras de sedimento estuarino e
determinacdo por ICP-MS

Analito Slope /L pg™ R’ LOD / RSD/

ug g™ %
As 0,00742 0,9999 0,06 3
cd 0,01039 0,9999 0,02 6
Co 0,05311 0,9999 0,02 7
Cr 0,04212 0,9997 0,02 3
Cu 0,02274 0,9999 0,02 8
Ni 0,01069 0,9999 0,04 5
Pb 0,08303 0,9999 0,02 7
Sn 0,04113 0,9999 0,04 4
V 0,04859 0,9995 0,1 8
Zn 0,00662 0,9999 0,06 7

R”: coeficiente de correlaco; LOD: limite de deteccdo; RSD: desvio padrdo
relativo

A exatiddo foi avaliada por meio da determinacédo de elementos-
traco em trés materiais de referéncia certificados, submetidos ao
procedimento de extracdo otimizado. Os resultados obtidos s&do
mostrados na Tabela 2.6 e estdo de acordo com os valores certificados.
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Adicionalmente, foi aplicado o teste-T de Student e verificou-se
que os valores obtidos ap6s extracdo, digestdo e os valores certificados
ndo diferem significativamente, considerando-se um nivel de confianca
de 95%.

254 APLICACAO ANALITICA

O método proposto foi aplicado na determinacdo de elementos-
traco em doze amostras de sedimento do estuario do rio Itajai-Acu. As
concentragdes obtidas variaram de 0,10 ug g (para As) a 120,0 pg g*
(para Zn) (Tabela 2.7).

As concentracGes obtidas foram comparadas com o Guia
Canadense de Qualidade de Sedimentos para Protecdo da Vida Aquatica
(Tabela 2.7). Conforme o guia, PEL (Probable Effect Level) sdo as
concentracdes acima das quais os efeitos adversos para a vida aquatica
sdo  preditos para ocorrer  frequentemente  (CANADIAN
ENVIRONMENTAL QUALITY GUIDELINES, 1998). Observou-se
gue as concentracdes determinadas dos elementos-traco ndo excederam
os limites estabelecidos pelo guia, o que sugere uma boa qualidade das
amostras de sedimentos avaliadas em relagdo a poluentes inorgénicos.
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Além disso, as concentracBes obtidas foram comparadas aos
valores guias adotados pela Resolugcdo Conama 344/04, que estabelece
critérios numéricos para a avaliacdo e classificacdo da qualidade de
sedimentos a serem dragados (Tabela 2.8). Conforme se observa, a
maior parte das amostras de sedimentos coletadas no estuério do rio
Itajai-Acu ultrapassaram o nivel 1 da Resolucdo Conama 344 para o
semimetal As, com exce¢do dos pontos amostrais 4, 8 e 12, que ficaram
abaixo do limite estabelecido para esse elemento-traco. Com relacdo ao
metal cobre, apenas a amostra coletada no ponto 7 excedeu o limite de
34 mg kg™. As principais fontes deste metal no ambiente podem ser
atribuidas a tintas anti-incrustantes utilizadas em embarcacdes, as quais
possuem Oxido de cobre em sua composicao (VALKIRS et al., 2003) e a
efluentes domésticos, da refinaria de petroleo e efluentes de inddstrias
de fertilizantes (BARBOSA,; WALLNER-KERSANACH,;
BAUMGARTEN, 2012). De acordo com Branco; Lunardon-Branco;
Bellotto (2009), os metais presentes no estuario do rio ltajai-Acu sédo
provenientes principalmente das industrias téxtil, metalmecéanica e de
papel, que juntas representam a maior parte dos empreendimentos
industriais da regido do Vale do rio Itajai-Acu.

Comparando os valores obtidos com os limites de referéncia
para 0 niquel, sete das doze amostras de sedimento analisadas
ultrapassaram o nivel 1 para este elemento. A alta concentracdo de
niquel no ambiente de estudo pode ser atribuida ao intenso trafego de
navios, por se tratar de uma regido portuaria, ja que metaloporfirinas de
niquel sdo encontradas no petrleo (GALIMOV et al., 1990). E
importante ressaltar que as amostras de sedimento analisadas néo
ultrapassaram o nivel 2, acima do qual é previsto um provavel efeito
adverso & biota. Os resultados obtidos corroboram com o Guia
Canadense de Qualidade de Sedimentos para Protecdo da Vida Aquatica
e sugerem uma boa qualidade das amostras de sedimento avaliadas em
relacdo a poluentes inorgénicos.
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Tabela 2.8. Niveis de classificacdo do material a ser dragado em unidade de
material seco

Elemento-trago Nivel 1 (mg kg™) Nivel 2 (mg kg™)
Arsénio (As) 8,2 70
Cédmio (Cd) 1,2 9,6
Chumbo (Pb) 46,7 218

Cobre (Cu) 34 270
Cromo (Cr) 81 370
Mercdrio (Hg) 0,15 0,71
Niquel (Ni) 20,9 51,6
Zinco (Zn) 150 410

Nivel 1: limiar abaixo do qual é prevista baixa probabilidade de efeitos
adversos a biota. Nivel 2: limiar acima do qual é previsto um provavel efeito
adverso a biota. Fonte: RESOLUCAO CONAMA n°344/2004

As concentragBes obtidas neste estudo foram também
confrontadas a outros ambientes estuarinos e regides portuarias ao redor
do mundo (Tabela 2.9), sendo comparaveis, por exemplo, aos valores
encontrados por Xu et al. (2014), em amostras de sedimento coletadas
na provincia de Jiangsu (China), onde os resultados indicaram que Cu,
Pb e Zn sdo de origem litogénica, ou seja, natural, enquanto Cd e As sdo
de origem mista: tanto natural quanto antropogénica.

Em comparagdo aos dados publicados por Guerra-Garcia e
Garcia-Gomez (2005), relativos a pesquisa realizada na regido portuaria
de Ceuta (Espanha), os resultados obtidos no estuario do rio Itajai-Acu
indicaram que os sedimentos ndo foram severamente contaminados com
As, Cr, Cu, Pb e Zn. Tendo em vista que ndo ha atividade industrial em
torno do porto de Ceuta, as principais fontes de contaminagdo nesse
local sdo os esgotos de influéncia urbana, tintas anti-incrustantes e o
derramamento acidental de dleo durante o0 carregamento e
descarregamento em operaces de transporte maritimo.

A contaminacdo por elementos-traco no estuario do rio Itajai-
Acu é também menos acentuada que a encontrada no porto de Sydney
(Australia), conforme reportado por Mc Cready, Birch e Long (2006);
assim como no manguezal Estero Salado, no Equador (Fernandez-
Cadena et al., 2014), fortemente influenciado por atividades industriais,
exceto para As, cuja concentracdo (variando entre 2,6 e 7,5 pg g) é
menor que a encontrada no presente trabalho.
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A fim de assegurar a exatiddo obtida para a analise de amostras
reais de sedimento, duas amostras do estuario do rio Itajai-Acu foram
selecionadas aleatoriamente e submetidas ao procedimento convencional
de digestdo. Os resultados, representados como a média de trés
determinac@es, sdo mostrados na Tabela 2.10. Aplicando-se o teste-T de
Student, verificou-se que as médias obtidas a partir da extracdo e
digestdo em micro-ondas ndo diferem significativamente, considerando-
se um nivel de confianca de 95%. Esses resultados indicam que o
método proposto pode ser aplicado na determinacdo de elementos-trago
nas amostras de sedimento, com a extracdo quantitativa destes para a
fase aquosa.

Tabela 2.10. Concentragbes (ug g~) de elementos-traco em duas amostras de
sedimento do estuario do rio Itajai-Acu, determinados por ICP-MS, seguindo
dois diferentes procedimentos: 0 método proposto de extragdo em ultrassom e a
digestdo em micro-ondas

#4 #12
Analito Extraido / Digerido / Extraido / Digerido /
Hgg* Hgg* hg g’ hgg*
As 7,30 £ 0,45 6,90+£0,90 6,60+045 5,83+0,50
Cd 0,22 £0,02 0,25 +0,03 <LOD <LOD
Co 13,15+ 0,60 1410+145 2,10+£0,50 2,51+0,15
Cr 2540+195 2380+290 500+£020 6,15+0,60
Cu 17,21 +1,90 1842+150 1,45+0,06 157 +£0,15
Ni 1550+0,80 14,71+090 2,20%+0,65 3,10+0,80
Pb 2180+1,30 19,10+2,36 8,08+0,80 7,80+1,30
Sn 2,42 £ 0,06 2,45+0,03 0,31+0,01 <LOD
\/ 58,15+2,70 58,82+1,86 9,65+050 10,90+1,25
Zn 67,06+260 7160+253 9,26+0,70 10,40+1,30
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2.6 CONCLUSOES

Demonstrou-se neste estudo que elementos-traco podem ser
determinados em amostras de sedimento estuarino por meio do processo
de extracdo acida, isto é, evitando-se o procedimento convencional de
digestdo da amostra.

A utilizacdo do planejamento composto central permitiu estudar
as variaveis que afetam o procedimento de extracdo de forma rapida e
eficiente, possibilitando definir as condi¢fes 6timas para a extracdao de
dez elementos-traco a partir de amostras de sedimento e sua
determinacédo simultanea por ICP-MS.

O método de extragdo proposto provou ser simples, rapido,
preciso e exato para a determinacdo de elementos-traco em amostras de
sedimento. Esse procedimento é uma alternativa rapida aos tradicionais
procedimentos de digestdo. Além disso, pode ser empregado em analises
de rotina devido a alta frequéncia analitica, baixos custo e consumo de
amostra, para 0 monitoramento de elementos-trago em niveis de
ultratraco.

O método proposto foi aplicado na determinacdo de elementos-
traco em doze amostras de sedimento do estuario do rio Itajai-Acu e as
concentraces obtidas foram comparadas aos referenciais do Guia de
qualidade de sedimentos para a protecdo da vida aquatica. Observou-se
que as amostras de sedimento avaliadas apresentam uma boa qualidade
em relacdo a poluentes inorganicos.
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Artigo:

A novel extraction-based procedure for the determination of trace
elements in estuarine sediment samples by ICP-MS. Microchemical
Journal 117, p.1-6, 2014.
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A novel extraction-based procedure for the determination of trace
elements in sediment samples by ICP-MS. In: 15th International
Symposium on Advances in Extraction Technologies, 2013, Jodo
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CAPITULO I11. Desenvolvimento de
metodologia analitica para a determinacao de
BTEX em matrizes de residuos solidos.
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3.1 INTRODUCAO

Na literatura, residuo solido é definido como qualquer lixo,
lodo (obtido a partir de uma fonte de &gua, estacdo de tratamento de
aguas residuais) ou outro material sélido descartado contendo materiais
liquidos, semissolidos ou gasosos. Esses residuos sdo provenientes de
atividades industriais, comerciais, operacdes de mineracdo e agricolas,
bem como de atividades domeésticas
(http://www.dec.ny.gov/chemical/8732.html).

Devido aos riscos associados, em termos de poluigdo ambiental
e salde publica, o método de disposicdo de residuos sélidos € escolhido
ap6s uma avaliacdo da sua composicdo. No Brasil, residuos sélidos séo
classificados com base em seus conteidos perigosos de acordo com a
Norma Brasileira ABNT NBR 10004 e as decisdes sobre o destino final
- que podem envolver sua reutilizagdo (por exemplo, na agricultura),
disposi¢cdo em aterros industriais ou incineracdo, sdo baseadas em
analises quimicas (NEMEROW; AGARDV; SALVATO, 2009).

Benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) sdo compostos
volateis comumente associados a produtos de petrdleo. Uma das fontes
mais comuns de contaminacdo de solos e aguas subterraneas por esses
compostos sdo derramamentos envolvendo a liberagdo de produtos de
petrdleo, como gasolina, 6leo diesel, 6éleo lubrificante, a partir do
vazamento de tanques de petrdleo. Devido a caracteristicas de
polaridade e solubilidade, eles sdo capazes de entrar nos compartimentos
ambientais (solos e dguas subterraneas) e causar graves problemas de
poluicdo, uma vez que todos apresentam efeitos agudo e/ou toxico, em
longo prazo (MAZZEOQ et al., 2010; ZHANG et al., 2012). Devido aos
efeitos toxicos para 0 meio ambiente e a salde humana, o benzeno foi
classificado pela Organizacdo Mundial de Salde como uma substancia
fortemente cancerigena, ocupando o 6° lugar na lista de substancias
perigosas. A Norma Brasileira ABNT NBR 10004 para residuos sélidos
estabelece um limite méximo de 0,5 mg L™ para o benzeno em extratos
obtidos no processo de lixiviagdo. A exposicdo a essas substancias
perigosas pode causar efeitos nocivos sobre o figado, rins, coracéo,
pulmdes e sistema nervoso, além de reduzir a funcéo da medula 6ssea e
causar cancer (DURMUSOGLU; TASPINAR; KARADEMIR, 2010;
HOSSEINZADEH et al., 2011).

Na literatura, diversos trabalhos relatam a determinagdo de
BTEX em diferentes matrizes, incluindo solos (EZQUERRO et al.,
2004; BOONSANER; BORRIRUKWISITSAK; BOONSANER, 2011),
agua (MENENDEZ et al., 2000; HELENO et al, 2010;
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HOSSEINZADEH et al., 2011, BIANCHIN et al., 2012) urina
(FUSTINONI et al., 2010) e efluentes (GAUJAC et al., 2008). Métodos
oficiais para a determinacdo de analitos organicos volateis incluem
varias técnicas, através das quais esses compostos podem ser
introduzidos em um cromatdgrafo a gas (GC) ou em um cromatografo a
gas acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS). Os sistemas de
headspace estatico para sélidos (EPA 5021) e purga e aprisionamento
para sélidos residuos de dleo (EPA 5035) e amostras aquosas (EPA
5030B, EPA 502.2) sdo 0s métodos mais comumente utilizados.

Devido a simplicidade e alta sensibilidade, a microextragcdo em
fase sdlida (SPME) é extensivamente empregada na determinacdo de
compostos volateis e semivolateis. E um método de extracio réapido e
eficiente que integra amostragem, isolamento e enriquecimento em uma
Unica etapa, permitindo a determinagdo quantitativa de contaminantes
em uma ampla variedade de matrizes (EISERT; PAWLISZYN, 1997).
Em vista dessa facilidade e da grande complexidade dos residuos
solidos, o objetivo deste trabalho é propor um método para a
determinacéo de BTEX por SPME e deteccdo por GC/FID em amostras
de residuos sélidos oriundos de petréleo.
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3.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.2.1 RESIDUOS SOLIDOS

De acordo com a ABNT, residuos solidos séo definidos como
residuos no estado sélido e semissolido, que resultam de atividades de
origem industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servigos
e varricdo. Estdo incluidos nessa definicdo os lodos provenientes de
sistemas de tratamento de agua, aqueles gerados em equipamentos e
instalacBes de controle de poluigdo, assim como determinados liquidos
cujas particularidades tornem inviavel o seu lancamento na rede publica
de esgotos ou corpos d’agua (ABNT NBR 10004).

No Brasil, a lei n° 12.305/10, que institui a Politica Nacional de
Residuos Sélidos, prevé a prevencdo e a reducdo na geragdo de residuos,
tendo como proposta a pratica de habitos de consumo sustentavel e um
conjunto de instrumentos para propiciar 0 aumento da reciclagem e da
reutilizacdo dos residuos sélidos (aquilo que tem valor econémico e
pode ser reciclado ou reaproveitado) e a destinagdo ambientalmente
adequada dos rejeitos (aquilo que ndo pode ser reciclado ou reutilizado)
(http://www.mma.gov.br/politica-de-residuos-sélidos).

Para avaliar o impacto ambiental de residuos solidos
depositados em aterros, sdo realizados ensaios de lixiviagdo com o
objetivo de definir a mobilidade de contaminantes organicos e
inorganicos presentes nas suas matrizes. Os lixiviados sdo misturas
complexas que podem conter compostos organicos volateis efou
compostos sollveis em agua, cuja toxicidade e mobilidade podem ser
ambientalmente relevantes (BERNARDO et al., 2009). Compostos
presentes em residuos solidos solUveis e extraiveis em agua sdo
considerados biodisponiveis. E provavel que sejam transportados para a
agua e, consequentemente, podem ser absorvidos pelas plantas e,
eventualmente, entrar na cadeia alimentar (MARANHAO et al., 2013).

A tomada de decisdo sobre a disposicdo final dos residuos
solidos depende de uma avaliacdo prévia inerente a sua composicdo. No
Brasil, a classificacdo de residuos sélidos é realizada de acordo com a
Norma ABNT NBR 10004, que os classifica quanto aos seus riscos
potenciais a0 meio ambiente e a salde publica, para que possam ser
gerenciados adequadamente. Na Figura 3.1, é mostrado um fluxograma
que ilustra o processo de classificagdo. Para efeitos da referida norma,
os residuos sdo classificados em:

Residuos classe | — perigosos;

Residuos classe Il — ndo perigosos;
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Residuos classe Il A —ndo inertes;
Residuos classe Il B — inertes.

Residuos classe | (perigosos) sdo aqueles que apresentam
periculosidade ou caracteristicas como: inflamabilidade, corrosividade,
reatividade, toxicidade e/ou patogenicidade. A classe Il A (residuos ndo
perigosos e nao inertes) representa aqueles residuos que ndo se
enquadram nas classificacdes classe | ou classe Il B. Residuos classe Il
A podem apresentar propriedades como biodegradabilidade,
combustibilidade ou solubilidade em &gua. Ja os residuos classe 1l B
(ndo perigosos, inertes) sdo aqueles que, quando submetidos a um
contato dindmico e estatico com agua destilada ou desionizada, a
temperatura ambiente, de acordo com a NBR 10006, ndo apresentam
nenhum de seus constituintes solubilizados a concentracdes superiores
aos padrdes de portabilidade de agua, excetuando-se aspecto, cor,
turbidez, dureza e sabor.
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Figura 3.1. Fluxograma do processo de classificacdo de residuos solidos de
acordo com a Norma ABNT NBR 10004. Anexos A, B e G estdo presentes na
Norma.

em caracteristicas de’
inflamabilidade,
corrosividade,
reatividade,
oxicidade ou patogenicidade

L

Sim__| Residuo perigoso
Classel

Residuo ndo-perigoso
Classell

Possui constituintes que
sdo solubilizados em
concentragdes superiores
20 anexo G2

Residuo inerte
Classell B

Residuo néo-inerte
Classe Il A

O procedimento para obtencdo do extrato lixiviado de residuos
solidos é descrito na Norma ABNT NBR 10005, na qual a lixiviagdo €é
definida como o processo para a determinacdo da capacidade de
transferéncia de substdncias organicas e inorganicas presentes no
residuo sélido por meio de dissolugdo no meio extrator. Duas solucdes
extratoras séo indicadas para o processo de lixiviagdo, em pH 2,88 e em
pH 4,93. Para compostos volateis, a solucdo extratora em pH 4,93 é
adequada. Apds a analise do lixiviado, o residuo é classificado
comparando os dados obtidos com aqueles constantes no anexo F da
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ABNT NBR 10004. Para os compostos de interesse neste estudo, a
Norma estabelece um limite maximo no ensaio lixiviado apenas para 0
benzeno, de 0,5 mg L™

Segundo a Norma ABNT NBR 10004, os métodos de ensaio
para andlises quimicas devem seguir as recomendacdes da Norma
USEPA — SW 846, que contém diretrizes para determinacdes por
diversas metodologias. A Norma USEPA — SW 846 recomenda métodos
gue utilizam sistemas de headspace estatico para sélidos (método EPA
5021), purga e aprisionamento para sélidos residuos de déleo (método
EPA 5035) e amostras aquosas (método EPA 5030B, EPA 502.2) e
determinacéo por cromatografia a gés
(http://lwww.epa.gov/wastes/hazard/testmethods/sw846/pdfs/chap2.pdf).

No entanto, novos métodos de extracdo desses compostos
visando & simplicidade e a diminui¢do dos limites de detecgdo tém sido
propostos por diversos autores, como a SPME (EZQUERRO et al.,
2004; GAUJAC et al., 2008; HELENO et al., 2010; BIANCHI et al.,
2012). Heleno et al. (2010) comparou a determinagdo de BTEX
utilizando os métodos de headspace estatico e por SPME, sendo que o
resultados obtidos mostraram que a precisdo no método por SPME foi
melhor (com desvios padrdo relativos menores que 5%), enquanto que
no método de headspace estatico foram observados valores acima de
20% para 0s compostos avaliados.

3.22 BTEX

Compostos organicos volateis (VOC), particularmente benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) tém sido considerados o0s
principais contribuintes para a deterioracdo da qualidade do ar, dgua e
solos (LEMAIRE et al., 2011; EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014).
Representam de 20% a 40% da concentracdo total de VOC em
ambientes urbanos ao ar livre e sdo 0s compostos organicos mais
comumente monitorados nos paises da Unido Europeia (COSTA et al.,
2012).

Esses hidrocarbonetos monoaroméaticos sdo amplamente
utilizados em processos industriais, como solventes para a sintese de
diversos compostos organicos (plasticos, fibras sintéticas e pesticidas) e
sdo constituintes de combustiveis fosseis (LEMAIRE et al., 2011; EL-
NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014).

Sdo frequentemente encontrados na emissdo de ar de varias
fontes, tais como refinarias, unidades petroquimicas, fabricas de
produtos quimicos, tanques de armazenamento, exaustdo de veiculos,
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incineradores de residuos, entre outros. BTEX podem representar um
sério risco para os solos e dguas subterraneas, devido aos efeitos toxicos
e a alta solubilidade em &gua (EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014),
principalmente do benzeno (Tabela 3.1). As principais propriedades
fisico-quimicas desses compostos sdo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Propriedades fisico-quimicas dos BTEX

Composto Densidade  Solubilidade  Coeficiente de  Ponto de

(gmL™) em agua particéo ebulicdo

(gLh octanol/agua (°C)
Benzeno 0,88 1,80 2,13 80,1
Tolueno 0,87 0,54 2,69 110,6
Etilbenzeno 0,87 0,16 3,15 136,2
M-xileno 0,87 0,15 3,20 139,3
O-xileno 0,88 0,18 2,77 144,4
P-xileno 0,86 0,16 3,15 137,0

Fontes: CHRISTENSEN E ELTON, 1996; BAIRD; CANN, 2011; EL-NAAS;
ACIO; EL TELIB, 2014.

A contaminacdo de solos e aguas subterraneas por BTEX é
geralmente associada a vazamentos de petréleo e éleo combustivel de
tanques de armazenamento subterréneos e fabricacéo de tintas a base de
solventes e vernizes (EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014).

Devido a facilidade de se moverem no ar, essas substancias
apresentam efeitos diretos e indiretos sobre a satde humana. O benzeno
é classificado pela EPA como um conhecido carcinégeno humano. O
publico é exposto ao vapor de benzeno em interiores a partir do uso de
solventes e gasolina, por meio do fumo e da importacdo do benzeno do
ar exterior para dentro da casa. Uma fragdo significativa da exposi¢éo ao
vapor de benzeno ocorre enquanto as pessoas dirigem veiculos
motorizados e nos postos de combustiveis. ExposicBes cronicas
aumentam a taxa de leucemia nas pessoas. Na primeira metade do
século XX, houve muitas mortes entre os trabalhadores pela exposicao
ao benzeno a partir de solventes a base de petréleo, na fabricacdo de
tintas, adesivos e revestimentos e em lavagens a seco. Ele também causa
anemia aplastica, situacdo em que o individuo estd cronicamente
cansado, sujeito a infeccdes, porque a medula ndo produz células
vermelhas em quantidade suficiente. Em virtude dos sérios problemas de
salde que provoca, 0 uso do benzeno como solvente foi amplamente
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proibido. Além disso, suas concentracfes maximas permitidas na
gasolina foram reduzidas (BAIRD; CANN, 2011).

Devido aos efeitos adversos & salde humana, 0 monitoramento
desses compostos é de extrema importancia. As concentragfes maximas
permitidas por 6rgdos brasileiros em agua potavel, efluentes e extratos
de lixiviagdo de residuos sélidos sdo apresentadas na Tabela 3.2. A
Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana estabelece uma
concentracdo maxima de benzeno em agua potavel de 5 ug L™, assim
como o0 Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). A
legislacdo da Unido Europeia é mais rigorosa, com um valor equivalente
al pg L™ para o benzeno (GAUJAC et al., 2008).

Tabela 3.2. Concentragdes maximas permitidas de BTEX em &gua potavel e em
efluentes de acordo com as resolu¢des do CONAMA e limite méximo permitido
no extrato de lixiviacdo de acordo com a Norma Brasileira ABNT NBR 10004
para classificagdo de residuos sdlidos

Composto Valores maximos  Valores maximos Limite maximo
permitidos no permitidos em permitido no
lancamento de agua potavel extrato de

efluentes (ug L™) (ug L™ lixiviagdo (ug L™)
CONAMA 430 CONAMA 357 ABNT NBR 10004

Benzeno 1200 5 500

Tolueno 1200 2 -

Etilbenzeno 840 90 -

Xilenos 1600 300 -

totais

Fontes: CONAMA Res. 357/2005 e 430/2011; ABNT NBR 10004.

3.23 PREPARO DE AMOSTRA

Um procedimento analitico consiste de diversas etapas:
amostragem, preparo de amostra, separacdo, quantificacdo e avaliacdo
estatistica. Cada etapa é critica para a obtencdo de resultados corretos
(WARDENCKI; CURYLO; NAMIESNIK, 2007; PAWLISZYN, 2009).

O preparo de amostra € considerado uma das etapas-chave de
um método analitico. Nessa etapa, procura-se isolar e concentrar 0s
analitos da matriz da amostra, pois a maior parte dos instrumentos
analiticos ndo pode receber a matriz diretamente. O preparo de amostra
envolve procedimentos de extragdo e pode incluir também
procedimentos de limpeza para amostras muito complexas. Essa etapa
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deve também permitir a obtencdo dos analitos em niveis de
concentracdo adequados para a deteccdo (VALENTE; AUGUSTO,
2000; PAWLISZYN, 2009).

Os métodos tradicionais de preparo de amostra sdo geralmente
demorados, empregam procedimentos de varias etapas, com alto risco
de perda de analitos, e utilizam grandes quantidades de solventes
organicos. Nesse sentido, uma atencao especial tem sido dada a técnicas
gue se caracterizam por uma reducdo considerdvel ou a completa
eliminacdo de solventes organicos. Essas técnicas protegem o meio
ambiente e reduzem os custos de analises (MALIK; KAUR; VERMA,
2006).

Entre as técnicas modernas de preparo de amostra, destacam-se
a microextracdo em fase liquida (LPME), a extragdo sortiva em barra de
agitacdo (SBSE) e a microextragio em fase sélida (SPME),
desenvolvida por Pawliszyn e colaboradores no inicio da década de 90
(RAMOS, 2012).

3.23.1 Microextracéo em fase sélida (SPME)

A microextracdo em fase sélida é uma técnica de extracdo e
pré-concentracdo livre de solventes orgénicos, relativamente rapida,
seletiva e versatil, amplamente utilizada como método de preparo de
amostra em diversas matrizes (ar, agua, solo, sangue, urina, entre
outras). Permite alcancar limites de deteccdo em niveis de ppt para
compostos volateis, semivolateis e ndo volateis (WARDENCKI;
CURYLO; NAMIESNIK, 2007).

A SPME se baseia na sor¢cdo dos analitos presentes na amostra
ou em seu headspace por um filme fino de uma fase extratora
imobilizada sobre uma fibra de silica fundida. Durante a extracdo, as
moléculas do analitos tém de se deslocar da matriz e penetrar no
recobrimento e, para isso, transferéncias de massa devem ser vencidas,
até que se estabeleca um equilibrio de particdo (ou de adsorcao, para o
caso de recobrimentos sélidos) do analito, entre a fibra e 0 meio que a
envolve. Realizada a extracdo, a fibra é removida da amostra e 0s
analitos sdo termicamente dessorvidos em um instrumento analitico
apropriado (GC, HPLC, CE, etc.) para serem, entdo, separados e
guantificados (VALENTE; AUGUSTO, 2000; AUGUSTO; VALENTE,
2002).

A eficiéncia de extracdo do analito em SPME depende de
alguns pardmetros, tais como o recobrimento da fibra, o modo de
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extracdo, o volume de amostra, o tempo e a temperatura de extracdo, a
agitacdo, a forca ibnica, entre outros (PAWLISZYN, 2009).

A escolha do recobrimento da fibra € a primeira etapa no
desenvolvimento de um método por SPME. Existe uma variedade de
tipos de recobrimento disponiveis comercialmente, variando em
polaridade, espessura da fase estaciondria e comprimento de
recobrimento (Tabela 3.3). O principio “semelhante dissolve
semelhante” serve como uma regra geral para a escolha do
recobrimento. A espessura deste determina a capacidade do analito na
fibra, assim como o tempo de extragdo requerido para atingir o
equilibrio. Recobrimentos de maior espessura apresentam maior
capacidade, porém, requerem um maior tempo para alcancar o
equilibrio, quando comparados aos recobrimentos de menor espessura.
Analitos volateis requerem um recobrimento mais espesso para reté-los,
enquanto recobrimentos menos espessos sdo preferidos para a extracao
de analitos de alta massa molar (AUGUSTO; VALENTE, 2002;
WARDENCKI; CURYLO; NAMIESNIK, 2007; PAWLISZYN, 2009).
Um guia para auxiliar na escolha do recobrimento de acordo com as
propriedades do analito é ilustrado na Figura 3.2.

Figura 3.2. Guia para selecdo de recobrimento de fibra de acordo com as
propriedades do analito, volatilidade e polaridade. Adaptado a partir de
PAWLISZIN, 2009.
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Tabela 3.3. Tipos de recobrimentos de fibra de SPME disponiveis
comercialmente

Tipo de recobrimento Mecanismo de Polaridade
extracdo
7 um Polidimetilsiloxano (PDMS) Absorgéo Apolar
30 um PDMS Absor¢éo Apolar
100 um PDMS Absor¢éo Apolar
85 um Poliacrilato (PA) Absorcéo Polar
60 um Polietilenoglicol (PEG) Absorcéo Polar
15 um Carbopack Z-PDMS Adsorcéao Bipolar
65 um PDMS/DVB Adsorgéo Bipolar
55 um /30 um Adsor¢éo Bipolar
DVB/Carboxen/PDMS
85 um Carboxen-PDMS Adsorcéo Bipolar

Fonte: Adaptado a partir de PAWLISZYN, 2009.

Vérios recobrimentos utilizam tanto o mecanismo de adsor¢éo
(recobrimentos sélidos) quanto o de absorcdo (recobrimentos liquidos)
para extrair os analitos das amostras. Recobrimentos como PDMS e PA
utilizam o mecanismo de absorcdo, enquanto fibras mistas como a
PDMS/DVB, CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS utilizam o mecanismo
de adsor¢do para isolar os analitos da matriz (PAWLISZYN, 2009). A
Figura 3.3 ilustra as estruturas quimicas de alguns recobrimentos de
fibra disponiveis comercialmente.

Figura 3.3. Estruturas quimicas de alguns recobrimentos de fibra disponiveis
comercialmente: (a) polidimetilsiloxano (PDMS), (b) poliacrilato (PA), (c)
divinilbenzeno (DVB). Adaptado a partir de PAWLISZYN, 20009.
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Trés modos de extracdo podem ser realizados por SPME:
imersdo direta, extracdo no headspace e extracdo com membrana de
protecdo, cujas diferengas sdo ilustradas na Figura 3.4.

Figura 3.4. Modos de operagdo em SPME: (a) imersdo direta, (b) headspace, (c)
extracdo com membrana de prote¢do. Adaptado a partir de PAWLISZYN, 2009.
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No modo de imersdo direta, a fibra é inserida na amostra e os
analitos sdo transportados diretamente da matriz da amostra para a fase
extratora. Esse modo de extracdo é amplamente empregado para analitos
de baixa volatilidade, devido & dificuldade de serem liberados para o
headspace da amostra. No modo de extracdo no headspace, a fibra é
inserida no headspace acima da matriz. Apenas analitos relativamente
volateis sdo extraidos efetivamente. A amostragem no headspace €
vantajosa para amostras com interferentes de alta massa molar. Para
amostras contendo analitos ndo volateis e compostos interferentes de
alta massa molar, a aplicagdo de SPME por imersdo direta ou no
headspace pode ser um desafio. Nesses casos, 0 uso de membranas
protetoras resulta em melhor reprodutibilidade e exatiddo
(PAWLISZYN, 2009).

A agitacdo da amostra facilita a difusd@o dos analitos,
aumentando a transferéncia de massa entre a amostra e o recobrimento
extrator. Assim, 0 tempo necessario para que o equilibrio seja alcancado
pode ser reduzido utilizando um método de agitagdo, sendo a agitacdo
com barra magnética o mais utilizado. No entanto, a barra de agitacdo
pode causar aquecimento no frasco de extracdo contendo a amostra,
levando a um aumento no valor da constante de distribuicdo e,
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consequentemente, diminuindo a eficiéncia de extragcdo (PAWLISZYN,
2009).

A adicdo de sal, conhecida como efeito salting-out, aumenta a
forca ibnica da solucdo da amostra. Cloreto de sédio é o sal mais
frequentemente utilizado, embora outros sais possam ser empregados. O
efeito salting-out faz com que as moléculas do analito passem mais
facilmente da matriz para o headspace. Contudo, a adi¢do de sal pode
aumentar ou diminuir a quantidade de analito extraida, dependendo do
composto, da matriz e da concentracdo de sal, sendo que esse efeito ndo
foi examinado teoricamente e é determinado apenas por experimentos.
Em geral, o efeito salting-out aumenta com o aumento da polaridade dos
compostos (PAWLISZYN, 2009).

32311 Aspectos termodinamicos

A SPME é um processo baseado em equilibrios simultaneos em
sistemas multifasicos. Na discussdo abaixo, iremos considerar trés fases:
o recobrimento da fibra, a fase gasosa ou headspace e uma matriz
homogénea como agua pura ou ar. Durante a extracdo, os analitos
migram entre as trés fases até que o equilibrio seja alcangado
(PAWLISZYN, 2009).

A quantidade de analito extraido pelo recobrimento polimérico
esta relacionada ao equilibrio do analito no sistema trifasico. Como a
massa total do analito deve permanecer constante durante a extracao,
temos que:

CoVs = CiVs + CiVy + GV (Equagdo 1)
Onde: Cy é a concentracdo inicial do analito na amostra; Cs,Cy,,Cs s80 as
concentracBes no equilibrio dos analitos na fibra, no headspace e na
amostra, respectivamente, e Vi,Vh,Vs s80 0s volumes do recobrimento
da fibra, do headspace e da amostra.

A constante de distribuicdo do analito entre as fases
fibra/headspace (Kg,) e headspace/amostra (Kys) séo definidas como:

K= C¢/ Cp (Equacdo 2)
Kns= C/Cs (Equacao 3)
O numero de mols do analito, n, extraido pelo recobrimento no
sistema em equilibrio, pode ser expresso como:
n=Cs Vs (Equagdo 4)
n= Kin Kns Vi Co Vs (Equacéo 5)
K Khs Vi + Kps Vi + Vs
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Assim, a equacdo 5 correlaciona a quantidade extraida do
analito com os pardmetros fundamentais dos equilibrios simultaneos e
descreve o aspecto termodinamico da SPME (PAWLISZYN, 1999;
VALENTE; AUGUSTO, 2000; PAWLISZYN, 2009).

324 OTIMIZAGAO  MULTIVARIADA:  PLANEJAMENTO
DOEHLERT

Proposto por Doehlert em 1970, o Planejamento Doehlert
consiste em uma alternativa pratica e econdmica em relacdo a outras
matrizes experimentais de segunda ordem. Pode ser aplicado facilmente
para a otimizacdo de varidveis e oferece vantagens, como a alta
eficiéncia e a necessidade de um menor nimero de experimentos em
relacdo a outros planejamentos como o composto central e 0 Box-
Benken (FERREIRA et al., 2004; BEZERRA et al., 2008; CALDAS et
al., 2013).

De acordo com Bezerra et al. (2008), as principais
caracteristicas desse planejamento experimental sdo:

(1) Requer nimero de experimentos de acordo com a equagdo: N= k? +
k + C,, onde k corresponde ao nimero de variaveis ou fatores e C,
representa 0 namero de replicatas do ponto central;

(2) Cada variavel é estudada em um nUmero diferente de niveis,
caracteristica particularmente importante quando algumas variaveis
estdo sujeitas a restri¢bes, tais como custo e/ou restri¢des experimentais
ou quando é interessante estudar uma variavel em um maior ou menor
nimero de niveis;

(3) Os intervalos entre os niveis apresentam uma distribui¢do uniforme;
(4) O deslocamento da matriz experimental para outra regido
experimental pode ser alcancgado utilizando pontos adjacentes anteriores.

Para duas variaveis, o planejamento Doehlert consiste de um
ponto central rodeado de seis pontos, formando um hexagono regular. A
Figura 3.5 mostra algumas possibilidades de deslocamento das
condi¢des experimentais originais. Para trés varidveis, esse
planejamento é representado por um sélido geométrico chamado
cubooctaedro, que pode gerar diferentes matrizes experimentais,
dependendo da forma como é projetado no plano.



187

Figura 3.5. Planejamento Doehlert para a otimizagdo de duas varidveis e
algumas possibilidades de deslocamento do planejamento inicial utilizando
pontos anteriores. Fonte; BEZERRA et al., 2008.
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A primeira aplicacdo do planejamento Doehlert em Quimica
Analitica foi descrita em um sistema de separacdo usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HU; MASSART, 1989). Outras aplicac0es,
desde entdo, incluem: método espectrofotométrico para determinacao de
cobre em cachaga (CALDAS et al., 2011), separagdo de compostos
fendlicos de 6leo de oliva extravirgem por eletroforese capilar
(BALLUS et al., 2014), otimizacdo das condicBes para 0 tratamento
eletroquimico de efluentes do curtume (HAMMAMI et al.,, 2009),
determinacdo de pesticidas organoclorados em agua por cromatografia
gasosa (AGUILAR et al., 1999) e determinacdo de vanadio e cobre em
dgua do mar por espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (FERREIRA et al., 2002).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica para a determinacdo de BTEX
por SPME em amostras de residuos sélidos utilizando cromatografia
gasosa com detecgdo por ionizagdo em chama.

3.3.2

v

v

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar as varidveis que afetam o processo de extracdo por
SPME;

Obter os principais parametros analiticos de mérito para a
validacéo da metodologia proposta;

Realizar o procedimento de lixiviagdo proposto pela Norma
Brasileira ABNT NBR 10005 e comparar com a metodologia
proposta neste estudo;

Aplicar a metodologia proposta em amostras provenientes de
residuo de petroleo.
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3.4 MATERIAIS E METODOS
3.4.1 LIMPEZA DA VIDRARIA

Com o objetivo de remover residuos orgénicos, os materiais de
vidro foram primeiramente lavados com &gua corrente, detergente
comercial diluido e escova. Em seguida, foram enxaguados e
mergulhados em solucdo de Extran 5% (v/v) (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil), deixados em repouso por pelo menos 24 horas em recipiente
fechado e enxaguados com agua desionizada. Para eliminar residuos
organicos, a vidraria, exceto a volumétrica, foi calcinada em mufla a 400
°C durante quatro horas. Apds o processo de lavagem, foi acondicionada
em local apropriado, envolta em papel aluminio e manuseada apenas
com o uso de luvas de polietileno, evitando qualquer tipo de
contaminagéo.

3.4.2 REAGENTES E SOLUGCOES

Solucdo estoque de BTEX contendo benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos, na concentracdo de 2 mg mL™ em metanol, foi
obtida da AccuStandard (New Haven, CT, USA). As solugdes de
trabalho foram preparadas pela diluicdo da solucdo estoque com metanol
grau UV/HPLC obtido da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil).

Cloreto de sodio de pureza analitica (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) foi utilizado para o ajuste da forca idnica.

Acido acético (Nuclear, S&o Paulo, Brasil), hidroxido de sédio
(Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), ambos de pureza analitica, e agua
desionizada (Milli-Q Millipore Bedford, MA, USA) foram utilizados
para o preparo das solucbes extratoras (pH 4,93), conforme
recomendado pela norma brasileira ABNT NBR 10005.

Solugdes tampéo de pH 4,00 + 0,02 e pH 7,00 + 0,02 (Nalgon,
S&o Paulo, Brasil) foram utilizadas para a calibragdo do pHmetro.

Diclorometano grau UV/HPLC (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil)
foi utilizado no preparo das amostras de residuo sélido.

Todas as extragbes foram realizadas em frascos de vidro
(Supelco, Saint Louis, MO, USA) com capacidade para 40 mL.

3.4.3 INSTRUMENTACAO

As analises cromatograficas foram realizadas em um
cromatografo a gas Shimadzu (Kyoto, Japdo), equipado com detector de
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ionizagdo em chama e injetor split/splitless. Hidrogénio ultrapuro
(99,995%) foi empregado como gas de arraste. A coluna capilar usada
foi Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), composta de 95% de
polidimetilsiloxano e 5% de fenila, obtida da Restek (Bellefonte, PA,
USA). O programa de temperatura no forno da coluna iniciou em 35 °C
(mantidos por 5 minutos). Em seguida, a temperatura foi aumentada a
uma taxa de aquecimento de 10 °C por minuto, até atingir 220 °C,
mantidos por mais 1 minuto. A temperatura do injetor foi de 280 °C,
quando se utilizou a fibra CAR/PDMS (carboxen-polidimetilsiloxano), e
250 °C, quando foram utilizadas as fibras PDMS (polidimetilsiloxano) e
PDMS/DVB (polidimetilsiloxano-divinilbenzeno), aplicando o modo
splitless no tempo inicial de 1 minuto e, em seguida, 0 modo split a uma
razdo de 1:50. O tempo de dessorcdo da fibra no injetor foi de 5
minutos, o suficiente para que nenhum efeito de memoria fosse
observado. A temperatura do detector foi de 300 °C.

Um banho termostatizado (Microquimica, Florianépolis, Brasil)
foi utilizado para o controle da temperatura. As fibras de SPME foram
obtidas da Supelco (Bellefonte, PA, USA).

3.4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

Amostras de residuo sdlido obtidas de uma unidade de
hidroprocessamento de petroleo foram extraidas com 5 mL de
diclorometano (em triplicata) e colocadas em uma chapa de
aquecimento a 80 °C, a fim de remover qualquer traco organico e 0s
compostos volateis remanescentes. Essas amostras foram utilizadas para
o0 procedimento de lixiviacdo, para a otimizacdo do método de extragéo
e para 0s ensaios de recuperacao.

345 LIXIVIACAO DO RESIDUO SOLIDO

O processo de lixiviagdo seguiu 0s procedimentos
recomendados pela Norma Brasileira ABNT NBR 10005. Em resumo,
para uma aliquota de amostra de 25,0 g, adicionou-se 500 mL da
solucdo extratora contendo 0,57% v/v de acido acético e 6,43% v/v de
hidréxido de sédio (1,00 mol L™) em pH 4,93 + 0,05. Essa solucéo é
adequada para a extracdo dos compostos volateis. A mistura contendo o
residuo foi submetida & agitacdo a 30 + 2 rpm utilizando um agitador
adequado (TE-743, Tecnal, Piracicaba, Brasil) por 18 horas a
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temperatura ambiente (25 °C). Depois disso, 0 extrato lixiviado estava
pronto para a analise.

346 ESCOLHA DO RECOBRIMENTO DA FIBRA

Trés diferentes fibras de SPME foram testadas: CAR/PDMS
(75 pwm de espessura), PDMS (100 um de espessura) e PDMS/DVB (65
um de espessura) (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Antes de serem
utilizadas, as fibras foram condicionadas no injetor do GC/FID de
acordo com as instru¢des do fabricante. As fibras PDMS e PDMS/DVB
foram condicionadas a 250 °C por 30 minutos, enquanto a fibra
CAR/PDMS foi condicionada a 300 °C por 60 minutos.

Os ensaios para a escolha do recobrimento polimérico foram
realizados utilizando 30,0 mg de residuo sélido fortificado com os
analitos a uma concentracéo de 100 ug g™. O procedimento consistiu em
expor as fibras aos analitos por 30 minutos no modo headspace,
mantendo a temperatura em 25 °C. Esse procedimento foi realizado em
triplicata. Posteriormente, foram obtidas as areas cromatogréficas
referentes aos analitos e feitas as médias, a fim de verificar qual fibra
apresentou melhor resposta.

3.4.7 OTIMIZACAO DAS CONDIGOES DE EXTRACAO POR
HS-SPME

As condigBes de extracdo foram otimizadas em duas etapas,
utilizando o método multivariado. A resposta analitica usada para o
processamento dos dados no software Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa,
USA) foi a area dos picos cromatograficos dos analitos individualmente
em cada ensaio e, também, a média geométrica dos picos
cromatogréaficos referentes aos analitos avaliados, a fim de obter um
resultado que represente a condicdo de compromisso para todos os
analitos estudados.

Os compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos foram
extraidos por SPME do headspace da amostra. Amostras de residuo
solido foram pesadas diretamente nos frascos de vidro, fortificadas com
10 pL do padrdo de BTEX (100 mg L™) e os frascos foram fechados.

Na primeira etapa, utilizou-se um planejamento Doehlert para a
avaliacdo das varidveis massa de residuo sélido (10,0 — 50,0 mg) e
tempo de extracdo (10 — 50 min). Os niveis estudados para cada variavel
sdo apresentados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Varidveis e niveis empregados no planejamento Doehlert para a
primeira etapa da otimizacéo do processo de extragdo

Ensaio Massa de residuo Tempo de extracdo
(mg) (min)
1 10 20
2 10 40
3 30 50
4 50 40
5 50 20
6 30 10
7 30 30
8 30 30
9 30 30
10 30 30

Na segunda etapa, utilizou-se novamente um planejamento
Doehlert para estudar o efeito da adi¢do de agua (0,5 — 10,5 mL),
considerando o solido seco em suspensdo, e o estudo da forca ibnica
pela adicdo de cloreto de sédio (0 — 360 g L™). Neste caso, trés niveis
foram avaliados: sem sal, metade da saturagdo e saturado. As diferentes
massas observadas na Tabela 3.5 séo resultantes dos diferentes volumes
de agua utilizados. Assim, calculou-se a quantidade de sal levando em
consideracdo o volume de agua na metade da saturacdo e na solucdo
saturada.

Tabela 3.5. Varidveis e niveis empregados no planejamento Doehlert para a
segunda etapa da otimizacdo do processo de extragdo

Ensaio NaCl (g) Volume de agua (mL)
1 0,00 3,0
2 0,00 7,5
3 1,89 10,5
4 2,70 75
5 1,08 3,0
6 0,18 0,5
7 0,99 55
8 0,99 55
9 0,99 55
10 0,99 55
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3.4.8 VALIDACAO DO METODO E APLICACAO

A validacdo do método proposto neste estudo foi realizada pela
obtencdo dos principais parametros analiticos de mérito: faixa linear,
coeficiente de correlagdo, seletividade, robustez, precisdo, exatiddo e
limites de deteccdo e quantificacéo.

A precisdo do método, expressa como o desvio padrao relativo
(RSD), foi determinada por meio da analise de sete replicatas de residuo
sélido fortificado com BTEX a uma concentracéo de 100,0 ng mL™.

Os limites de detecgdo foram estimados como 3s/S, enquanto os
limites de quantificagdo foram estimados como 10s/S, onde s é a
estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacdo e S é a
inclinacdo (slope) ou coeficiente angular da curva de calibracdo.

A seletividade foi avaliada através da injecdo de uma amostra
isenta dos analitos, por sete vezes, enquanto a robustez foi verificada a
partir da utilizacdo de trés diferentes massas de residuo sélido para a
extracdo: 20,0 mg; 35,0 mg; e 50,0 mg.

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacdo, realizados pelo enriquecimento de amostras de residuos
com diferentes niveis de BTEX. Uma comparacdo entre lixiviados
obtidos de acordo com o procedimento de lixiviagdo proposto pela
Norma Brasileira ABNT NBR 10005 a partir de duas amostras de
residuos sélidas enriquecidas com 50 ng mL™ e 250 ng mL™ de BTEX
foi realizada.

O método foi aplicado na determinacdo de BTEX em amostras
de residuos solidos obtidas de uma unidade de hidroprocessamento de
petréleo.

3.49 PROCEDIMENTO DE SPME NO EXTRATO LIXIVIADO

Apbs serem fortificadas com 50 e 250 ng mL™ de BTEX e
submetidas ao procedimento de lixiviagdo (conforme o item 3.4.5), as
amostras de residuo sélido foram submetidas a extracdo por SPME. Para
isso, utilizou-se 20 mL da solugdo lixiviada extraida com a fibra
CAR/PDMS no headspace da amostra, por 20 minutos e a 25 °C, sendo
os analitos posteriormente dessorvidos no injetor do cromatdgrafo.



196



197

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 ESCOLHA DO RECOBRIMENTO DA FIBRA

A escolha adequada do recobrimento da fibra é muito
importante, uma vez que o tipo e a quantidade de compostos extraidos
da matriz dependem das propriedades fisico-quimicas (por exemplo,
polaridade) da fase extratora e da espessura da fibra. Além disso, a
otimizacdo do recobrimento da fibra é uma etapa critica no
desenvolvimento de métodos por SPME, ja que a escolha apropriada
determina a seletividade e a confianca do método (PAWLISZYN,
2009). Trés diferentes fibras comerciais foram avaliadas neste estudo:
PDMS, PDMS/DVB e CAR/PDMS. Apos as analises, foram obtidas as
areas dos picos cromatograficos referentes aos analitos extraidos em
cada um dos recobrimentos testados e calculadas as médias geométricas,
a fim de avaliar qual fibra apresentou melhor eficiéncia de extracéo.

Conforme pode ser observado na Figura 3.6, a fibra mais
adequada para a extragdo dos compostos estudados foi a CAR/PDMS.
Essa fibra extrai os analitos da matriz pelo mecanismo de adsorcdo, ao
contrario de absorcdo, que é o mecanismo de extracdo de fibras
revestidas unicamente com fases liquidas (PAWLISZYN, 2009).

O resultado obtido é consistente com trabalhos da literatura em
que a fibra CAR/PDMS é geralmente recomendada para a extracdo de
analitos de baixa massa molar (ELMORE; MOTTRAM; HIERRO,
2000). Além disso, Popp e Paschke reportaram que, em geral, 0
recobrimento de carboxen é mais efetivo que o recobrimento de
divinilbenzeno para compostos de baixa massa molecular, o que
corrobora com os resultados obtidos neste estudo. Os resultados menos
satisfatérios, conforme esperado, foram obtidos com a fibra PDMS,
recomendada para a extracdo de analitos apolares. Portanto, a fibra
CAR/PDMS foi escolhida para os estudos posteriores de otimizacéo e
validacdo.
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Figura 3.6. Comparacdo da eficiéncia de extracdo das fibras PDMS 100,
PDMS/DVB e CAR/PDMS, utilizando 30 mg de residuo com tempo de
extragdo de 30 minutos a 25° C. Area normalizada: razdo entre a 4rea média
individual e a maior area média para cada analito.
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352 OTIMIZACAO MULTIVARIADA

A massa de residuo solido utilizada para a extracdo deve ser
apropriada. Se a massa for muito pequena, problemas de detectabilidade
devido ao baixo sinal cromatografico podem ocorrer. Da mesma forma,
0 tempo de extracdo é um fator-chave, pois a SPME é uma técnica de
equilibrio. A fim de determinar a influéncia da massa de residuo e do
tempo de extracdo na eficiéncia de extracdo, o design Doehlert foi
aplicado. Como os compostos tolueno, etilbenzeno, o-xileno e p-xileno
mostraram comportamento similar nas superficies de resposta, esses
analitos sdo aqui representados pelo o-xileno.

A Figura 3.7 mostra as superficies de resposta para a avaliacdo
do tempo de extragdo versus massa de residuo sélido para benzeno, o-
xileno e para a média geométrica dos analitos. Conforme pode ser
observado, ndo houve melhora significativa no sinal utilizando valores
entre 10,0 e 25,0 mg de residuo solido. Baseado nesses resultados, a
guantidade de residuo adotada para os estudos posteriores foi de 20,0
mg. Em relacdo ao tempo de extracdo, observou-se que para o benzeno
10 minutos foram suficientes para a obtencdo de uma boa resposta.
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Entretanto, os resultados obtidos para o o-xileno (Fig. 3.7b) mostraram
gue a melhor eficiéncia de extracdo € obtida entre 20 e 40 minutos,
conforme esperado, j& que este é menos volatil que o benzeno,
requerendo um maior tempo de extragdo. Assim, adotou-se o tempo de
20 minutos como uma condicdo de compromisso para a extracao desses
Compostos.

Figura 3.7. Superficies de resposta obtidas a partir do planejamento Doehlert
para as varidveis massa de residuo sélido e tempo no processo de extragdo por
SPME para: (a) benzeno, (b) o-xileno e (c) média geométrica dos analitos.
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Os processos de sorgdo sdo afetados pela forca ibnica da
amostra, que é ajustada pela adicdo de sal (MAGDIC et al., 1996).
Portanto, o efeito da forca idnica no processo de extracdo deve ser
avaliado. Um design Doehlert foi aplicado considerando a adicdo de
diferentes quantidades de agua (entre 0,5 mL e 10,5 mL) e de NaCl em
diferentes concentracdes, levando em conta trés condi¢Ges: sem adi¢do
de sal, metade da quantidade para a saturagcdo e préximo ao ponto de
saturagdo (0, 180 g L™ e 360 g L™), respectivamente.

A Figura 3.8 ilustra o efeito da adigdo de &gua versus a adi¢éo
de NaCl no processo de extracdo. As superficies de resposta obtidas para
0 o-xileno e para a média geométrica dos analitos mostram que a
eficiéncia de extracdo diminui com o aumento da adi¢cdo de agua e sal. A
resposta méxima foi obtida com a adi¢do de 0,5 mL de 4gua ao sistema,
sem sal. A excecdo foi o benzeno, para o qual a adicdo de agua e a
saturacdo com NaCl favoreceu a extracio (Figura 3.8a). MENENDEZ et
al. (2000) mostraram que a adicdo de NaCl conduziu apenas
ligeiramente melhores resultados no caso do benzeno, enquanto que para
0s outros compostos (tolueno, etilbenzeno e xilenos) ndo foram
observados efeitos favoraveis, ou, por vezes, desfavoraveis, em amostras
aquosas. Consequentemente, ndo foram adicionados agua e NaCl nas
etapas posteriores deste estudo.
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Figura 3.8. Superficies de resposta obtidas a partir do planejamento Doehlert
para as variaveis adicdo de &gua e adigdo de NaCl no processo de extracdo por
SPME para: (a) benzeno, (b) o-xileno e (c) média geométrica dos analitos.
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353 VALIDAGCAO DO METODO E APLICAGCAO

Apos estabelecer as melhores condi¢cBes para a extracdo de
BTEX em residuos sélidos, tempo de extracdo de 20 minutos a 25°C e
20,0 mg de residuo solido, foram avaliados diversos parametros para a
validacdo da metodologia proposta neste estudo. Os principais
pardmetros de mérito avaliados foram: faixa linear, coeficiente de
correlacdo, limites de deteccdo e quantificacdo, seletividade, robustez,
precisdo e exatiddo.

A precisdo do método, expressa como 0 desvio padrdo relativo
(RSD), apresentou valores entre 1,3% e 7,0%. Os coeficientes de
correlacdo obtidos variaram entre 0,9980 e 0,9999 (Tabela 3.6).

Os limites de deteccdo obtidos para a determinacdo de BTEX
em residuos sélidos variaram entre 1,8 e 21,0 ng mL™, conforme pode
ser observado na Tabela 3.6, o que significa que o método proposto tem
capacidade de deteccdo suficiente para ser usado na classificacdo de
residuos, de acordo com a Norma Brasileira ABNT NBR 10005, a qual
estipula um limite méximo para benzeno de 0,5 mg L™ no extrato
lixiviado.

A seletividade foi avaliada através da injecdo de uma amostra
isenta dos analitos, por sete vezes. Nenhum composto interferente eluiu
no mesmo tempo de retencdo dos analitos, mostrando que o método
proposto é seletivo.

A robustez do método proposto foi verificada a partir da
utilizacdo de trés diferentes massas de residuo solido para a extracdo. Os
resultados obtidos mostraram bons valores de desvios padréo relativos,
menores que 1,8% para todos os analitos.
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Tabela 3.6. Parametros analiticos de mérito obtidos para 0 método proposto de
extracdo de BTEX em residuos sélidos por SPME e GC/FID

Analito R’ Faixa linear LOD LOQ RSD /
(hg mL™) (ng mL™ (hg mL™) %*?

benzeno 09995 350-250,0 10,5+0,5 349+11 3,2

tolueno 0,9999  12,5-250,0 1,8+0,1 6,0+0,9 13

etillbenzeno  0,9999 125-250,0 3,7+0,2 12,3+0,7 7,0

m, p- xileno  0,9980 70,0-250,0 21,0+0,8 70,0£3,9 4,8

o- xileno 0,9988 70,0-250,0 17,8+0,9 593+ 17 3,8

R*: coeficiente de correlacdo; LOD: limite de deteccdo; LOQ: limite de
quantificacdo; * RSD: desvio padréo relativo.

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacdo, realizados pelo enriquecimento de amostras de residuos
com diferentes niveis de BTEX. Os resultados obtidos sdo mostrados na
Tabela 3.7. As maiores perdas dos analitos sdo observadas na
concentracdo de 250 ng mL™ para benzeno e xilenos, consequéncia
atribuida a lixiviagdo, tendo em vista a volatilidade dos analitos em

~ s .. - - -1 -
questdo. J& para o lixiviado enriquecido com 50 ng mL™~ foram obtidos
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valores satisfatérios de recuperacdo, demonstrando a exatiddo do
método. Na Figura 3.9, sdo ilustrados dois cromatogramas obtidos para
a determinacdo desses compostos em residuo sélido e em lixiviado de
residuo sélido.

Tabela 3.7. Concentragdes de BTEX (ng mL™) em lixiviados de residuos
s6lidos enriquecidos com 50 ng mL™ e 250 ng mL™ de BTEX (intervalo de
confianca de 95%; n=3)

Analito Lixiviado de residuo Lixiviado de residuo
solido enriquecido com solido enriqluecido com
50 ng mL™ de BTEX 250 ng mL~ de BTEX

benzeno 50,5+74 184,8 + 12,7
tolueno 449+89 2125+ 26,6
etilbenzeno 465+29 194,9 +27,3
m,p-Xileno 56,5+ 3,6 155,2 + 3,7
o-xileno 58,1 + 10,2 1858+ 11,9

Como aplicacdo, amostras de residuos sélidos obtidas de uma
unidade de hidroprocessamento de petrdleo foram submetidas ao
processo de extracdo proposto para a determinacdo de BTEX, com o
objetivo de classifica-las de acordo com a Norma Brasileira. As
concentracdes determinadas variaram entre 18,9 e 429,1 ng mL™,
conforme pode ser observado na Tabela 3.8, sendo que para as cinco
amostras avaliadas os valores para benzeno foram menores que o limite
de quantificacdo do método (34,9 + 1,1 ng mL™).
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Figura 3.9. Cromatogramas obtidos por GC/FID para o procedimento de
extracdo por HS-SPME para amostra de (a) residuo solido e (b) lixiviado de
residuo sélido enriquecido com BTEX.
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36 CONCLUSOES

Neste estudo, foi desenvolvida uma metodologia analitica para
a determinacdo de BTEX em amostras de residuos solidos. A utilizacdo
dos planejamentos Doehlert possibilitou definir de forma rapida as
variaveis que afetam a eficiéncia de extracdo desses compostos em
amostras de residuos solidos.

O método desenvolvido proporcionou um bom desempenho em
termos de precisdo (abaixo de 7% para todos os analitos), recuperacéo,
seletividade, robustez e limites de deteccdo. Além disso, € um método
simples e rapido, permitindo uma boa frequéncia analitica, sendo
necessarias apenas pequenas quantidades de amostra.
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3.7 PRODUCAO CIENTIFICA

Atrtigo:

Application of solid phase microextraction and gas chromatography for
the determination of BTEX in solid petroleum residues. Journal of the
Brazilian Chemical Society, V.24, p. 1530-1536, 2013.

Apresentacdo oral:
Determinacdo de BTEX em residuos solidos por microextracdo em fase
solida. XIV Colacro, Floriandpolis, 2012.
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APENDICE A - Lista de HPA, seus ions de quantificagio e padrdes
deuterados utilizados para quantificacao

HPA lon de quantificacdo Padréo de quantificacdo
Naftaleno 128 Naftaleno-dg
C1 naftaleno 141+142 Naftaleno-dg
C2 naftaleno 156 Naftaleno-dg
C3 naftaleno 170 Naftaleno-dg
C4 naftaleno 184 Naftaleno-dg
Acenaftileno 152 Acenafteno-dqg
Acenafteno 153+154 Acenafteno-d;
Fluoreno 165+166 Acenafteno-d;
C1 fluoreno 180 Acenafteno-d;
C2 fluoreno 194 Acenafteno-d;
Fenantreno 178 Fenantreno-dqg
Antraceno 178 Fenantreno-dqo
C1 fenantreno 192 Fenantreno-dig
C2 fenantreno 206 Fenantreno-dig
C3 fenantreno 220 Fenantreno-dig
Fluoranteno 202 Criseno-d,
Pireno 202 Criseno-d,
C1 pireno 216 Criseno-d;,
C2 pireno 230 Criseno-dy;
Benzo (a) antraceno 228 Criseno-dy,
Criseno 228 Criseno-d;»
Benzo (b) fluoranteno 252+253 Perileno-d;,
Benzo (k) fluoranteno 252+253 Perileno-d;,
Benzo (a) pireno 252+253 Perileno-d;,
Indeno (1,2,3- 276+278 Perileno-d;»
cd)pireno
Dibenzo (a,h) 278+279 Perileno-d;»
antraceno
Benzo (g,h,i) perileno 276+277 Perileno-d;,
Naftaleno-dg 136
Acenafteno-dyg 162+164
Fenantreno-dyg 188
Criseno-d;, 236+240

Perileno-d; 260+264
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APENDICE B - Fragmentos utilizados para a identificacdo de

esterois
Analito (IUPAC) Analito Fragmentos (m/z)
(nome usual)
Colest-5-en-3p3-ol Colesterol 369, 135, 95
5B-colestan-3p-ol Coprostanol 371, 95, 81
5a-colestan-33-ol Colestanol 371, 95, 81
5B-colestan-3ca.-ol Epicoprostanol 371, 95, 81
24-metilcolest-5-en-3p3-ol Campesterol 383, 161, 81
24-etil-colest-5,22-dien-3p-ol Estigmasterol 395, 107, 81
24-etilcolest-5-en-3p-ol B-sitosterol 397, 95, 81
24-etil-5a-colest-22-en-3p3-ol Estigmastanol 399, 149, 95
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APENDICE C - Férmulas moleculares propostas para acidos graxos
saturados e monoinsaturados

Férmula proposta

m/z medido m/z calculado
197,1544 C1,H»0, 197,1547
199,1700 C1H20, 199,1704
211,1703 C13H20, 211,1704
213,1859 Ci13H20, 213,1860
225,1861 CuH20, 225,1860
227,2017 Cu4H20, 227,2017
239,2016 Ci5H20, 239,2017
241,2176 Ci5H300, 241,2173
253,2174 Ci6H300, 253,2173
255,2329 Ci6H2,0, 255,2330
281,2489 CigH3,0, 281,2486
283,2644 CigH360, 283,2643
295,2645 CigH360, 295,2643
297,2801 CigH350, 297,2799
309,2800 CyoH350, 309,2799
311,2953 CyoH400> 311,2956
325,3112 Cy1H4,0, 325,3112
337,3111 CyH4,0, 337,3112
339,3265 CH40, 339,3269
351,3271 Cy3H440, 351,3269
353,3425 Cy3H460, 353,3425
365,3426 Cy4H460, 365,3425
367,3577 Cy4H40, 367,3582
381,3738 Cy5H500, 381,3738
393,3733 CyH500, 393,3738
395,3889 CyH5,0, 395,3895
407,3889 C,7H5,0, 407,3895
409,4043 C,7H540, 409,4051
421,4050 CysH540, 421,4051

423,4201 CagH560, 423,4208
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435,4202
437,4357
449,4362
451,4512
463,4518
465,4678
477,4676
479,4830
493,4992
505,4993
507,5146
519,5144
521,5303
535,5457

C29H5602
C29H5802
C3OH5802
C3OH6002
C31H6002
C31H6202
C32H6202
C32H6402
C33H6602
C34H6602
C34H6802
C35H6802
C35H7002
C36H7202

435,4208
437,4364
449,4364
451,4521
463,4521
465,4677
477,4677
479,4834
493,4990
505,4990
507,5147
519,5147
521,5303
535,5460
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amostras superficiais de sedimento do estuério do rio Itajai-Acu
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