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RESUMO 

 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) são compostos orgânicos 

presentes na poluição ambiental. São conhecidos por alguns apresentar toxidade, podendo 

apresentar efeitos pré-carcinogênicos e mutagênicos para os seres vivos. Na maioria dos 

casos, HPAs são detectados por técnicas cromatográficas, que envolve alto custo e 

complexidade. Contudo, o uso da técnica de Espectroscopia e Fluorescência Sincronizada 

(EFS), para identificar e quantificar a presença dos HPAs, já é uma realidade, embora 

ainda não muito bem estabelecida. Nesse trabalho utilizou-se a EFS para detectar e 

quantificar dois HPAs, Pireno(Pyr) e Benzo[a]pireno (BaP), nas água do Córrego Rego 

D'Água, na região central de Dourados/MS. Abordamos o desenvolvimento de duas 

técnicas de preparo de amostras como, extração liquído-liquído e filtragem, sensíveis e 

seletivas, para quantificar tais compostos em cinco pontos de coleta. As diferenças entre os 

resultados obtidos usando esses diferentes procedimentos são os objetivos desse trabalho. 

Os espectros de fluorescência foram obtidos em um espectrofotômetro CARY ECLIPSE 

(Varian). Para a quantificação dos HPAs foram obtidas curvas analíticas usando amostras 

padrão. Independente do preparo das amostras empregado, foi possível identificar a 

presença dos dois HPAs em todos os pontos de coleta. O método de filtragem possui uma 

maior praticidade decorrente do manuseio experimental e pelo motivo do seu baixo custo 

econômico; já o método de extração liquído-liquído, porém, apresenta um alto custo, pela 

utilização de uma grande quantidade de solvente e também por sua realização exigir um 

tempo maior de duração do processo. Apesar de o primeiro método ser considerado 

rústico, apresentou ótimos resultados na quantificação em comparação com o segundo, no 

que se refere às concentrações quantitativas. Portanto, é considerado um método eficaz 

para esse tipo de análise. 

 

Palvras-chaves: Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos; Espectroscopia e Fluorescência 

Sincronizada; Monitoramento Ambiental; Extração Liquído-liquído; Filtragem.  
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ABSTRACT 

 

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are organic compounds present in 

environmental pollution. Are known to present some toxicity and may have pre-

carcinogenic and mutagenic effects to living things. In most cases, PAHs are detected by 

chromatographic techniques, which involve high cost and complexity. However, the use of 

Synchronous fluorescence spectra (SFS), to identify and quantify the presence of PAHs, is 

already a reality, although, not well established yet. In this work we used the EFS to detect 

and quantify two PAHs, Pyrene (Pyr) and Benzo[a]pyrene (BaP), in the waters of 

RegoD’água stream, in central Dourados/MS. We approached the development of two 

analytical procedures, liquid-liquid extraction and filtering, sensitive and selective to 

quantify such compounds in five sampling points. The differences between the results 

obtained using these different procedures are the goals of this research. Fluorescence 

spectra were obtained on a CARY ECLIPSE spectrophotometer (Varian). In order to 

quantify PAHs, analytical curves were obtained using standard samples. Regardless of the 

employed analytical procedure, it was possible to identify the presence of the two PAHs in 

all collection points. The filtering method was more practical due to the experimental 

handling, besides its low economic cost; in contrast with the liquid-liquid extraction 

method, which is costly and its implementation requires a longer duration of the process. 

Even though the first method is rustic, it showed excellent results in comparison with the 

second, regarding the quantitative concentrations. Therefore, it is considered an effective 

method for this type of analysis. 

 

Keywords: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; Synchronous Fluorescence Spectra; 

Environmental Monitoring; Liquid-liquid Extraction; Filtering. 

 

 

 

 

VIII 



VIII 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................. 1 

1.1Aspectos gerais .......................................................................................................... 1 

2. REVISÃO DA LITERATURA ......................................................................................... 5 

2.1- Origem e Aspectos Históricos dos HPAs ............................................................... 5 

2.2  Relação dos HPAs com a saúde humana ................................................................. 6 

2.3 As propriedades físico-químicas dos HPA ............................................................... 8 

2.4 O Pireno e o Benzo[a]pireno .................................................................................... 9 

2.5 Metodologias analíticas aplicados na determinação de HPAs ............................... 10 

2.6 Os métodos espectroscópicos de interação da radiação com a matéria ................. 10 

2.7 Espectroscopia de Fluorescência ............................................................................ 15 

3. OBJETIVOS .................................................................................................................... 20 

3.1. Objetivo geral ........................................................................................................ 20 

3.2. Objetivos específicos ............................................................................................. 20 

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ....................................................................... 21 

  4. 1 Reagentes............................................................................................................... 21 

4. 2  Amostras ............................................................................................................... 21 

4. 3 Coleta e armazenamento das amostras .................................................................. 26 

4. 4 Métodos analíticos de tratamento das amostras .................................................... 27 

       4. 5 Método procedimento geral (PG)... ....................................................................... 27 

       4. 6 Método de extração líquido-líquido (ELL) ........................................................... 27 

4. 7 Método de filtragem (FIL) .................................................................................... 28 

       4. 8 A técnica de espectroscopia de fluorescência sincronizada (EFS) ...................... ..29 

       4. 9 Determinação da curva analítica para a EFS ......................................................... 30 

        

   IX 

 



 
 

4. 10 Faixa de linearidade ............................................................................................. 31 

        4. 11 Repetitividade.......................................................................................................32        

       4. 12 Limite de detecção e quantificação ..................................................................... 33 

       4. 13 Precisão................................................................................................................ 33 

       4. 14 Reprodutibilidade ................................................................................................ 34 

       4. 15 Teste –t ................................................................................................................ 34 

5. RESULTADOS E DISCUSSÕES ................................................................................... 35 

      5.1 Obtenção da curva analítica com a amostra padrão ................................................ 35 

      5.2 Análises das amostras .............................................................................................. 38 

      5.3 Analise da amostra pelo procedimento geral (PG) .................................................. 38 

      5.4 Análise usando os métodos de pré-concentração ................................................ ... 40 

      5.5 Analise estatística dos métodos empregados ........................................................... 51 

6 CONCLUSÃO .................................................................................................................. 53 

7. REFERÊNCIAS .............................................................................................................. 55 

 

 

 

  X 

 



2 

1. INTRODUÇÃO  

 

1.1Aspectos gerais  

 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) são compostos orgânicos, 

formados por dois ou mais anéis aromáticos conjugados, constituídos por átomos de 

carbono e hidrogênio [1], e pertencem a um grupo de mais 100 substâncias químicas 

diferentes. São inseridos no ambiente por várias formas como combustão incompleta do 

carvão, petróleo e madeira [2]. Alguns desses HPAs, por possuírem propriedades tóxicas, 

são motivos de preocupação para a saúde e o bem-estar dos seres vivos [2]. Eles afetam 

negativamente os mamíferos (incluindo os humanos), aves, peixes, anfíbios, invertebrados 

e plantas em geral, principalmente às que pertencem ao meio aquático [3].  

A Tabela 1 traz especificadas as estruturas moleculares dos dezesseis HPAs que 

exigem uma maior atenção do meio cientifico devido a sua alta toxidade (levando em 

consideração que alguns dos HPAs descritos nesta tabela geram uma grande possibilidade 

de incidência de tumores cancerígenos dentre outras doenças). Ainda está descrito na 

Tabela 1 a solubilidade (S) e a pressão de vapor (PV) nas fases solúveis e nas particuladas 

desses elementos. Em especial, o HPA benzo[g,h,i]perileno destaca-se por ser altamente 

insolúvel, já que sua solubilidade é de 2,6.10
-4

 mg/L. Já o HPA naftaleno tem o valor da 

solubilidade em torno de 31mg/L, o que já pode ser considerado bastante solúvel. No que 

se trata da pressão de vapor, os valores circulam entre os compostos altamente voláteis, 

como o naftaleno e o comparativamente pouco volátil, como o dibenzo[a,h]antraceno [4-

5]. Na Tabela 1 destaca-se também que todos os HPAs descritos constam na lista de 

poluentes prioritários da Agência de Proteção Ambiental dos EUA (USEPA) [4], órgão 

que visa o controle desses poluidores ambientais. Outra característica importante desses 

compostos altamente perigosos para a saúde humana e poluentes na atmosfera é que 

apresentam de 2 a 6 anéis aromáticos ligados, e peso molecular (PM) variando entre 128 e 

278 g/mol, também descrito na Tabela 1. 

Ainda em relação ao peso molecular, observa-se na Tabela 1, que é inversamente 

proporcional à solubilidade dos HPAs. Em analogia às características lipofílicas dos 

hidrocarbonetos, seus constituintes são dispostos como moderados e altamente 

lipossolúveis, pois apresentam o coeficiente de partição (octanol/água) (Log.) entre 3,37

1 
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  Log Koa, para o naftaleno, e 6,75 Log Koa, para o dibenzo[a,h]antraceno[3, 5]. 

Tabela 1. Propriedades físico-químicas dos HPAs. 

HPAs Siglas Estrutura Molecular PM(g.mol
-1

) S(mg/L) PV(Pa) LogKoa 

 

Naftaleno 

 

Na 

 

 

  128 

 

  31 

 

 10,4 

 

 3,37 

 

Acenaftileno 

 

Acy 

 

 

  150 

 

  16,1 

 

 9.10
-1 

 

 4,00 

 

Acenafteno 

 

Ace 

 

 

  154 

 

   3,8 

 

 3.10
-1 

 

 3,92 

 

Fluoreno 

 

Fl 

 

 

  166 

 

  1,9 

 

 9.10
-2 

 

 4,18 

 

Fenantreno 

 

Phe 

 

 

  178 

 

  1,1 

 

2.10
-2 

 

 4,57 

 

Antraceno 

 

Ant 
 

 

  178 

 

4,5.10
-2 

 

1.10
-3 

 

 4,54 

 

Fluoranteno 

 

Flt 

 

 

  202 

 

2,6.10
-1 

 

1,2.10
-3 

 

 5,22 

 

Pireno 

 

Pyr 
 

 

  202 

 

 1,3.10
-1 

 

 6.10
-4 

 

 5,18 

 

Benzo[a]antraceno 

 

B(a)A 

 

 

 228 

 

11.10
-2 

 

2,8.10
-5 

 

 5,91 

 

 

2
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Continuação da Tabela 1... 

HPAs Siglas Estrutura Molecular PM(g.mol
-1

) S(mg/L)   PV(Pa) LogKoa 

 

Criseno 

 

Chy 

 

 

    228 

 

Nd 

 

5,7.10
-7 

 

5,86 

 

Benzo[b]fluoranteno 

 

B(k)F 

 

 

     252 

 

1,5.10
-3 

 

Nd 

 

5,80 

 

Benzo[k]fluoranteno 

 

B(k)F 

 

 

     252 

 

8.10
-4 

 

5,2.10
-8 

 

6,00 

 

Benzo[a]pireno 

 

B(a)P 

 

 

     252 

 

3,8.10
-3 

 

7.10
-7 

 

6,04 

 

Dibenzo[a,h]antraceno 

 

D(a,h)A 

 

 

      278 

 

6.10
-4 

 

3,7.10
-10 

 

 6,75 

 

Indeno[1,2,3-cd]pireno 

 

 I(cd)P 

 

 

      278 

 

Nd 

 

 Nd 

 

 Nd 

 

Benzo[g,h,i]perileno 

 

B(g,h,i)P     

 

 

      268 

 

2,6.10
-4 

 

 Nd 

 

 6,50 

Nd. não determinado. Dados obtidos da referência [5]. 

 

Os HPAs tornam-se móveis nos ambientes atmosféricos, solos e principalmente em 

aquáticos, diante da facilidade de se deslocar [6]. Sendo assim, o contato desses compostos 

com os seres humanos pode ocorre por diversas vias, como: a inalação de ar, a ingestão de 

águas, contato com solos, poeiras e alimentos contaminados [6-9]. 

A presença dos HPAs no meio ambiente é um fator que serve como indicador de 

poluição ambiental [6]. Sendo assim, a pesquisa voltada para a identificação dos HPAs e 
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suas origens vem crescendo, dando destaque às técnicas cromatográficas (gasosa e líquida) 

[7], e a espectroscópicas [4, 9-14], de caracterização. Embora tendo as técnicas 

discriminadas na literatura científica, ainda não se encontra, com clareza, métodos 

analíticos e protocolos de medidas que visam tais identificações.  

Sendo assim, o objetivo deste estudo é utilizar um método analítico considerado o 

mais sensível, ágil e barato para a identificação e quantificação simultânea dos HPAs, 

utilizando a técnica de espectroscopia e fluorescência sincronizada (EFS) de acordo com as 

referências [12-13]. Serão também aplicados neste estudo metodologias de extração de 

solventes em água, que serão comparadas entre si. Para isso foram utilizadas amostras de 

água coletadas em vários pontos do córrego Rego D´Água no município de Dourados/MS.  
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 2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1- Origem e Aspectos Históricos dos HPAs 

 

Os HPAs são, por definição, compostos conjugados formados por hidrogênio e 

carbono. Sua estrutura abrange pelo menos dois anéis aromáticos condensados, como foi 

apresentado na Tabela 1. As configurações desses anéis denotam suas características [5]. A 

formação dos hidrocarbonetos policíclicos aromáticos sobrevêm decorrente da combustão 

incompleta de materiais orgânicos inflamáveis como, combustíveis fósseis e outros 

materiais orgânicos presentes no ambiente, advindos de:  

a) fontes naturais - queimadas florestais, originadas por causas naturais, como as 

atividades vulcânicas [15] e,   

b) antropogênicas - queima do petróleo, carvão e gás natural para fins industriais e 

domésticos [8] e [16].  

Sua origem ocorre de acordo com suas condições reacionais, como por exemplo, o 

tipo de biomassa presente, quantidade de oxigênio, pressão e, sobre tudo pelo calor [17]; 

incidindo também da decomposição das moléculas orgânicas e recombinação subsequente 

devido a altas temperaturas, ou ainda por longos períodos em baixa temperatura [17-20].  

O esquema representado pela Figura 1 mostra como os HPAs podem ser formados, 

divididos e inseridos no ambiente [8].  

 

 

Figura 1. Esquema representativo da formação, distribuição e destino dos HPAs por meio da 

atmosfera. Adaptado em português. Dados obtidos da referência [8]. 
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Por várias décadas os HPAs têm se tornado objeto de estudo, partindo da 

identificação dos mesmos como fonte cancerígena. A procedência de tais indagações 

decorre originalmente da sua relação entre o contato dos limpadores de chaminés com a 

fuligem e o surgimento de câncer escrotal, observado pelo cirurgião britânico Sir Percival 

Pott em 1775 [21-23].  

Mas somente a partir de 1915, a associação do câncer e o contato com substâncias 

escuras começam ser investigados, e isto, fez o meio cientifico voltar a atenção para esses 

compostos orgânicos [23]. Em 1918, M. Tsutsui descreve a indução de tumores benignos e 

malignos na pele de ratos, por meio de exposição prolongada a certas misturas escuras que 

certamente continham HPAs [23-24].  

Só em 1933, uma substância betuminosa, consistente, escura e de forte odor, foi 

obtida da destilação de certas matérias orgânicas, principalmente de carvão. Neste tipo de 

material que foi encontrado e identificado o HPA Benzo[a]pireno, classificando esse 

composto como tóxico e causador dos efeitos danosos a saúde [25-26].  

Na atualidade, estudos sobre a identificação e/ou quantificação destes compostos 

vêm se destacando em alimentos e algumas bebidas, bem como nas possíveis 

consequências da inserção de HPAs no cozimento ou processamento destes alimentos, 

como por exemplo, nos embutidos [27-28].  

Em estudo realizado no ano de 2006, os HPAs também foram encontrados no leite 

e na eliminação da urina de cabras [29-30]. Estando também presentes no leite materno, de 

acordo com estudo realizado em mulheres italianas fumantes ativas e passivas [30].  

Dada à severidade dos danos que os HPAs podem causar, surgem preocupações em 

relação aos impactos da contaminação aquática por estes compostos, evidenciando a 

necessidade de monitoramento ambiental, visto que essa é  uma das principais fontes de 

contato de seres humanos com tais poluentes [28-30].  

 

2.2  Relação dos HPAs com a saúde humana 

 

Os HPAs são considerados, por programas de biomonitoramento, como sendo 

carcinogênicos e mutagênicos [2]. Os humanos estão continuamente expostos a poluidores, 

contaminantes e produtos químicos que podem ser encontrados em alimentos, ar ou água, 

que devido ao contato prolongado pode contribuir significativamente para a incidência de 
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cânceres [31]. A Figura 2 representa o processo de agentes contaminantes, a sua formação, 

como ele chega ao DNA e suas consequências.  

Nesta figura, podemos observar a formação de HPAs através do cozimento 

alimentar, por meio da exposição da matéria orgânica. O organismo ingere e o HPA passa 

pelo metabolismo e enzimas sem sofrer alterações estruturais, como são lipofílicos e 

também por causa da estabilidade das moléculas não sofrem degradação. Assim, 

atravessam as membranas celulares, podendo reagir com o DNA e consequentemente 

mudar a sequencia do DNA, adquirindo assim, o tumor cancerígeno [31].  

 

 

Figura 2. Esquema representativo da inserção de agentes causadores de câncer, através do DNA. 

Adaptado em português. Dados obtidos da referência [31]. 

 

Na referência [32], encontra-se descrito que os HPAs como benzo[a]pireno, 

fluoranteno, benzo[a]antraceno,  benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, criseno etc., 

quando presentes em resíduo são suficientes para classificá-los como resíduos perigosos 

[33]. A afinidade entre o mecanismo de carcinogênese e a estrutura dos HPAs são 

apresentados pelo o grupo da Agencia Internacional de Pesquisa sobre o Câncer 

(International Agency for Research on Cancer) (IARC) [33], que está descrito na Tabela 2.  

 

 

 

Formação Absorção 
Metabolismo 

Enzimas Enzimas 

Transição para o DNA 

Reparação NER 

Mutação  

CÂNCER 
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Tabela 2. Classificação dos HPAs quanto a sua carcinogenicidade, sendo a numeração indicativa 

do grupo de risco, partindo do grupo 1  o de mais alto risco. 

 

Fonte: IARC – International Agency for Research on Cancer [33]. 

 

2.3 As propriedades físico-químicas dos HPA 

 

As propriedades físico-químicas como, a pressão de vapor, solubilidade, peso 

molecular e o coeficiente de partição, são os elementos que caracterizam os HPAs. Nesse 

caso, são determinadas pela quantidade de anéis aromáticos, condensados ou fundidos, que 

estão interligados pelo menos em duas estruturas formadas por átomos de carbono e 

hidrogênio, conhecida como duplas conjugadas [9]. De acordo com a quantidade de anéis 

aromáticos, esse composto pode ser denominado de baixo ou alto peso molecular. Para ser 

considerado de baixo peso é necessário que contenha no máximo quatro anéis aromáticos. 

Nesse caso, apresentam maior volatibilidade e são sujeitos a transformação ou remoção por 

degradação fotoquímica ao entrar em contato com a luz [20]. Apesar de serem 
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considerados menos tóxicos existe a tendência a reagirem com outros poluentes, o que os 

tornam de alta toxicidade [9, 27].  

É considerado de alto peso molecular os HPAs que contêm acima de quatro anéis 

aromáticos e os que estão associados, principalmente, com partículas no meio [34]. Neste 

caso, é possível observar a diminuição da sua solubilidade, especialmente na água, 

apresentando grande resistência e menor degradação no contato ao ambiente. Assim, 

tornam-se inalteráveis em especial em sedimentos anaeróbicos com tendência em 

acumular-se em concentrações elevadas [9, 22, 34-35].  

 

2.4 O Pireno e o Benzo[a]pireno 

 

Dentre os dezesseis contaminantes prioritários descrito na lista da USEPA, e 

mostrado na Tabela 1, destacam-se o pireno e o benzo[a]pireno, por apresentarem, segundo 

alguns autores [9, 36-38] uma toxicidade elevada e uma grande presença no meio ambiente 

[38-39].  

O pireno (Pyr) contém quatro anéis aromáticos conjugados e sua massa molecular é 

de 202 g.mol
-1

, considerado, portanto, de baixo peso molecular. Sua solubilidade é de 1,3. 

10
-1 

mg.L
-1

 e sua fórmula química é (C16H10). Este composto é um poliaromático apolar e 

consequentemente hidrofílico, interagindo-se com a fase aquosa. A descrição deste 

composto esta representada na Tabela 3 [5].  

 

Tabela 3. Estrutura molecular e característica do HPA Pireno 

Fórmula estrutural             

 

 

Abreviatura                        Pyr 

Fórmula molecular            (C16H10) 

λmax - 334 nm
(a)

                  Ref. [5] 

Classe química – Hidrocarbonetos Policíclico 

Aromáticos 

Número de anéis aromáticos conjugados – (4) 

(a) Comprimento de onda onde ocorre o máximo de emissão deste HPA em um ∆λ=40 nm 
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O benzo[a]pireno (BaP), possui massa molecular de 252 g.mol
-1

, baixa solubilidade 

em água 3,8.10
-3

mg.L
-1

, desta forma, é praticamente insolúvel. Sua fórmula química é 

C20H12. Por apresentar estas características é considerado menos volátil. No meio ambiente 

este composto é persistente e, quando inserido na água, adsorve densamente nos 

fragmentos ou na matéria orgânica [40- 41], sendo, portanto, um dos compostos mais 

analisados e conhecido. Destaca-se também sua presença em alimentos embutidos, já que 

sua permanência também é persistente em ambientes com mais alta temperatura. Suas 

principais características estão descritas na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Estrutura molecular e característica do HPA Benzo[a]pireno 

Fórmula estrutural  

 

 

Abreviatura                       BaP           

Fórmula molecular            (C20H12)  

λmax - 366 nm
(b)

                   Ref. [5] 

Classe química - Hidrocarbonetos Policíclico 

Aromáticos 

Número de anéis aromáticos conjugados - (5) 

(b) Comprimento de onda onde ocorre o máximo de emissão deste HPA em um ∆λ=40 nm 

 

Devido a essas peculiaridades desses HPAs, eles serão o foco de estudo nesse 

trabalho, não que os outros quatorze HPAs descritos na Tabela 1 não tenham a devida 

importância.   

 

2.5 Metodologias analíticas aplicados na determinação de HPAs 

 

De acordo com as referências [7, 9, 12, 41, 42], os métodos analíticos empregados 

na determinação dos HPAs em matrizes líquidas, como pretendemos neste trabalho são na 

sua maioria baseados em técnicas de cromatografia (líquidas e gasosas). Porém, tais 

técnicas apresentam elevados custos e tempos de preparação se comparadas a outras 

técnicas, por exemplo, as que envolvem métodos óticos [38, 43]. 
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Neste trabalho, usaremos a técnica de espectroscopia de fluorescência sincronizada 

(EFS) para tais análises (descrita com mais detalhes no item 4.4). Mesmo empregando uma 

técnica com relativo baixo custo e facilidade de preparação de amostra, alguns protocolos 

de pré-concentração, ou separação, dos analitos devem ser empregados.  

O método de extração consiste em separar um ou vários componentes de interesse 

de uma matriz (amostra). Esta técnica torna-se útil, pois, as amostras ficam livres de 

prováveis constituintes que possam interferir nas medidas e caracterização.  

O método que frequentemente é utilizado em extrações de matrizes líquidas é a 

extração líquido-líquido (ELL), como proposto pela US-EPA [43] ou Standard Methods 

[44]. Neste método, separa-se um elemento ou elementos específicos de uma determinada 

mistura, fundamentado em suas diferentes solubilidades [45]. Esta metodologia é 

normalmente usada após uma reação química, em que faz uma transferência de solutos de 

uma fase líquida para um solvente líquido [46].  Diante deste contexto, o método de ELL, 

pode ser utilizado para a extração de diversos solventes, para comparação e identificação 

de compostos orgânicos, ou outros analitos de interesse [47].  

Outro método interessante, o qual envolve um baixo custo de preparação é 

conhecido como método de filtragem. Este método é utilizado para separar um sólido de 

líquido ou de outro líquido que esteja em suspensão. A passagem do líquido ou fluido, 

acontece por meio permeável que possui uma porosidade adequada e que seja capaz de 

reter as partículas sólidas, em que essas serão na sequência analisadas [48].  

 

2.6 Métodos espectroscópicos de interação da radiação com a matéria 

 

Métodos baseados em espectroscopia são largamente aplicados em química 

analítica. Tais medidas são fundamentadas nas interações da radiação eletromagnética com 

a matéria. Através de tais interações das radiações com a matéria pode-se obter dados 

valiosos sobre a estrutura e quantidade de átomos e/ou moléculas [49]. 

A radiação eletromagnética é caracterizada por campos magnéticos e elétricos 

temporariamente e espacialmente variáveis e perpendiculares entre si, como visto na 

Figura 3(a). A propagação de uma onda eletromagnética não necessita de um meio físico 

como no caso de ondas mecânicas. No vácuo, a velocidade da onda eletromagnética é bem 

determinada e possui valor aproximado de 3,0 x 10
8
 m/s. Além disso, a radiação 
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eletromagnética conta com algumas propriedades como: comprimento de onda (λ), 

frequência (ν) e amplitude (A), como representado na Figura 3(b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3(a). Representação de uma onda no plano-polarizada propagando-se ao longo do eixo x. 

Figura 3(b). Aspecto da vibração de um campo elétrico em uma dada frequência e sua 

configuração senoidal no espaço e tempo. Dados obtidos da referência [49] 

 

A radiação eletromagnética é comumente representada pelo espectro 

eletromagnético que abrange radiações nas regiões desde as ondas de rádio, com 

comprimentos da ordem de centenas de metros até os raios gamas com comprimento de 

onda na escala do núcleo atômico passando por toda região do espectro visível.  

Sob o ponto de vista corpuscular podemos tratar a radiação eletromagnética como 

partículas chamada de fótons. O fóton é a partícula elementar mediadora da força 

eletromagnética, denominada por Einstein como fótons de energia radiante, que se 

encontra quantizada em pacotes de energia [50]. 

Quando a radiação eletromagnética atinge um elétron de um átomo qualquer, no 

estado fundamental, a interação do fóton, ou radiação eletromagnética, pode promover uma 

transferência de energia correspondente exatamente a uma diferença de energia entre dois 

estados da molécula (o fundamental e um outro chamado de excitado). Nesse caso, há o 

que chamamos de promoção de excitação para um estado superior, como é mostrado na 

Figura 4. Vale ressaltar que a interação da radiação com os elétrons da molécula nem 

sempre resulta nesse tipo de transferência de energia. Outras formas, como a transição 

vibracional e rotacional podem existir.  

A influência mútua da radiação eletromagnética com a matéria apresenta um 

comportamento individualizado para cada tipo de substância molecular observada, onde a 

amostra em estudo é estimulada por meio de uma oscilação em fase dos campos elétricos e 

 

Figura 4Figura 3(a). Representação de uma onda no 
plano-polarizada propagando-se ao longo do eixo x. 
Figura 3 (b). Aspecto da vibração de um campo 
elétrico em uma dada frequência e sua configuração 
senoidal no espaço e tempo. Fonte: SKOO (2006). 

 

 

Figura 3Figura 3(a). Representação de uma onda no 
plano-polarizada propagando-se ao longo do eixo x. 
Figura 3 (b). Aspecto da vibração de um campo 
elétrico em uma dada frequência e sua configuração 
senoidal no espaço e tempo. Fonte: SKOO (2006). 

 

a) b) 
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magnéticos, que por sua vez apresenta disparidade em seu estado de excitação. Observa-se, 

também que após o contato de um analito com a radiação eletromagnética haverá algum 

tipo de alteração na espécie de interesse [49]. 

 

Figura 4. Reprodução de uma transição eletrônica com absorção de energia. Fonte: OLIVEIRA, R. 

A. N. 

 

Uma espécie poliatômica ao absorver radiação eletromagnética ocorre mudanças 

dos níveis de energia, como podemos observar na Figura 5. Nesta figura a energia E0, 

representa o estado fundamental, e E1 e E2 pertencem o estado eletrônico excitado de uma 

molécula. Cada tipo de radiação, aqui representada por Infra-vermelho (IR), visível (VIS) e 

ultra-violeta (UV), promovem essa alteração do estado de energia de uma maneira distinta, 

de acordo com a energia da radiação [49]. 

 

 

Figura 5. Diagrama de níveis energéticos e as mudanças que ocorrem durante a absorção da 

radiação nas regiões (IR), (VIS) e (UV). Dados obtidos da referência [49]. 
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As energias presentes nos estados vibracionais quando associadas em cada estado 

eletrônico da molécula, tem sua determinação por meio das linhas horizontais, que são 

indicadas nomeadamente por 1, 2, 3 e 4, onde o nível de menor vibração é indicado por 0, 

como é visto na Figura 5. Já o estado rotacional é associado ao movimento que a molécula 

realiza ao redor do seu centro de gravidade. Os estados rotacionais são superpostos a cada 

condição vibracional.  

Assim, a energia total E associada com uma molécula é dada por: 

  

E = Eeletrônica + Evibracional + Erotacional 

 

onde: 

 

Eeletrônica é a energia associada com os elétrons nos vários orbitais externos da 

molécula; Evibracional  é a  energia da molécula devido às vibrações interatômicas; Erotacional é 

a energia associada com a rotação da molécula em torno do seu centro de gravidade. 

Alguns elementos, quando são expostos à radiação eletromagnética, seus elétrons  

passam para o estado de excitação,  contudo durante o processo de relaxamento liberam 

parte da energia na forma de fótons. Nesse caso são conhecidos como emissores da 

fotoluminescente [49]. O mecanismo de produção da fotoluminescência é representado na  

Figura 6. 

 

 

Figura 6. Processo de absorção da radiação eletromagnética e fotoluminescência. Dados obtidos da 

referência [51]. 

 

Como é perceptível pela Figura 6, para que ocorra a absorção do fóton excitador 

deve-se considerar um valor de energia apropriada representada pela Equação 2: 

 

        (Equação 1)  
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                                                       hν = ∆E,                                             (Equação 2) 

 

onde: 

 h = constante de Planck (6,63x10
-34 

J.s) 

 hν = energia do fóton; 

∆E = é diferença de energia entre o estado fundamental e o estado excitado. 

    

Ainda, a fluorescência é caracterizada por um tempo de emissão do elétron excitado 

muito curto, da ordem de 10
-8

 s  

A interação da radiação com a matéria também pode ocorrer de maneiras mais 

diretas, como é o caso da absorção, espalhamento e transmissão.  

A absorção das radiações ocorre em frequências características para cada espécie 

molecular. Esta absorção é aplicada pela lei de Beer-Lambert, mais conhecida como lei de 

Berr. Tal lei, mostra quantitativamente como a energia de um feixe de radiação reduz por 

área unitária ao atravessar uma amostra. Esse processo depende do tipo e da concentração 

das moléculas absorventes, além da distância do caminho por onde ocorre a absorção [49].  

Desta forma, a lei de Beer estabelece que absorbância de uma substância em 

solução é diretamente proporcional a sua concentração (c, α) e a espessura (l). Nesse 

fenômeno o resultado da redução da intensidade de luz é representado por uma equação 

que envolve a razão entre a intensidade de incidência (I0) e a intensidade transmitida pelo 

material (I1). Essa razão é comumente expressa por porcentagem de transmitância do 

material, de acordo com a Equação 3: 

 

                                                % T=  I1/ I0                                                 (Equação 3) 

  

 A transmitância e a absorbância são ajustadas logarítmicamente, de tal forma que 

ao passo que a absorbância de uma solução aumenta, a transmitância diminui, que é 

expressa pela equação 4:   

 

                                              A = log I0 / I1                                                                       (Equação 4) 

Assim, podemos definir o processo de absorção para determinar um analito em uma 

determinada amostra [49]. 

No espalhamento da radiação, a energia que incide em uma direção pode ser 

espalhada ou desviada para outras direções, produzindo-se radiação difusa, sendo que 
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algumas vezes o comprimento de onda da radiação espalhada é diferente do comprimento 

de onda decorrente do elemento dispersante [49]. 

  

2.7 Espectroscopia de Fluorescência 

 

Na técnica de espectroscopia de fluorescência utiliza-se como fonte de excitação 

radiações eletromagnéticas que correspondem às regiões do espectro eletromagnético entre  

ultravioleta próximo (UV), o visível (VIS) e o infra-vermelho (IR), como visto na Figura 5 

e que na região UV-Vis os espectros acontecem nos comprimentos de onda que vão de 180 

nm a 780 nm.  

Diante deste contexto, os métodos espectroscópicos de fluorescência são 

fundamentados na medida e interpretação da quantidade de radiação produzida, absorvida 

ou emitida pelas moléculas, íons ou espécies atômicas de interesse, também conhecidas 

como fluoróforos [52].   

Quando os fluoróforos são excitados, eles são distinguidos por meio das bandas de 

radiação eletromagnética de absorção e emissão. Uma banda pode ser descrita como uma 

faixa de comprimento de onda, onde estes níveis vibracionais são permitidos pela 

molécula.  

A espectroscopia de fluorescência é amplamente empregada na indústria de 

petróleo para analises e classificação de diversas amostras. A literatura apresenta uma série 

de apontamentos sobre as vantagens e desvantagens inerentes à técnica [53-54]. Também é 

aplicada em analises clínica, agricultura, engenharia, ciências forenses, biologia e química 

entre outros [49]. 

Como já mencionado, o processo de fluorescência consiste na absorção de energia 

por um elétron, onde este elétron se desloca do estado inicial e vai para um estado 

estimulado; este elétron ao retornar ao estado de inicio é acompanhado pela liberação de 

energia em acesso por meio da emissão de radiação. O processo total desta ação é muito 

curto, ou seja, acontece em milionésimo de segundos, 10 
-9 

s para moléculas diatômicas. 

São moléculas formadas por dois ou mais átomos [52]. 

Este fenômeno é demonstrado graficamente pelo diagrama de Jablonski  Figura 7, 

como um complemento da Figura 5. 
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Figura 7. Diagrama de Jablonski erepresentação das posições relativas a absorção e os espectros de 

fluorescência e fosforescência. Dados obtidos da referência [52]. Adaptado em português. 

 

É importante ressaltar que o diagrama de Jablonski é uma ferramenta importante 

para descrever os processos quânticos envolvidos na absorção e na emissão da luz. Pois, o 

estado estimulado de uma molécula, originado pela absorção de luz, é um estado 

energicamente maior que o respectivo estado fundamental.  A dispersão do excesso de 

energia pode acontecer por meio de processos não radiativos ou processos radiativos, onde 

no primeiro caso acontece pela dissipação ocorrida pela perda de calor e no segundo 

evento acontece pela emissão de luz, como já descrito.  

A conversão interna (IC) de energia é uma transição não radiativa é intrínseca entre 

um estado excitado e um estado de menor energia de mesma propriedade. A diferença de 

energia S2 – S1 nesses níveis vibracionais se sobrepõe entre os dois estados. Mas, as 

reações fotoquímicas acontecem a partir de S1. É perceptível que na conversão interna a 

relação entre S1 → S0 é mais lenta, aqui acontece à fluorescência, sua velocidade entre o 

tripleto é da mesma ordem de grandeza da transição singleto. O tempo de 10
-13 

s a 10
-11 

é o 

período que acontece a conversão interna, esse tempo pode ser menor ainda e o tempo de 

vida da fluorescência é da ordem de 10
-9

 s [52]. 

No cruzamento intersistemas (ISC) acontece o acoplamento spin decorrente da 

existência de uma pequena diferença energética entre os estados singleto e tripleto, que se 

chama acoplamento vibracional como, por exemplo, moléculas que estão no estado S1 é 

ABSORÇÃO FLUORESCÊNCIA FOSFORESCÊNCIA 

ABSORÇÃO 

 

FLUORESCÊNCIA 

 

FOSFORESCÊNCIA 
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submetida à conversão de spin para o primeiro estado de tripleto T1. Então o cruzamento 

intersistema reverso de T1 → S1, podem acontecer quando a diferença de energia entre os 

estados T1 e S1 for pequena e quando o tempo de vida T1 for maior suficiente para esse 

evento acontecer. Esse processo gera a fluorescência atrasada, nesta ação o espectro de 

fluorescência é comum, entretanto o tempo de vida de decaimento de fluorescência é 

maior, isto acontece pela razão da estabilidade da molécula estar no estado tripleto T1, este 

evento acontece antes da molécula emitir no S1 [52].  

Nas soluções concentradas, o choque entre duas moléculas que estão no estado T1 

poderá proporcionar energia suficiente, em que permitirá que uma delas retorne ao estado 

S1. Esse processo é nomeado de aniquilação tripleto-tripleto. Assim, pelo motivo da 

molécula ser excitada e atingir o estado T1, esta poderá absorver fótons em outros 

comprimentos de onda, visto que esta transição é permitida.  

Portanto, a fluorescência advém das energias menores ou por comprimentos de 

ondas maiores. Este fenômeno foi observado por G. G. Stokes, então o deslocamento 

acontece nos comprimentos de ondas maiores do que o comprimento de onda empregada 

na excitação da fluorescência, essa condução é conhecido como deslocamento de Stokes 

[52]. Um exemplo desse deslocamento é visualizado pela Figura 6, que difere os 

comprimentos de onda da radiação incidente, emitida ou espalhada.  

 

Figura  8. Definição de deslocamento de Stokes. Dados obtidos da referência [52]. 

 

Esta figura trás informações sobre o desvio de Stokes sendo a diferença entre o 

valor a absorção e a emissão, os comprimentos de onda são máximos, na primeira o λa e no 

segundo o λf  resultando em ∆𝑣̅ = 𝑣̅a - 𝑣̅f.  

O desvio de Stokes é a diferença entre os valores máximos da primeira banda de 

absorção e do espectro de fluorescência (expressos em números de onda), este parâmetro é 
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importante, pois pode fornecer informações sobre os estados excitados, exemplo, quando o 

momento de dipolo de uma molécula fluorescente é maior no estado excitado do que no 

estado fundamental.  

Do ponto de vista prático, a detecção de uma espécie fluorescente é claro mais fácil 

quando o deslocamento Stokes é maior [52] Portanto, métodos ópticos são processos de 

emissão analiticamente importantes nas analises amostrais em determinado estudo. No 

presente estudo, é empregada a espectroscopia de fluorescência sincronizada (EFS), para 

determinar e quantificar dois HPAs, Pireno e Benzo[a]pireno em amostras de água. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivo geral  

 

Utilizar a técnica de espectroscopia de fluorescência sincronizada (EFS) para 

identificar e quantificar a presença de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) e 

avaliar o processo de filtragem como método de separação dos HPAs da água do córrego 

Rego D'água no município de Dourados/MS.  

  

3.2. Objetivos específicos  

 

-Testar a validação do método EFS para análise de HPAs nas amostras de água do 

córrego. 

-Desenvolver/aplicar novo procedimento via Filtragem para extração dos HPAs 

para posterior quantificação. 

-Confrontar os tipos de preparação das amostras como: Filtragem e Extração 

Líquido-líquido na eficiência do método EFS. 

- Monitorar o comportamento dos HPAs pela EFS, verificando a quantidade de 

concentração (ng/mL) através das amostras coletadas em pontos e dias alternados. 
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

4.1 Reagentes  

 

 Para realizar este trabalho foram empregados os seguintes reagentes: 

- Solução de 1 mL com mistura de Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos em 

Acetona (EPA PAH Mix-B- Aldrich). Os HPAs contidos nesta mistura em geral são as 

concentrações de, Pireno (Pyr), Benzo[a]pireno (B[a]P), Benzo[a]antraceno (B[a]A), 

Antraceno (Ant), Benzo[k]fluoranteno (B[k]F), Dibenzo[a,h]antraceno (DBA) Fenantreno 

(Phe), Criseno (Chy), Acenaftileno (Ace), Benzo[b]fluoranteno (B[b]F), 

Benzo[g,h,i]perileno (B[g,h,i]P), Fluoreno (Flu) e Indeno[1,2,3 - c,d]pireno (I[cd]P);  

- Metanol 99,9% UV/HPLC – Espectroscópico da marca VETEC
®
; 

- Hexano 99,5% UV/HPLC (misturas de isômeros) – Espectroscópico marca Sigma 

Aldrich
®
 e; 

- Água ultrapura - Milli-Q.  

 

4.2  Amostras 

 

A área de estudo está inserida nas esferas territoriais do município de Dourados, 

segundo a Regionalização do IBGE
1
, encontra-se localizada na Região Centro-Oeste do 

Brasil, situada ao sul do Estado de Mato Grosso do Sul - MS, como mostra a Figura 9. O  

municípío de Dourados encontra-se a uma altitude de 430 metros, com uma área de 

4.096,9 km
2
, e possui, atualmente, 210.218 habitantes. Localiza-se entre as  coordenadas 

geográficas latitude 22º 13' 16" S e longitude 54º 48' 20" W, , [55-56].   

                                                           
1
 Os dados são obtidos da Regionalização do IBGE. Disponível em http://www.geografos.com.br/cidades-

mato-grosso-sul/dourados.php. Acesso em 09 de novembro de 2014. 
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Figura 9. Localização do perímetro urbano do município de Dourados - MS. Dados obtidos da 

referência [57]. 

 

Na área urbana de Dourados são encontrados oitos córregos: Laranja Doce, Córrego 

da Lagoa, Água Boa, Rego D'água, Paragem, Chico, Olho D'água e Engano, todos com 

nascentes no perímetro urbano [66]. Contudo, para este estudo foi enfocado somente o 

córrego Rego D'água, já que, sua maior parte está na região central do município. Com 

nascente provavelmente na rua Cuiabá, atravessa os bairros Vila São Pedro, Jardim 

Londrina, Jardim Independência, Jardim Rigotti, Vila Adelina, Jardim Itália, Vila Hilda, 

Jardim Água Boa, Jardim Nana, BNH 4º Plano, Canaã VI (Cachoeirinha), Cachoeirinha 

(onde fica a Estação de Tratamento de Esgoto Guaxinim
2
) e Jardim Rasslem. Dentro do 

Parque Ambiental Rego D'água, o córrego divide-se em dois braços, um segue em linha 

reta passando pelo BNH 4º Plano e o outro braço passa pelo bairro Cachoeirinha, em certa 

altura juntam-se novamente seguindo seu curso normal para o Rio Dourados.  

A Figura 10 apresenta o percurso do córrego identificando os pontos de 

amostragem em que foram realizadas as coletas. Foram elencados cinco pontos, a partir da 

percepção de contaminantes ambientais visíveis e também pelo motivo do córrego possuir 

uma concentração populacional em seu entorno. A Tabela 5 mostra os pontos com a 

descrição do local e as coordenadas geográficas de cada ponto. 

                                                           
2
 A água tratada na Estação de Tratamento de Esgoto é despejada diretamente no Córrego Rego D'água.  
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Figura 10. Percurso do Córrego Rego D'água e os respectivos pontos de coleta. (Imagem: Google 

Maps). 

 

O Ponto 1, de coleta está localizado na nascente do Córrego Rego D'água, de 

coordenadas S 22º 13’59.0” e W 54º 48’48.4”. A imagem da Figura 11, representa uma 

visão geral desse ponto. 

 

Figura 11. Ponto 01 - Nascente canalizada e percurso de sua vazante. (Imagens: OLIVEIRA, R. 

A.N.). 
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O Ponto 2,  de coordenadas: S 22º 15’00.2” e W 54º 48’58.4”, na imagem da Figura 

12, está situado no Parque Ambiental Rego D'água que está cercado por diversos bairros 

populacionais. Nesse local muitas pessoas versam suas atividades físicas. 

 

  

Figura 12. Ponto 02 - Formação do lago Parque Ambiental Rego D'água e parte interna do parque. 

(Imagens: OLIVEIRA, R. A, N.). 

 

Ponto 3, de coordenadas: S 22º 15’06.6” e W 54º 49’63.0”, esta representado na 

imagem da Figura 13, se localiza adjacente a Estação de Tratamento de Esgoto Guaxinim, 

localizado na Vila Cachoeirinha, município de Dourados – MS.  

 

 

Figura 13. Ponto 03 – Junção de um braço do córrego com a água tratada da Estação de 

Tratamento de  Esgoto  Guaxinim e o cano de despejo do esgoto. (Imagens: OLIVEIRA, R. A.N.). 
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Ponto 4, de coordenadas: S 22º 14’57.14” e W 54º 49’13.5”, visualização da 

imagem pela Figura 14, local próximo das residências no interior da Vila Cachoeirinha, 

considerado um dos bairros mais populosos da cidade.  

 

 

Figura 14. Ponto 04 – Córrego Rego D'água no interior da Vila Cachoeirinha, residências em torno 

do córrego. (Imagens: OLIVEIRA, R. A.N.). 

 

Ponto 5, de coordenadas: S 22º 15’01.1” e W 54º 49’16.0”, pela imagem da Figura 

15, onde o córrego termina e a mais ou menos a 300 m renasce sua junção com o Córrego 

Água Boa e segue seu percurso natural até desaguar no Rio Dourados. 

 

 

Figura 15. Ponto 05 – Término do Córrego Rego D'água, encontro com o Córrego Água Boa. 

(Imagens: OLIVEIRA, R. A.N.). 
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Tabela 5. Representação do ambiente de coletas e as suas respectivas coordenadas. 

Pontos Descrição Coordenadas Geográficas 

1 Nascente canalizada   S22º13’59.0”    e   W54º 48’48.4” 

2 Parque Ambiental Rego D'água   S22º15’00.2”    e   W54º 48’58.4” 

3 Estação de Tratamento de  Esgoto  Guaxinim S22º15’06.6”    e  W54º 49’63.0” 

4 Residências em torno do córrego   S22º14’57.14”  e   W54º 49’13.5” 

5 Término do Córrego Rego D'água   S 22º15’01.1”   e   W54º 49’16.0” 

 

4. 3 Coleta e armazenamento das amostras  

 

As amostras de água foram coletadas entre 0 a 30 cm da lâmina d'água. Em cada 

ponto de coleta foram recolhidas duas amostras em intervalos de tempo bem próximos, 

sendo que cada amostra possui o volume de 1000 mL. Cada coleta foi feita no mesmo dia e 

nos cinco pontos elencados.  As duas primeiras coletas aconteceram em intervalos de 

quinze dias, na sequência foram realizadas mais duas coletas em um intervalo de vinte 

dias.  

 Logo, todas as coletas foram feitas em períodos climáticos diferentes, pois as 

temperaturas ambientais variaram de acordo com o clima tempo, como mostra a Tabela 6. 

 

Tabela 6. Condições meteorológicas nos respectivos dias e horário de coleta. 

Dias Horário Chuva        Temperatura (
o
C ) 

30/08/14 7h      às 12h Não 26 

15/09/14 7h 30min às 12h 10min Pouco 32 

15/12/14 6h às 11h Não 31 

05/01/15 6h às 12h 20min Não 28 

 

A coleta das amostras seguiu as etapas descritas na referência [58]. Imediatamente 

após a coleta, os vidros âmbar foram cobertos com papel alumínio e armazenadas em caixa 

térmica sob temperatura de 4
o
C, para posterior análise [59-60]. 
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4. 4 Métodos analíticos de tratamento das amostras 

 

4. 5 Método procedimento geral (PG) 

 

O método descrito como procedimento geral (PG), não envolve o preparo da 

amostra. Consiste na retirada direta de uma alíquota de mais ou menos 3 mL  da água 

coletada, em que esta é transferida para a cubeta onde é realizada a medida em triplicatas. 

Nesse caso, as medidas de espectroscopia de fluorescência sincronizada são feitas 

diretamente nessas amostras. O fato da água do córrego conter uma vasta gama de 

microrganismos, material particulado em suspensão e outros pode ser observado muitos 

ruídos nas medidas, o que é prejudicial às análises. 

 

4. 6 Método de extração líquido-líquido (ELL) 

 

No processo de extração liquído-liquído (ELL) utilizou-se a metodologia 

fundamentada nos trabalhos das referências [5, 36, 41]. Este processo segue uma série de 

protocolos que estão descritos na sequência. Retiram-se alíquotas de 100 mL das amostras. 

Cada alíquota é transferida para um frasco Erlenmeyer de 250 mL, onde é adicionado 20 

mL de hexano HPLC. Esta mistura fica por 20 minutos no agitador magnético. Devido à 

insolubilidade dos meios (água e hexano) uma parte do extrato de hexano pode ser 

retirado. Dada ao coeficiente de partição dos HPAs com o hexano, nesse processo 

pretende-se a transferência do HPA presente na amostra. Para uma melhor eficiência esse 

procedimento de lavagem foi repetido por quatro vezes.   

O resultado dessa lavagem (em torno de 80 mL de hexano) por sua vez foi 

transferido em um balão de fundo redondo do retroevaporador (IKA-RV10), misturada 

com 10 mL de metanol HPLC, utilizou-se este solvente devido ao seu grau analítico e 

também sua polaridade. A solução, então, foi aquecida a uma temperatura próxima a 40
o
C 

e rotroevaporada, o que resultou em um extrato final de ± 2 mL.  

Em seguida, esse extrato foi diluído em solução metanólica-aquosa, utilizando um 

balão volumétrico de 5 ml, com as respectivas medidas solução metanol-água (1:1v/v); 

solução metanol 50% (v/v) e na sequência a realização da análise das amostras 
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4. 7 Método de filtragem (FIL) 

 

Observa-se que em sistemas aquáticos os compostos orgânicos poluidores são 

espontaneamente dissolvidos, assim, temos a matéria orgânica dissolvida (MOD) e 

consequentemente vinculada a matérias de partículas em suspensão (MPS) ambas as fases, 

são associadas em sedimentos. 

Nos sistemas que são ricos em matéria orgânica, ocorre a interação dos HPAs com 

a matéria orgânica. No entanto, as matérias orgânicas em ambientes aquáticos possuem 

uma estrutura química complexa, esse fato deve-se, pela quantidade de porções existentes 

de substâncias não polares que admitem a interação com moléculas hidrofóbicas, como os 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos [45, 61].  

Estudos tem demonstrado uma forte afinidade dos contaminantes hidrofóbicos com 

a matéria orgânica dissolvida de acordo com [46-47, 62-63]. Visto que, no ambiente 

aquático que contem descarte como de esgoto, ou deposito de poluição possui uma grande 

quantidade de material particulado.  Diante desse fator, mediante a essas afirmativas foi 

pensado no método de filtragem para este estudo.  

Diante deste contexto, foi realizada a filtragem de 1000 mL de água coletada nos 

cinco pontos elencados, essa técnica ocorreu por filtração simples. Geralmente é utilizado 

neste método: funil, papel de filtro, copo de béquer e suporte. O funil auxilia as operações 

envolvendo líquidos e no enchimento de frascos, também como suporte para o papel. Neste 

processo o filtro é um instrumento proposto na filtração e que tem a função de retenção das 

partículas alojadas na superfície porosa, neste caso no papel-filtro. O isolamento dessas 

partículas acontece por meio da ação de assoreamento, em que o corpo sólido é 

armazenado no papel-filtro e a parte líquida escoa-se através do filtro se alojando no copo 

béquer.   

Para esse procedimento utilizamos um papel filtro com a espessura de 205 µm de 

diâmetro e porosidade de 14 µm. O resíduo aderido no papel filtro foi raspado da borda até 

o centro e então lavado com 10 mL de metanol de grau HPLC. Com esse extrato foi 

realizado as análises. 

 

 

 

28 

 



3 
 

4. 8 A técnica de espectroscopia de fluorescência sincronizada (EFS) 

   

A técnica de espectroscopia de fluorescência sincronizada (EFS) é um método, 

considerado eficaz, pois é definida por uma maior seletividade, decorrente do 

estreitamento da largura da banda espectral. Isto acontece porque essas bandas ao se definir 

promovem a redução da sobreposição espectral dos diferentes compostos. Essa redução 

espectral é importante em determinado analito, pois impede o aparecimento de 

espalhamento que em muitos casos é provocado pela fonte de radiação eletromagnética do 

equipamento [36]. 

Na espectroscopia de fluorescência sincronizada, nos comprimentos de onda, de 

excitação e de emissão é realizado, um escaneamento simultâneo durante a obtenção do 

espectro. Ao iniciar uma análise, os comprimentos de onda de excitação (λExc) e emissão 

(λEm) são selecionados e após esta seleção, ocorre uma diferença entre esses (λ), resultando 

em ∆λ(λEm - λExc), por esse fator, ocorre o aumento da seletividade. Quando se realiza 

análises em solução de diferentes misturas de compostos estes fatores se tornam 

importantes, devido à varredura que é realizada neste procedimento.  [5, 12-13, 41, 64].  

A espectroscopia de fluorescência sincronizada teve seu desenvolvimento pela 

primeira vez por LLOYD, J.B.F (1971)[65]. Então esse método é conhecido por ser útil na 

determinação simultânea de compostos orgânicos. Portanto, na técnica de espectroscopia 

de fluorescência sincronizada, a seletividade e a sensibilidade aumentam, levando a 

redução dos erros experimentais. É uma técnica rápida, simples, e particularmente 

adequada na utilização de método como monitoramento para regular a emissão dos 

poluentes orgânicos nos ambientes. Devido a praticidade desta técnica, alguns 

investigadores tem utilizado nas análises de HPAs [42]. A principal vantagem desta técnica 

é a determinação de HPA com macromoléculas à temperatura ambiente. 

As medidas de EFS, nesse trabalho, foram realizadas em um espectrofluorímetro 

CARY ECLIPSE (Varian), acoplado a um tubo fotomultiplicador (R928), como é 

mostrado o esquema do equipamento na Figura 16.  
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Figura 16. Esquema que representa o funcionamento de um fluorímetro, (adaptado). Dados 

retirados da referência [66]. 

 

O sistema experimental foi ajustado de acordo com os parâmetros utilizados, de 

maneira a selecionar cada HPA desejado. Para excitação de 200 a 600 nm, delta lambda 

(∆λ) em 40 nm, fendas: excitação em 2,5 nm e emissão em 5 nm. Para os dois HPAs de 

interesse neste estudo, Pyr e BaP, os parâmetros utilizados neste estudo, o ∆λ e as fendas 

foram fundamentados pelo trabalho dos autores PATRA, D.; MISHRA A.K. (2001).  

 

4. 9 Determinação da curva analítica para a EFS 

 

A curva de calibração, ou curva analítica, consiste em uma curva baseada no sinal 

de resposta. Neste estudo, é utilizada a intensidade de fluorescência, em função da 

concentração do analito para obter a linearidade. Assim sendo, foi utilizada uma amostra 

padrão comercial de um "Mix” de HPAs, diluído em 50 mL de metanol HPLC. Após a 

diluição obteve-se a seguinte concentração de 500.10
-6 

g : 50 mL = 1.10
-5 

g/ mL. Com essa 

concentração foi possível identificar 04 HPAs, Pireno, Benzo[a]pireno com o parâmetro ∆λ 

em 40 nm e os HPAs Fenantreno e Criseno com o parâmetro ∆λ em 100 nm de acordo com 

PATRA, D.; MISHRA A.K. (2001). 

A partir da concentração final, chamada de solução padrão, foi elaborado cinco 

outras concentrações:  5; 10; 15; 20 e 25.10
-9

 g/mL, tais concentrações utilizadas para 

realização de cada curva foram variantes conforme a faixa de leitura de cada HPA. Desta 

forma, para o pireno foram feitas diluições com pontos de concentração variando de 5 

g/mL a 10 g/mL, para o benzo[a]pireno de 10 g/mL a 15 g/mL.  
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Por meio da concentração elaborada, todas as medidas foram realizadas em 

triplicatas e em dias consecutivos utilizando-se da mesma solução [67]. Tanto a solução 

como também as concentrações foram armazenadas em vidro âmbar sob a temperatura de 

4
o
 C. Assim, após a obtenção das cinco concentrações realizou-se as medidas pelo método 

de espectroscopia de fluorescência sincronizada, obtendo-se a curva analítica.  

A validação das metodologias analíticas proposta neste estudo foi pautada com base 

nos seguintes parâmetros estatísticos: determinação da linearidade, precisão (coeficiente de 

variação com base no desvio padrão, repetitividade e reprodutibilidade), limite de 

detecção, limite de quantificação e o teste-t.  

 

4. 10 Faixa de linearidade 

A linearidade corresponde à capacidade do método determinar resultados 

diretamente proporcionais à concentração do analito das amostras, dentro de uma 

determinada faixa de concentração. A maioria dos instrumentos experimentais de medição 

que existem estabelecem a sua faixa linear, requerendo por verificações em até que ponto a 

faixa de concentração do analito coincide com a faixa linear [68].  

Deste modo, se obtêm a linearidade por uniformização interna ou externa, sendo 

descrita por meio da expressão matemática, que serve para calcular a concentração do 

analito a ser determinado amostra real. A equação da reta que relaciona as duas variáveis é: 

 

 

   (𝑌 = 𝑎 . 𝐶 + 𝑏) 

sendo: Y, a resposta medida (absorbância, altura ou área do pico, etc.); C, a concentração; 

a, a inclinação da curva de calibração = sensibilidade; e b, a interseção com o eixo y, 

quando x = 0.  

 

 Neste procedimento a linearidade é observada graficamente ao se obter resultados 

dos sinais analíticos em função da concentração do analito. Outra forma de se obter é 

calcular é por meio da equação da regressão linear, resolvida pelo método dos mínimos 

quadrado.  O coeficiente de correlação linear (R) é usado com frequência na indicação o 
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quanto pode ser considerada adequada à reta de regressão como um modelo matemático 

[68 - 69].  

Diante deste contexto, na realização de análises para se obter, o objetivo desejado é 

preciso encontrar uma função que relacione as medidas, realmente conseguidas com a 

concentração procurada. Logo, em qualquer análise é necessário fazer uma calibração, 

onde o coeficiente de correlação linear pode variar entre 0≤ R≤ 1, sendo que, o valor de R 

quanto mais próximo estiver de 1, o padrão consegue descrever a variação e isso possibilita 

evitar erros aleatórios estatisticamente [70].  

Para a construção da curva analítica são necessários alguns níveis de concentração, 

com no mínimo cinco concentrações. Neste estudo, obteve-se as curvas analíticas para os 

dois hidrocarbonetos policíclicos aromáticos onde a resposta encontrada para (R) foram 

0,9960 para o HPA Pyr e para o HPA BaP foi 0,9980, logo, esses valores encontrados 

foram próximo de 1, o que indica que existe uma correlação fortíssima nesta análise para o 

ajuste da reta [71-73]. 

 

4.11 Repetitividade 

 

Na repetitividade as condições podem se caracterizar pelo mesmo: procedimento de 

medição, observador, instrumentos usados sob as mesmas condições, local e por repetições 

no menor espaço de tempo possível. A repetitividade é expressa quantitativamente pela 

característica da dispersão dos resultados e que pode ser resolvida através da analise de 

padrões, material de referência ou adição de analito ao branco da amostra, sobre as varias 

concentrações na faixa de trabalho [72].  

Neste estudo, as leituras das amostras foram realizadas em triplicatas sob as 

mesmas condições dos parâmetros, em que para cada litro de água, independentemente de 

qual era o método que estava sendo aplicado no momento de execução, a repetição ocorreu 

da mesma forma.  
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4. 12 Limite de detecção e quantificação  

 

O limite de detecção (LD) representa a menor concentração do analito que produz 

um sinal com certo nível de confiança estatística. Neste parâmetro assumiu-se o limite de 

detecção como a razão de três vezes o desvio padrão da medida do branco pela 

sensibilidade [73].  

O limite de quantificação (LQ) é a menor concentração do analito na amostra que 

pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições experimentais 

estabelecidas [74-75]. Para essa validação, utilizam-se expressões matemáticas, descritas 

abaixo. 

𝐿𝐷 =
𝐷𝑃𝑎 . 3

𝐼𝐶
 

     

 

                                                     

𝐿𝑄 =  
𝐷𝑃𝑎 . 10

𝐼𝐶
 

 

sendo, DPa é o desvio padrão adquirido da curva de calibração procedente da análise de 

um número apropriado de amostras da medida do  (n=10) e IC é o valor resultante da 

inclinação da curva de calibração conhecida como sensibilidade [5, 72-73].  

 

4. 13 Precisão  

 

A precisão de um método analítico é o parâmetro que avalia a proximidade 

efetuada na mesma amostra. A precisão é geralmente expressa como desvio padrão ou 

desvio padrão relativa, variância ou coeficiente de variação (CV) de diferenças medidas.  

As duas formas, mais comuns de expressar a precisão é pela repetitividade e 

reprodutibilidade em que ambas são dependentes da concentração do analito e, deste modo, 

deve ser determinada para um diferente número de concentrações e, em casos relevantes, a 

relação entre precisão e a concentração do analito deve ser estabelecida, onde o coeficiente 

de variação (CV%) ou o desvio padrão relativo (DPR) pode ser melhor utilizado/útil, pois 

foi normalizado com base na concentração e deste modo ele é praticamente constante ao 
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(Equação 7) 
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longo da faixa de interesse, contanto que esta não seja muito extensa que pode ser 

calculado pela Equação 8 [ 76-77].  

 

                                CV = DPR% =  
[DP]

CDM
  x 100                                      (Equação 8) 

 

 

 

 onde: DP = desvio padrão e CMD = concentração média determinada. 

 

4. 14 Reprodutibilidade  

 

Reprodutibilidade é a precisão ou grau de concordância das medidas de um analito, 

realizadas sob condições variadas de determinada medições. Mesmo não sendo 

considerado um componente de validação de métodos executado, é considerada importante 

quando se busca a verificação do desempenho dos seus métodos em relação aos dados de 

validação obtidos através de comparação. A partir do desvio padrão obtido e nas condições 

de reprodutibilidade é possível calcular o limite de reprodutibilidade (R), o qual permite ao 

analista decidir se a diferença entre os valores da duplicata das amostras analisadas sob 

condições de reprodutibilidade é significante ou não [75-76]. 

 

4. 15 Teste –t 

 

O teste - t Student é realizado por meio de uma comparação entre as médias 

analisadas. O teste t pode ser utilizado como fator decisivo para validação das amostras 

analisadas. Neste teste deve ser calculado e comparado com o teste t tabelado, caso o valor 

da matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da medição 

pelo detector selecionado, sem causar um sinal visível no teste de especificidade. Os 

interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito também pode 

depender da concentração. Se o teste calculado e comparado com a matriz não tem efeito 

significativo sobre o ensaio, caso contrário a matriz tem efeito estatisticamente significante 

sobre o resultado do ensaio. Pode-se concluir que os dados se ajustam satisfatoriamente ou 

insatisfatoriamente na obtenção dos resultados dos dados analisados [75]. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

             

5. 1 Obtenção da curva analítica com a amostra padrão 

 

Para a obtenção da curva analítica que representará a concentração dos dois HPAs 

de interesse neste estudo, o benzo[a]pireno (BaP) e o pireno (Pyr), em função da 

intensidade de fluorescência obtida pela analise por espectroscopia de fluorescência 

sincronizada (EFS), realizou-se medidas utilizando a solução padrão como descrito no item 

4.1 do procedimento experimental. 

A Figura 17 mostra o espectro normalizado desse Mix de HPAs, para um ∆ λ = 40 

nm. O espectro foi normalizado com o objetivo em reduzir a influência de variantes 

indesejados que poderia estar presente no conjunto de dados.  Neste estudo, a normalização 

contou com o espectro máximo de cada HPA, em que foi possível identificar os picos 

máximos referentes ao Pyr e ao BaP, em 334 e 366 nm respectivamente, que esta de acordo 

com a referencia [5, 41]. Na Tabela 9 estão descritos os comprimentos de ondas e as 

intensidades relativas destes dois HPAs. 
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Figura 17. Espectro de fluorescência normalizado da amostra padrão (Mix de HPA) para um ∆ λ = 

40 nm, com a identificação dos picos referentes ao  Pyr com a excitação λMáx. = 334 nm e para o 

BaP o λMáx. = 366 nm. Utilizando-se o metanol de grau HPLC como solvente. 
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Tabela 7.  Valores do comprimento de onda e intensidade relativa dos Pyr e BaP obtidos pela 

medida de EFS da amostra padrão. 

 Pyr BaP 

Intensidade relativa                             0,7 1 

Comprimento de onda  (nm)       334 366 

          

 

Usando diferentes concentrações em metanol realizou-se as medidas de EFS com 

os mesmos padrões descritos na Figura 17. Sendo assim, obteve-se uma relação entre a 

intensidade de fluorescência e a concentração de cada HPA de interesse. Ainda, vale 

ressaltar que cada ponto é uma média de três medidas, e o desvio padrão é também 

representado na curva pela barra de erros em cada ponto. As Figuras 18 e 19 representam 

essa dependência para o Pyr e BaP, respectivamente. 
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Figura 18. Curva analítica para determinação de Pyr. A linha vermelha representa o ajuste linear 

realizado (n=3). 
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Figura 19. Curva analítica para determinação de BaP. A linha vermelha representa o ajuste linear 

realizado (n=3). 

 

Pelas Figuras 18 e 19 observa-se que a dependência entre a intensidade 

fluorescência e a concentração de cada HPA é aparentemente linear. Sendo assim, utilizou-

se a equação da reta, para verificação desta linearidade. Os resultados dos ajustes lineares, 

bem como os índices de concordância estão representados na Tabela 8. Também os valores 

dos limites LD e LQ dos autores: MOLINA, J. R. et al, (2013) [78], SÁNCHEZ, C.  F. J. et 

al.  (2012) [79], GONZÁLEZ, F. V. et al. (2007) [80], OZCAN, S. TOR, A. AYDIN, M. 

E. (2010) [81] e FERRETTO, N. et al. (2014) [82]. Esses valores estão próximos dos 

valores encontrados neste trabalho.  

Tabela 8. Coeficientes de ajuste e índices de concordância das curvas analíticas do Pyr e do BaP. 

HPA a (u. a.) b (u. a.) R
2 LD (ng.mL

-1
) LQ (ng.mL

-1
) Referência 

Pyr 3,73 0,00 0,99 0,11 0,36 Neste estudo 

BaP 4,96 0,00 0,99 0,05 0,17 Neste estudo 

Pyr ---- ---- ---- 0,13 0,45    Ref. [78] 

    0,09 0,34    Ref. [79-80] 

BaP ---- ---- ---- 0,06 0,20    Ref. [78] 

    0,03 ----    Ref. [81] 

    0,06 0,19    Ref. [82] 
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Os resultados obtidos para cada coeficiente de correlação linear, ou índices de 

concordância dos ajustes, foram próximos de 1, o que mostra que a escolha da equação 

esta adequada. De acordo com as referências [67-68] ao obter um valor para o coeficiente 

entre 0,91<R<0,99 pode-se afirmar que a correlação é fortíssima. Nessa situação, o modelo 

estatístico linear é confiável para a verificação [71-75].  

Tendo esses valores dos ajustes lineares propõe-se uma equação que correlaciona a 

intensidade de fluorescência (IF), em medidas de EFS, com a concentração de cada HPA 

estudado (CHPA), tendo por base sempre os mesmos procedimentos e parâmetros nas 

medidas. Por meio da equação da reta descrita no item anterior, temos o coeficiente 

angular da reta (a), cujo valor esta descrito na Tabela 8. Tais relações estão representadas 

nas Equações 10 e 11, para o Pyr e o BaP respectivamente:  

 

                                             CPyr = 0,26. IF                                              (Equação 10) 

 

                                             CBaP = 0,20. IF                                             (Equação 11) 

 

Após realizar as medidas de fluorescência das amostras coletadas, obtivemos 

valores das concentrações em (ng.mL
-1

) para os respectivos compostos Pyr e BaP. Para tais 

medidas usamos rotas para a concentração dos analitos de interesse para melhorar a relação 

entre o sinal de medida e a quantidade de ruídos, que por ventura surgirem. Os métodos de 

pré-concentração já foram descritos nos procedimentos experimentais como: método de 

extração líquido-líquido (ELL) e pelo método de filtragem (FIL).  

 

5. 2 Análises das amostras 

 

5. 3 Análise da amostra pelo procedimento geral (PG) 

 

Após realizar as coletas foi observada uma grande quantidade de matéria orgânica, 

que é um composto formado por restos dos seres vivos (plantas, animais e outros), esses 

resíduos e partículas como foi chamado neste estudo, estavam contidas nas amostras, além 

dos resíduos também foi verificado que a amostra era de cor escura. Por esse motivo, 

pensou-se, neste estudo em realizar uma medida direta da amostra, para verificar se após a 

medida iriamos determinar e quantificar os compostos de interesse neste estudo.  
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Diante deste contexto, a análise foi realizada entre a relação da intensidade de 

fluorescência em razão do comprimento de onda, esse processo aconteceu através da 

técnica de espectroscopia de fluorescência sincronizada. Essa metodologia empregada foi 

para verificar se com as respostas dos sinais obtidos seria possível observar os analitos de 

interesse, assim, observou-se que os contaminantes exibiram um pico de intensidade tanto 

para o Pyr como também para o BaP.  

Diante deste pressuposto, a amostra em princípio de análise, não poderia passar por 

processos analíticos (tratamento da amostra). Com ajuda de uma micropipeta a amostra foi 

colocada diretamente na cubeta e na sequência foi realizada a medida pela técnica EFS. 

Pensou-se neste tipo de analise, pois ao utilizar a técnica descrita e os parâmetros aplicados  

os mesmos  obteriam as respostas de interesse neste estudo. Pois, a faixa da região 

ultravioleta do espectro é geralmente considerada na faixa de 200 a 400 nm, e a região 

visível entre 400 a 750 nm, como descrito no item 2.7.  O resultado desta primeira análise 

esta representada na Figura 20.  

Diante disto, a região aplicada na espectroscopia de absorção das moléculas na 

região ultravioleta para determinação quantitativa de composto pertencente ao grupo 

absorvente, também é de interesse da espectroscopia de fluorescência sincronizada.    
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Figura 20. Dependência da intensidade de fluorescência em função do comprimento de onda de 

emissão da amostra sem passar pelo tratamento analítico, em que (v/v) 50% da amostra e 50% de 

metanol grau analítico HPLC, obtendo-se a solução. 
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Na Figura 20 é apresentado a quantidade de ruídos contido na amostra de água do 

córrego, entre os picos observados podemos elencar os prováveis compostos orgânicos Pyr 

e BaP. Foi observado os picos nas regiões dos comprimentos de onda de 334 nm e 366 nm 

respectivamente aos contaminantes em estudo. Como não foi possível separar esses 

compostos dos demais ruídos, pelo motivo da quantidade encontrada de resíduos/partículas 

em suspensão aderente à amostra e também na certeza de uma precisão analítica, quando 

se fala a respeito de HPAs, pois, alguns compostos tem a capacidade de adsorver a matéria 

orgânica como, o composto BaP.  

O HPA BaP é pouco solúvel em corpos d’água e também são lipofílico, por isso, 

tende a acumular-se na matéria orgânica que é constituídas por lipídios, carboidratos, 

proteínas e outras substancias bioquímicas contidos em tecidos vivos (microrganismos), 

em que esses contribuem com detritos a partir de organismos que vivem em ambientes 

aquáticos  [23, 77]. Assim, foi proposto o método de filtragem, uma nova abordagem neste 

estudo. 

 

5. 4 Análise usando os métodos de pré-concentração 

 

A Figura 21 apresenta um espectro típico das medidas de fluorescência usando o 

processo ELL para a obtenção das amostras pré-concentradas, os sinais que foram 

observados na amostra coletadas no Ponto 3, utilizando-se dos parâmetros otimizados para 

a quantificação dos HPAs descritos na figura e também a leitura do branco, por meio da 

amostra de metanol HPLC. 
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Figura 21 O espectro típico das medidas de fluorescência usando ométodo ELL para a obtenção 

das amostras pré-concentradas. 

 

Após, a realização da análise pelo método de extração líquido-líquido e obter os 

valores dos sinais submetido, através da intensidade de fluorescência e do comprimento de 

onda, obtivemos os valores para a IF, e com o valor do coeficiente angular da reta, 

calculamos  a concentração calculada (Ccalculada) dos dois HPAs de interesse neste estudo, o 

Pyr e o BaP, como podemos verificar na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Valores obtidos da curva analítica para os HPAs pelo método ELL, referente ao ponto 3. 

HPA IF a Ccalculada (ng.mL-1) 

Pyr 

BaP 

64,61 

112,20 

3,73 

4,96 

17,89 

22,60 

 

No método de extração líquido-líquido como pode ser observado, os espectros de 

absorção dos HPAs Pyr e BaP apresentam picos bem definidos, com o máximo de 

intensidade de absorção em 334 nm e 366 nm para os respectivos compostos.  

Podemos visualizar que na região de baixa energia sua banda é larga e a partir que 

passa para o estado de excitação seu pico torna-se mais estreito, esta característica é 

demonstrada com maior intensidade para o composto orgânico BaP.  

E a Figura 22 apresenta um espectro típico das medidas de fluorescência usando o 

processo FIL para a obtenção das amostras pré-concentradas, também os sinais observados 

na amostra e que esta também coletada no Ponto 3, foi utilizado os mesmos parâmetros da 

anterior na quantificação dos HPAs apresentado na figura e novamente a leitura do branco, 

por meio da amostra de metanol HPLC. 

      41 

 



3 
 

300 330 360 390 420

0

20

40

60

80

 

 

In
te

n
s
id

a
d

e
 d

e
 F

lu
o

rê
s
c
e
n

c
ia

 (
u

.a
.)

Comprimento de onda (nm)

366 nm

BaP

334 nm

Pyr

Branco

 

Figura 22. O espectro típico das medidas de fluorescência usando o método FIL para a obtenção 

das amostras pré-concentradas. 

Para o método de filtragem podemos verificar que os espectros dos HPAs também 

foram definidos, onde os picos foram apresentados um máximo de intensidade, para o Pyr. 

e para o HPA BaP. Nesse método sua banda foi mais estreita do que apresentada no 

método de ELL. Também calculamos a concentração (Ccalculada), para esse método, como 

podemos observar pela Tabela 10. 

 

Tabela 10. Valores obtidos da curva analítica para os HPAs pelo método FIL, referente ao ponto. 

HPA IF a Ccalculada (ng.mL
-1

) 

Pyr 

BaP 

39,90 

77,58 

3,73 

4,96 

10,69 

15,64 

 

 

Nos dois métodos podemos verificar que houve alguns picos de excitação, mas o de 

interesse neste estudo foi os dois HPAs proposto neste estudo o Pyr e o BaP. A diferença 

entre os dois métodos aplicado são, referente às intensidades adquiridas por cada método. 

Podemos verificar essa diferença como IF(ELL) - IF(FIL), fazendo os cálculos para as 

intensidades de cada HPA temos: para o composto Pyr = 24,70 e para o composto B(a)P = 

36,62. Esta diferença não foi uma estimativa muito distante entre os métodos aplicados. 

Também é verificado por meio da análise estatística teste-t, que ambos as intensidades dos 
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métodos ELL e FIL, ao nível de significância de 0,05 não houve diferença entre as 

metodologias aplicadas. Assim sendo, não há diferença significativa entre as intensidades 

dos HPAs, pois, (Stat t = 0,105363103) é menor que o valor crítico bi-caudal (tcrítico = 

12,70620474), portanto, é aceita a hipótese Ho ao nível dos valores das intensidades 

encontradas para cada HPA.   

 Ainda que, do ponto de vista da comparação entre os valores, pode-se dizer que os 

espectros de emissão possuem um pico de intensidade bem definido para ambos HPAs e 

também com os valores de (IF) e (a) em que foram encontrados os valores das 

concentrações calculada, tanto no método de ELL como no método FIL, é verificado que 

os valores obtidos estão correlacionados com a faixa linear, pois, ambos estão entre os 

valores de (5; 10; 15; 20 e 25) ng.mL
-1

. 

Na Figura 23 realizamos um estudo de comparação entre os métodos aplicados: 

Procedimento Geral, Extração Líquido-líquido e Filtragem. Para realizar a comparação 

entre os métodos, adotamos um único ponto de referência, neste caso o Ponto 3,  em que 

todas as amostras foram coletadas neste local e no mesmo dia (05-01-2015). A escolha 

deste ponto como sendo prioritário nesta análise foi a partir das respostas obtidas dos sinais 

por meio da intensidade de fluorescência versus comprimento de onda, e, também por esse 

local ser um receptor de descarte de efluentes do tratamento de esgoto da região urbana do 

município conhecido como: Estação de Tratamento de Esgoto Guaxinim.  

O principal descarte que acontece nessa localidade refere-se à vasão doméstica, 

incluindo nesse descarte alguns tipos de lixos como: alimentos, animais e principalmente 

utensílios, tornando assim um local agregado com vários tipos de contaminantes. Como 

podemos observar na Figura 23, a existência de vários sinais chamado neste estudo de 

ruídos.  

Assim, é perceptível pela Figura 23 que o método direto houve muitos ruídos, 

assim, consequentemente não se pode quantificar os analitos em estudo, pelo motivo de 

muita mistura. Ainda assim, dentre os vários ruídos foi possível encontrar os picos de 

intensidade para o Pyr e para o B(a)P. Esse foi um dos fatores relevantes para aplicar neste 

estudo os métodos de extração líquido-líquido e filtragem, que são explicados no 

procedimento experimental. 
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Figura 23. Dependência da intensidade de fluorescência em função do comprimento de onda da 

amostragem sem está passar pelo tratamento analítico (comparação entre os métodos). Amostra do 

ponto 3. 

 

Os resultados das concentrações dos HPAs de interesse para os dois métodos de 

pré-concentração para todas as amostras coletadas nos respectivos pontos nas respectivas 

datas descritas na Tabela 6, são apresentados nas Tabelas 11 e 12, para o processo de ELL 

e nas Tabelas 13 e 14 para o processo de FIL. 

 

Tabela 11. Valores da correlação da (IF) em razão das concentrações do HPA Pyr (CPyr), extraído 

dos pontos de coleta dos respectivos dias, pelo método de ELL. 

Pontos Concentração Pyr (ng.mL
-1

) 

30/08/14 15/09/14 15/12/14 05/01/15 

      1         2,0         1,5        9,0       9,0 

      2         1,2         1,3        4,0       6,4 

      3         1,6         1,4        7,3     17,6 

      4         1,2         1,2        3,2      4,5 

      5         2,4         2,0        6,0      6,3 
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Tabela 12. Valores da correlação da (IF) em razão das concentrações do HPA BaP (CBaP), extraído 

dos pontos de coleta dos respectivos dias, pelo método de ELL. 

Pontos Concentração BaP (ng.mL
-1

)   

30/08/14 15/09/14 15/12/14 05/01/15 

1 5,3 3,8 15,1 8,3 

2 2,7 2,4 12,4 6,0 

3 2,8 2,7 13,7        22,6 

4 2,8 2,6 11,5 6,3 

5 4,4 4,3 10,3        14,6 

 

Tabela 13. Valores da correlação da (IF) em razão das concentrações do HPA Pyr (CPyr), extraído 

dos pontos de coleta dos respectivos dias, pelo método de FIL. 

Pontos Concentração Pyr (ng.mL
-1

) 

30/08/14 15/09/14 15/12/14 05/01/15 

1 2,0 1,6 9,6 15,8 

2 2,9 2,6 5,7 11,3 

3 1,7 2,6         12,6 14,3 

4 0,6 0,9 3,4 9,7 

5 0,4 0,9 6,9 13,9 

 

Tabela 14. Valores da correlação da (IF) em razão das concentrações do HPA BaP (CBaP), extraído 

dos pontos de coleta dos respectivos dias, pelo método de FIL. 

Pontos Concentração BaP (ng.mL
-1

)  

30/08/14 15/09/14 15/12/14 05/01/15 

1 3,0 2,5 17,4 23,3 

2 2,9 2,7 8,6 20,8 

3 3,4 3,2        17,1 23,5 

4 1,3 1,6 8,9 15,9 

5 1,8 1,8        15,4 22,4 

 

 

A Tabela 11 está os valores referente à concentração do analito Pyr, que foi  

analisado pelo método ELL. Esse analito também está expresso na Figura 24, 

representando a concentração encontrada em cada ponto de coleta. No geral foram obtidos 

valores inferiores, em especial para os dias 30/08 e 15/09, corresponderam entre 1,2 
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ng.mL
-1

 a 4,5 ng.mL
-1

, tais resultados não corresponderam à faixa linear do Pyr observado 

pela Figura 18. Enquanto que no dia 15/12 e 05/01, foi obtido valores superiores aos dias 

anteriores. A quantidade de concentração encontrada foi: 6,0 ng.mL
-1

 a 17,6 ng.mL
-1

, esses 

resultados estão correspondentes a faixa linear do Pyr. O que é perceptível que a 

concentração mais elevada refere-se ao Ponto 3. Diante deste contexto, o Ponto 3 refere-se 

a Figura 13, onde é a junção de um braço do córrego com a água tratada da Estação de 

Tratamento de  Esgoto  Guaxinim, que é depositada grande parte do esgoto urbano.  
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Figura 24. Valores das concentrações em (ng.mL
-1

), pontos de coleta e os respectivos dias. Após 

tratamento analítico do método de extração líquido-líquido em água do córrego obtendo-se o HPA 

Pyr. 

 

Tabela 12, temos representado os valores das concentrações do composto BaP 

obtida pelo método de ELL. Que também pode ser visualizado pela Figura 25. Nesta figura 

podemos observar a correlação entre a concentração em ng.mL
-1

 e os pontos de coleta nos 

referentes dias elencados. No dia 30/08 temos somente um valor de concentração que está 

correspondido a linearidade e este faz parte do Ponto 1, com valor de 5,3 ng.mL
-1

 as 

demais concentrações estão fora da faixa linear, igualmente para o dia 15/09. Mas para os 

dias 15/12 e 05/01 todos os pontos foram detectados/encontrados elevadas concentrações 

dos analitos e que estas estão dentro da curva analítica, novamente o Ponto 3 é destacado 

para os dois dias, temos uma elevada quantidade de concentração com os respectivos 

valores: 13,7 ng.mL
-1

  e 22,6 ng.mL
-1

, que estão dentro da fixa linear.  
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Figura 25. Valores das concentrações em (ng.mL
-1

), pontos de coleta e os respectivos dias. Após 

tratamento analítico do método de extração líquido-líquido em água do córrego obtendo-se o HPA 

BaP. 

 

Na Tabela 13 esta representada a concentração do composto Pyr, que também pode 

ser visualizada pela Figura 26. Como já descrito anteriormente, foi possível observar a 

existência deste composto, por meio razão da concentração ng.mL
-1 

e os pontos de coleta, 

decorrentes dos dias definido em estudo. Tais valores foram obtidos pelo método de FIL. 

Nos dias 30/08 e 15/09, não foram encontradas concentrações dentro da faixa linear. No 

dia 15/12 somente o Ponto 4 expressa valor inferior  aos demais pontos. Para o dia 05/01 é 

encontrado quantidades de concentração que estão correlacionadas com a faixa linear. 
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Figura 26. Valores das concentrações em (ng.mL
-1

), pontos de coleta e os respectivos dias. Após 

tratamento analítico do método de filtragem em água do córrego obtendo-se o HPA Pyr. 

 

Por fim a Tabela 14 representa os valores das concentrações obtidos nos pontos. 

Que é igualmente representado pela Figura 27. Nos dias 30/08 e 15/09 em todos os pontos 

não obtiveram concentrações correspondentes à faixa linear. Mas nos dias 15/12 e 05/01 

em todos os pontos foram encontrados concentração do composto BaP que 

corresponderam a faixa linear, principalmente no Ponto 1 com o valor de 23,3 ng.mL
-1

 

neste local encontra-se uma grande concentração de veiculares, assim pode-se afirmar que 

existe deposito de resíduos advindos da combustão, pois muitos compostos orgânicos são 

formados pela combustão incompleta da combustíveis [83].  
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Figura 27. Valores das concentrações em (ng.mL
-1

), pontos de coleta e os respectivos dias. Após 

tratamento analítico do método de filtragem em água do córrego obtendo-se o HPA BaP. 

 

Além do estudo de comparação entre os métodos aplicados também foi realizado 

uma nova comparação, focalizando os métodos de filtração e extração líquido-líquido. 

Essa nova abordagem procedeu da seguinte forma: com as amostras de cada ponto de 

coleta do dia 05/01/15, foi realizado o método de filtragem e com a obtenção da água 

filtrada, foi realizado o método de extração líquido-líquido seguindo as normas 

estabelecidas no procedimento experimental.  

Nesse contexto, essa comparação aconteceu entre os métodos citados. Essa 

investigação foi proposta com a intensão de averiguar se após a realização do método de 

filtragem, se a água obtida após passar pelo processo de FIL, se na mesma iria conter os 

analitos Pyr e BaP e também se o papel filtro utilizado no procedimento contendo uma 

porosidade em (μm) é suficiente para barrar os analitos na passagem da água pelo papel 

filtro, ou seja, se são permeável ou impermeável. Essa constatação foi para avaliar se o 

método FIL, proposto neste estudo é eficiente neste tipo de análise. Diante deste contexto, 

a Figura 27 apresenta os resultados obtidos.  
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Figura 28. Concentração dos HPAs Pyr e BaP após o processo de ELL do descarte da solução 

usada no processo de FIL. 

 

Os resultados obtidos, a partir dos valores das concentrações dos respectivos pontos 

de coleta do dia 05/01/15. Após, realizar a coleta foi realizado o método de filtragem e, em 

seguida, com o descarte realizou-se o método de extração liquído-liquído. Assim, podemos 

verificar que ao realizar essa análise, foi possível observar que a quantidade de 

concentrações obtidas, pelo método FIL foi maior que o método de ELL. Essa diferença é 

apresentada tanto na Figura 28 como também discorrida na Tabela 15.  

 

Tabela 15. Resultado do descarte da solução com suas respectivas quantidades de HPAs obtidos 

pelo método FIL e ELL do FIL. 

 

Método FIL 

HPA Pyr (15,8; 11,3; 14,3; 9,7 e 13,9) ng.mL
-1 

HPA BaP (23,3; 20,8; 23,5; 15,9 e 22,4) ng.mL
-

1 
 

Método ELL do 

FIL 

HPA Pyr (0,12; 0,08; 0,11; 0,13 e 0,11) ng.mL
-1 

HPA BaP (0,13; 0,12; 0,13; 0,13 e 0,08) ng.mL
-

1 

 

 

Portanto, podemos afirmar que o método de filtragem é um procedimento que pode 

ser aplicado neste estudo, pois em todas as respostas adquirida por esse método foram 

satisfatórias enquanto a quantidade visualizada dos analitos Pyr e BaP em concentração. 
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Logo, a quantidade dos analitos Pyr e BaP em concentração foram inferiores das obtidas 

no FIL.  

 

5. 5 Analise estatística dos métodos empregados 

 

Neste estudo os resultados são atribuídos aos dados quantitativos nas analises 

analíticas, após obter resultados de interesse é verificado o quanto há de confiabilidade no 

processo empregado como e de acordo com [72]. Os procedimentos de validação de uma 

metodologia empregada, no final de uma análise devem estar de acordo com as exigências 

das regulamentações nacionais e internacionais [72]. 

 Sendo assim, neste estudo, a partir das informações obtidas com a mistura de 

solventes, foi elaborada uma curva analítica para os dois HPAs identificados de Pyr e BaP. 

Em seguida obteve-se um coeficiente de correlação linear entre as dependências da 

intensidade de fluorescência em função da concentração para cada HPA. 

Através deste procedimento estima-se o limite de detecção mínimo, em que este 

indica a concentração mínima de cada HPA encontrado e que este pode ser 

conhecido/detectado pela experiência realizada. As concentrações trabalhadas para os dois 

HPAs foi de 5 ng.mL
-1

 a 25 ng.mL
-1

. Nas Figuras 18 e 19 estão representadas as curvas de 

intensidade de fluorescência em função da concentração de cada HPA. Assim, com os 

coeficientes de ajuste e índices de concordância das curvas analíticas do Pyr e do BaP foi 

possível verificar os limites de detecção como já mencionado, o limite de quantificação, 

valor do R
2
, e os respectivos coeficiente angular e linear, como pode ser verificado na 

Tabela 8. As medidas das concentrações do Mix foram realizadas repetidas vezes para 

obter dados confiáveis. Também as medidas das amostras foram feitas em triplicatas sob as 

mesmas condições e com os mesmos parâmetros, esta repetição é importante para obter a 

média das concentrações e o desvio padrão como também o desvio padrão relativo.   

Na analise estatística referente à precisão da amostra no dia 05/01/15, para os 

compostos Pyr e BaP, foi aplicado a Equação 8. Obtendo-se os valores que estão 

representados na Tabela 13. 
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Tabela 16. Valores obtidos a partir das médias das concentrações determinadas e o desvio padrão 

relativo. 

 

DPR% - Método FIL 

HPA Pyr (1,32; 1,64; 1,33; 2,68 e 8,00) ng.mL
-1 

HPA BaP (0,91; 1,09; 0,28; 2,31 e 1,97) ng.mL
-1 

 

DPR% - Método ELL  

HPA Pyr (2,31; 2,48; 1,03; 4,83 e 8,59) ng.mL
-1 

HPA BaP (0,91; 2,72; 1,29; 3,79 e 1,43) ng.mL
-1 

 

 

A partir das médias das concentrações determinadas e o desvio padrão dos 

respectivos métodos de extração líquido-líquido e filtragem obteve-se os resultados para o 

coeficiente de variação. Como podem ser verificados na Tabela 13, os resultados 

apresentados após o teste de precisão, apresentou para a maioria das médias das 

concentrações dos analitos Pyr e BaP, da amostragem dos pontos de coleta, valores 

menores que 5%, indicando que a precisão é adequada de acordo com o guia de validação 

INMETRO 2007 [84]. 

Através do teste-t foi possível verificar se existe diferença significativa ou não entre 

os dois métodos aplicados na amostragem. No processo de ELL e FIL o teste-t para o HPA 

Pyr ao nível de significância de 0,05, não houve diferença significativa entre as médias da 

concentração encontrada, pois, (Stat t = 0,708056393) é menor que o valor crítico bi-

caudal (tcritico = 2,776445105), então é aceita a Hipótese H0 ao nível da concentração 

encontrada nas amostras logo não difere significante o método de ELL do método FIL, 

quando foi adotado o nível de significância (α = 0,05) e também para um grau de liberdade 

( GL = 4). Para os outros resultados obtivemos a mesma igualdade, em que o critico é 

maior que o Stant t. Portanto, a diferença entre as médias da concentração não é 

significativamente diferente. Então, por meio do teste-t, podemos verificar que o método 

de FIL não é significativamente diferente do ELL.  

Portanto, houve uma considerada diferença do total dos HPAs dissolvidos no meio 

líquido e aqueles adsorvidos na matéria orgânica particulada, pois as concentrações obtidas 

em diferentes valores são decorrentes dos analitos serem móvel, de ter a capacidade de 

adsorção em matéria orgânica [77]. Portanto, como se trata de um corpo corrente e inerente 

a regimes de chuvas temperatura, umidade, iluminação e outros fatores, que contribuem 

para as mudanças/alterações no que concerne a disparidades das quantidades de 

concentração encontradas em cada HPA. 
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6. CONCLUSÃO  

 

Neste estudo foi possível identificar e quantificar em todos os pontos de coleta os 

HPAs, pireno e benzo[a]pireno, através da técnica de espectroscopia de fluorescência 

sincronizada e dos métodos de extração liquído-liquído e filtragem, onde após apurar os 

resultados e os comparar conclui-se que o método de filtragem além de ser prático, rápido 

e de custo baixo, ainda evita a degradação dos HPAs nas amostras coletadas conforme as 

analises.  

Os compostos orgânicos, pireno e o benzo[a]pireno, tanto no procedimento de 

extração líquido-líquido como também no procedimento de filtragem foram observados os 

espectros nas regiões já descritas em referências, onde a verificação contou com a técnica 

de espectroscopia de fluorescência sincronizada nas análises destes fluoróforos, como a 

excitação acontece pela absorção da radiação eletromagnética através de suas moléculas, 

esse fato aconteceu quando a luz incidiu no analito. Assim, obteve-se os espectros destes 

HPAs quando houve uma variação na estrutura eletrônica da molécula e também quando 

os elétrons foram promovidos para um orbital de energia mais alta, saindo do seu estado 

fundamental para um estado mais excitado. 

Em relação aos métodos, fica demonstrado que o método de filtragem possui uma 

maior praticidade decorrente do manuseio experimental, e, devido ao seu baixo custo 

econômico, já o método de extração liquído-liquído apresenta um alto custo por conta do 

solvente Hexano (HPLC) e sua manutenção. A realização desta técnica exige um tempo 

maior de duração do processo de extração.  

É importante salientar, que ambos os métodos responderam de acordo com o 

esperado, pois neste estudo esperava-se encontrar os hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos pireno e benzo[a]pireno de interesse neste estudo, obtendo assim a 

quantificação desses compostos, pois em todas as amostras recolhidas dos pontos de coleta 

foram encontrados em uma quantidade de concentração com o valor de 10
-9

g/mL.  

Portanto, o método de filtragem é considerado um método eficaz para esse tipo de 

análise e ambos os métodos extração liquído-liquído e filtragem são complementares. Pelo  

método de ELL é possível se quantificar o total de HPAs dissolvidos na  solução da 

amostra d’água, em contrapartida o método de FIL consegue quantificar especificamente 

os que estão adsorvidos na matéria orgânica particulada como, os microrganismos, restos 
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de algas e plantas, sendo assim, aplicando os dois métodos de extração é possível de fazer 

uma analise diferencial dos HPAs presentes na amostra. Pode-se primeiramente realizar 

uma observação da amostra como também do local de estudo, iniciando o procedimento 

geral em seguida aplicando o método adequado para esse tipo de estudo, se tratando de 

ambiente aquático, que podem ter características e condições muito variadas, dependendo 

do relevo, vegetação e condições climáticas.  
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