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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) sdo compostos organicos
presentes na poluicdo ambiental. Sdo conhecidos por alguns apresentar toxidade, podendo
apresentar efeitos pré-carcinogénicos e mutagénicos para os seres vivos. Na maioria dos
casos, HPAs sdo detectados por técnicas cromatograficas, que envolve alto custo e
complexidade. Contudo, o uso da técnica de Espectroscopia e Fluorescéncia Sincronizada
(EFS), para identificar e quantificar a presenca dos HPAs, ja é uma realidade, embora
ainda ndo muito bem estabelecida. Nesse trabalho utilizou-se a EFS para detectar e
quantificar dois HPAs, Pireno(Pyr) e Benzo[a]pireno (BaP), nas agua do Cdrrego Rego
D'Agua, na regido central de Dourados/MS. Abordamos o desenvolvimento de duas
técnicas de preparo de amostras como, extracdo liquido-liquido e filtragem, sensiveis e
seletivas, para quantificar tais compostos em cinco pontos de coleta. As diferencas entre 0s
resultados obtidos usando esses diferentes procedimentos sdo 0s objetivos desse trabalho.
Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofotdmetro CARY ECLIPSE
(Varian). Para a quantificagdo dos HPAs foram obtidas curvas analiticas usando amostras
padrdo. Independente do preparo das amostras empregado, foi possivel identificar a
presenca 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
econémico; ja o0 método de extracao liquido-liquido, porém, apresenta um alto custo, pela
utilizacdo de uma grande quantidade de solvente e também por sua realizacdo exigir um
tempo maior de duracdo do processo. Apesar de o primeiro método ser considerado
rastico, apresentou 6timos resultados na quantificacdo em comparagdo com o segundo, no
que se refere as concentracbes quantitativas. Portanto, € considerado um método eficaz
para esse tipo de analise.

Palvras-chaves: Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos; Espectroscopia e Fluorescéncia
Sincronizada; Monitoramento Ambiental; Extracdo Liquido-liquido; Filtragem.
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ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) 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’agua 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 PAHSs, analytical curves were obtained using standard samples. Regardless of the
employed analytical procedure, it was possible to identify the presence of the two PAHSs 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.
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1. INTRODUCAO

1.1Aspectos gerais

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos organicos,
formados por dois ou mais anéis aromaticos conjugados, constituidos por atomos de
carbono e hidrogénio [1], e pertencem a um grupo de mais 100 substéncias quimicas
diferentes. Sao inseridos no ambiente por véarias formas como combustdo incompleta do
carvdo, petroleo e madeira [2]. Alguns desses HPAS, por possuirem propriedades toxicas,
sdo motivos de preocupacdo para a salde e o bem-estar dos seres vivos [2]. Eles afetam
negativamente os mamiferos (incluindo os humanos), aves, peixes, anfibios, invertebrados
e plantas em geral, principalmente as que pertencem ao meio aquatico [3].

A Tabela 1 traz especificadas as estruturas moleculares dos dezesseis HPAs que
exigem uma maior aten¢do do meio cientifico devido a sua alta toxidade (levando em
consideracdo que alguns dos HPAs descritos nesta tabela geram uma grande possibilidade
de incidéncia de tumores cancerigenos dentre outras doencas). Ainda estd descrito na
Tabela 1 a solubilidade (S) e a pressao de vapor (PV) nas fases sollveis e nas particuladas
desses elementos. Em especial, o HPA benzo[g,h,i]perileno destaca-se por ser altamente
insoltvel, ja que sua solubilidade é de 2,6.10™ mg/L. Ja4 o HPA naftaleno tem o valor da
solubilidade em torno de 31mg/L, o que j& pode ser considerado bastante soltvel. No que
se trata da pressdo de vapor, os valores circulam entre os compostos altamente volateis,
como o naftaleno e o comparativamente pouco volatil, como o dibenzo[a,h]antraceno [4-
5]. Na Tabela 1 destaca-se também que todos os HPAs descritos constam na lista de
poluentes prioritarios da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA) [4], 6rgao
que visa o controle desses poluidores ambientais. Outra caracteristica importante desses
compostos altamente perigosos para a salde humana e poluentes na atmosfera é que
apresentam de 2 a 6 anéis aromaticos ligados, e peso molecular (PM) variando entre 128 e
278 g/mol, também descrito na Tabela 1.

Ainda em relacdo ao peso molecular, observa-se na Tabela 1, que é inversamente
proporcional a solubilidade dos HPAs. Em analogia as caracteristicas lipofilicas dos
hidrocarbonetos, seus constituintes séo dispostos como moderados e altamente

lipossollveis, pois apresentam o coeficiente de particdo (octanol/agua) (Log.) entre 3,37



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

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos HPAs.

HPAs Siglas Estrutura Molecular ~ PM(g.mol™) S(mg/L) PV(Pa) LogKa
Naftaleno Na “ 128 31 10,4 3,37
Acenaftileno Acy Cée 150 16,1 9.10™ 4,00
Acenafteno Ace O'O 154 338 3.10™ 3,92
Fluoreno FI 166 1,9 9.102 418
Fenantreno Phe O‘O 178 1,1 2.10 4,57
Antraceno Ant ~ 178 45.10%  1.10° 4,54
¢ )
Fluoranteno Flt O’/Q 202 2,6.10" 1,2.10° 5,22
1
Pireno Pyr ’\O 202 1,3.10" 6.10™ 5,18
9
Benzo[a]antraceno B(a)A O 'O 228 11.10° 2,8.10° 5,91




Continuacéo da Tabela 1...

HPAs Siglas Estrutura Molecular ~ PM(g.mol™) S(mg/L) PV(Pa) LogKe,

Criseno Chy

CO 228 Nd 5,7.107 5,86

[

Benzo[b]fluoranteno B(K)F O‘*O 252 1,5.10° Nd 5,80
Benzo[K]fluoranteno B(K)F OO’/Q 252 8.10*  52.10° 6,00
Benzo[a]pireno B(a)P C_. 252 3,8.10° 7.107 604

O O 278 6.10* 3,7.10%° 6,75

Dibenzo[a,h]antraceno  D(a,h)A

-,
¢ )

Indeno[1,2,3-cd]pireno  I(cd)P

9

O 278 Nd Nd Nd

Benzofg hilperileno  B(g.hi)P ‘lc 268 2610° Nd 650

Nd. ndo determinado. Dados obtidos da referéncia [5].

Os HPAs tornam-se méveis nos ambientes atmosféricos, solos e principalmente em
aquaticos, diante da facilidade de se deslocar [6]. Sendo assim, 0 contato desses compostos
com os seres humanos pode ocorre por diversas vias, como: a inalagédo de ar, a ingestao de
aguas, contato com solos, poeiras e alimentos contaminados [6-9].

A presenga dos HPAs no meio ambiente & um fator que serve como indicador de

poluicdo ambiental [6]. Sendo assim, a pesquisa voltada para a identificacdo dos HPAs e



suas origens vem crescendo, dando destaque as técnicas cromatogréaficas (gasosa e liquida)
[7], e a espectroscopicas [4, 9-14], de caracterizacdo. Embora tendo as técnicas
discriminadas na literatura cientifica, ainda ndo se encontra, com clareza, métodos
analiticos e protocolos de medidas que visam tais identificacdes.

Sendo assim, o objetivo deste estudo é utilizar um método analitico considerado o
mais sensivel, &gil e barato para a identificacdo e quantificacdo simultanea dos HPAs,
utilizando a técnica de espectroscopia e fluorescéncia sincronizada (EFS) de acordo com as
referéncias [12-13]. Serdo também aplicados neste estudo metodologias de extracdo de
solventes em &gua, que serdo comparadas entre si. Para isso foram utilizadas amostras de

agua coletadas em varios pontos do corrego Rego D”Agua no municipio de Dourados/MS.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1- Origem e Aspectos Historicos dos HPAS

Os HPAs séo, por definicdo, compostos conjugados formados por hidrogénio e
carbono. Sua estrutura abrange pelo menos dois anéis aromaticos condensados, como foi
apresentado na Tabela 1. As configuragdes desses anéis denotam suas caracteristicas [5]. A
formacéo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sobrevém decorrente da combustéo
incompleta de materiais organicos inflamaveis como, combustiveis fosseis e outros
materiais organicos presentes no ambiente, advindos de:

a) fontes naturais - queimadas florestais, originadas por causas naturais, como as
atividades vulcanicas [15] e,

b) antropogénicas - queima do petroleo, carvdo e gas natural para fins industriais e
domesticos [8] e [16].

Sua origem ocorre de acordo com suas condicGes reacionais, como por exemplo, o
tipo de biomassa presente, quantidade de oxigénio, pressdo e, sobre tudo pelo calor [17];
incidindo também da decomposi¢cdo das moléculas organicas e recombinacdo subsequente
devido a altas temperaturas, ou ainda por longos periodos em baixa temperatura [17-20].

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

divididos e inseridos no ambiente [8].

HPAsno ar
T —
-, .
Deposicao Fotodecomposicao

Transporte de longo alcance

Figura 1. Esquema representativo da formacéo, distribuicdo e destino dos HPAs por meio da
atmosfera. Adaptado em portugués. Dados obtidos da referéncia [8].



Por varias décadas os HPAs tém se tornado objeto de estudo, partindo da
identificacdo dos mesmos como fonte cancerigena. A procedéncia de tais indagacdes
decorre originalmente da sua relacdo entre o contato dos limpadores de chamines com a
fuligem e o surgimento de cancer escrotal, observado pelo cirurgido britanico Sir Percival
Pott em 1775 [21-23].

Mas somente a partir de 1915, a associagdo do cancer e o contato com substancias
escuras comecam ser investigados, e isto, fez 0 meio cientifico voltar a atencéo para esses
compostos organicos [23]. Em 1918, M. Tsutsui descreve a inducao de tumores benignos e
malignos na pele de ratos, por meio de exposic¢do prolongada a certas misturas escuras que
certamente continham HPAs [23-24].

S6 em 1933, uma substancia betuminosa, consistente, escura e de forte odor, foi
obtida da destilacdo de certas matérias organicas, principalmente de carvdo. Neste tipo de
material que foi encontrado e identificado o HPA Benzo[a]pireno, classificando esse
composto como téxico e causador dos efeitos danosos a salde [25-26].

Na atualidade, estudos sobre a identificacdo e/ou quantificacdo destes compostos
vém se destacando em alimentos e algumas bebidas, bem como nas possiveis
consequéncias da inser¢cdo 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 eliminacdo 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 a severidade dos danos que os HPAs podem causar, surgem preocupacdes em
relacdo aos impactos da contaminacdo aquatica por estes compostos, evidenciando a
necessidade de monitoramento ambiental, visto que essa € uma das principais fontes de

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

2.2 Relacdo dos HPAs com a saude humana

Os HPAs sdo considerados, por programas de biomonitoramento, como sendo
carcinogénicos e mutagénicos [2]. Os humanos estdo continuamente expostos a poluidores,
contaminantes e produtos quimicos que podem ser encontrados em alimentos, ar ou agua,

que devido ao contato prolongado pode contribuir significativamente para a incidéncia de



canceres [31]. A Figura 2 representa 0 processo de agentes contaminantes, a sua formacéo,
como ele chega ao DNA e suas consequéncias.

Nesta figura, podemos observar a formacdo de HPAs através do cozimento
alimentar, por meio da exposicdo da matéria organica. O organismo ingere e 0 HPA passa
pelo metabolismo e enzimas sem sofrer alterac@es estruturais, como sao lipofilicos e
também por causa da estabilidade das moléculas ndo sofrem degradagdo. Assim,
atravessam as membranas celulares, podendo reagir com o DNA e consequentemente

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

Formacéo Absorcao Metabollsmo
'¢ B
. ( " N N OR
- \>—N“ - \>—NH —> N\>—NH
N
Enzimas ¢H Enzimas CH

3 3

Transicdo para o DNA

Reparagaol NER ¢ \QI \>_N _</ | )\

Mutagéo le)

TATCCGT . OP?_
4 s CANCER .

TATACGT

Figura 2. Esquema representativo da inser¢do de agentes causadores de cancer, através do DNA.
Adaptado em portugués. Dados obtidos da referéncia [31].

Na referéncia [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 residuo sdo suficientes para classifica-los como residuos perigosos
[33]. A afinidade entre o mecanismo de carcinogénese e a estrutura dos HPAs sdo
apresentados pelo o grupo da Agencia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(International Agency for Research on Cancer) (IARC) [33], que esta descrito na Tabela 2.



Tabela 2. Classificacdo dos HPAs quanto a sua carcinogenicidade, sendo a numeracdo indicativa
do grupo de risco, partindo do grupo 1 o de mais alto risco.

HPAs GRUPQO SEGUNDO IARC
BENZO{A)PIRENO 1
CICLOPENTA(C,D)PIRENO »
DIBENZO(A,H)ANTRACENO >z
DIBENZO(A,L)PIRENO Va
BENZO(AJANTRACENO 2b
BENZO(BJFLUORATENO 2b
BENZO{J)FLUORATENO 2b
BENZ O(K)FLUORATENO 2b
CRISENO 2b
DIBENZO(A,H)PIRENO 2b
DIBENZO(A,)PIRENO 2b
INDENO(1,2,3-C,D)PIRENO 2b
5.METIL-CRISENO 2b
BENZO{JJACENTRILENO 2b
BENZO(C)FENATRENO 2b

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

2.3 As propriedades fisico-quimicas dos HPA

As propriedades fisico-quimicas como, a pressdao de vapor, solubilidade, peso
molecular e o coeficiente de particdo, sdo os elementos que caracterizam os HPAs. Nesse
caso, sdo determinadas pela quantidade de anéis aromaticos, condensados ou fundidos, que
estdo interligados pelo menos em duas estruturas formadas por atomos de carbono e
hidrogénio, conhecida como duplas conjugadas [9]. De acordo com a quantidade de anéis
aromaticos, esse composto pode ser denominado de baixo ou alto peso molecular. Para ser
considerado de baixo peso é necessario que contenha no maximo quatro anéis aromaticos.
Nesse caso, apresentam maior volatibilidade e s&o sujeitos a transformagéo ou remogéo por

degradagdo fotoquimica ao entrar em contato com a luz [20]. Apesar de serem

8



considerados menos tdxicos existe a tendéncia a reagirem com outros poluentes, o0 que 0s
tornam de alta toxicidade [9, 27].

E considerado de alto peso molecular os HPAs que contém acima de quatro anéis
aromaticos e 0s que estdo associados, principalmente, com particulas no meio [34]. Neste
caso, é possivel observar a diminuicdo da sua solubilidade, especialmente na &gua,
apresentando grande resisténcia e menor degradacdo no contato ao ambiente. Assim,
tornam-se inalteraveis em especial em sedimentos anaerObicos com tendéncia em

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

2.4 O Pireno e o Benzo[a]pireno

Dentre os dezesseis contaminantes prioritarios descrito na lista da USEPA, e
mostrado na Tabela 1, destacam-se o pireno e o0 benzo[a]pireno, por apresentarem, segundo
alguns autores [9, 36-38] uma toxicidade elevada e uma grande presenca no meio ambiente
[38-39].

O pireno (Pyr) contém quatro anéis aromaticos conjugados e sua massa molecular é
de 202 g.mol™?, considerado, portanto, de baixo peso molecular. Sua solubilidade é de 1,3.
10" mg.L™ e sua formula quimica é (CiH10). Este composto é um poliaromatico apolar e
consequentemente hidrofilico, interagindo-se com a fase aquosa. A descricdo deste

composto esta representada na Tabela 3 [5].

Tabela 3. Estrutura molecular e caracteristica do HPA Pireno

Formula estrutural
‘ ‘

Abreviatura Pyr
Formula molecular (CeH10)
Amax - 334 nm®@ Ref. [5]

Classe quimica — Hidrocarbonetos Policiclico
Aromaéticos

NUmero de anéis aromaticos conjugados — (4)

(a) Comprimento de onda onde ocorre 0 méximo de emissdo deste HPA em um AA=40 nm



O benzo[a]pireno (BaP), possui massa molecular de 252 g.mol™, baixa solubilidade
em agua 3,8.10°mg.L™, desta forma, é praticamente insoldvel. Sua férmula quimica é
CaoH12. Por apresentar estas caracteristicas € considerado menos volatil. No meio ambiente
este composto € persistente e, quando inserido na agua, adsorve densamente nos
fragmentos ou na matéria orgénica [40- 41], sendo, portanto, um dos compostos mais
analisados e conhecido. Destaca-se também sua presenca em alimentos embutidos, ja que
sua permanéncia também é persistente em ambientes com mais alta temperatura. Suas

principais caracteristicas estdo descritas na Tabela 4.

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

Formula estrutural

Abreviatura BaP
Formula molecular (CxoH12)
Amax - 366 nm® Ref. [5]

Classe quimica - Hidrocarbonetos Policiclico
Aromaéticos
NUmero de anéis aromaticos conjugados - (5)

(b) Comprimento de onda onde ocorre 0 maximo de emissdo deste HPA em um AA=40 nm

Devido a essas peculiaridades desses HPAs, eles serdo o foco de estudo nesse
trabalho, ndo que os outros quatorze HPAs descritos na Tabela 1 ndo tenham a devida

importancia.

2.5 Metodologias analiticas aplicados na determinacéo de HPAs

De acordo com as referéncias [7, 9, 12, 41, 42], os métodos analiticos empregados
na determinacdo dos HPAs em matrizes liquidas, como pretendemos neste trabalho séo na
sua maioria baseados em tecnicas de cromatografia (liquidas e gasosas). Porém, tais
técnicas apresentam elevados custos e tempos de preparagdo se comparadas a outras

técnicas, por exemplo, as que envolvem métodos 6ticos [38, 43].
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Neste trabalho, usaremos a técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada
(EFS) para tais analises (descrita com mais detalhes no item 4.4). Mesmo empregando uma
técnica com relativo baixo custo e facilidade de preparacdo de amostra, alguns protocolos
de pré-concentracao, ou separacao, dos analitos devem ser empregados.

O método de extracdo consiste em separar um ou Varios componentes de interesse
de uma matriz (amostra). Esta técnica torna-se dtil, pois, as amostras ficam livres de
provaveis constituintes que possam interferir nas medidas e caracterizacao.

O método que frequentemente é utilizado em extracbes de matrizes liquidas é a
extracdo liquido-liquido (ELL), como proposto pela US-EPA [43] ou Standard Methods
[44]. Neste método, separa-se um elemento ou elementos especificos de uma determinada
mistura, fundamentado em suas diferentes solubilidades [45]. Esta metodologia é
normalmente usada apds uma reacdo quimica, em que faz uma transferéncia de solutos de
uma fase liquida para um solvente liquido [46]. Diante deste contexto, 0 método de ELL,
pode ser utilizado para a extracdo de diversos solventes, para comparacgéo e identificacdo
de compostos organicos, ou outros analitos de interesse [47].

Outro método interessante, o qual envolve um baixo custo de preparacdo é
conhecido como método de filtragem. Este método € utilizado para separar um solido de
liguido ou de outro liquido que esteja em suspensdo. A passagem do liquido ou fluido,
acontece por meio permeavel que possui uma porosidade adequada e que seja capaz de

reter as particulas solidas, em que essas serdo na sequéncia analisadas [48].

2.6 Métodos espectroscépicos de interacdo da radiacdo com a matéria

Métodos baseados em espectroscopia sdo largamente aplicados em quimica
analitica. Tais medidas sdo fundamentadas nas interacdes da radiacdo eletromagnética com
a matéria. Através de tais interacdes das radiacfes com a matéria pode-se obter dados
valiosos sobre a estrutura e quantidade de &tomos e/ou moléculas [49].

A radiacdo eletromagnética é caracterizada por campos magnéticos e elétricos
temporariamente e espacialmente varidveis e perpendiculares entre si, como visto na
Figura 3(a). A propagagdo de uma onda eletromagnética ndo necessita de um meio fisico
como no caso de ondas mecénicas. No vacuo, a velocidade da onda eletromagnética é bem

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

frequéncia (v) e amplitude (A), como representado na Figura 3(b).

Campo elétrico !

y a) |4—L omprimento da onda, 7\.—'-\
3 Amplitude,
. 3
Campo 2 ;i
it D
_magnético x 20
z ] 4
U
Direcio |
de o
propagacd ————Tempo ou distancia

Figura 3(a). Representacdo de uma onda no plano-polarizada propagando-se ao longo do eixo Xx.
Figura 3(b). Aspecto da vibracdo de um campo elétrico em uma dada frequéncia e sua
configuracdo senoidal no espacgo e tempo. Dados obtidos da referéncia [49]

A radiacdo eletromagnética €& comumente representada pelo espectro
eletromagnético que abrange radiacbes nas regibes desde as ondas de radio, com
comprimentos da ordem de centenas de metros até os raios gamas com comprimento de
onda na escala do ndcleo atbmico passando por toda regido do espectro visivel.

Sob o ponto de vista corpuscular podemos tratar a radiacdo eletromagnética como
particulas chamada de fétons. O féton € a particula elementar mediadora da forca
eletromagnética, denominada por Einstein como fotons de energia radiante, que se
encontra quantizada em pacotes de energia [50].

Quando a radiagdo eletromagnética atinge um elétron de um atomo qualquer, no
estado fundamental, a interacdo do foton, ou radiacdo eletromagnética, pode promover uma
transferéncia de energia correspondente exatamente a uma diferenca de energia entre dois
estados da molécula (o fundamental e um outro chamado de excitado). Nesse caso, ha o
gue chamamos de promocdo de excitacdo para um estado superior, como é mostrado na
Figura 4. Vale ressaltar que a interacdo da radiacdo com os elétrons da molécula nem
sempre resulta nesse tipo de transferéncia de energia. Outras formas, como a transi¢do
vibracional e rotacional podem existir.

A influéncia muatua da radiacdo eletromagnética com a matéria apresenta um
comportamento individualizado para cada tipo de substancia molecular observada, onde a

amostra em estudo € estimulada por meio de uma oscilagdo em fase dos campos elétricos e
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magnéticos, que por sua vez apresenta disparidade em seu estado de excitagdo. Observa-se,
também que apds o contato de um analito com a radiacdo eletromagnética havera algum

tipo de alteracdo na espécie de interesse [49].

Estado excitado

T
.
T

Estado fundamental

Figura 4. Reproducdo de uma transigdo eletrdnica com absorcao de energia. Fonte: OLIVEIRA, R.
A. N.

Uma espécie poliatbmica ao absorver radiacdo eletromagnética ocorre mudangas
dos niveis de energia, como podemos observar na Figura 5. Nesta figura a energia Eo,
representa o estado fundamental, e E; e E; pertencem o estado eletrénico excitado de uma
molécula. Cada tipo de radiacdo, aqui representada por Infra-vermelho (IR), visivel (VIS) e
ultra-violeta (UV), promovem essa alteracdo do estado de energia de uma maneira distinta,

de acordo com a energia da radiacao [49].

IR VIS uv

(=Nl SRV

= SR PE R N

Energia

(= SR VRN
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0 ] r " "
oA A A A A

5

Figura 5. Diagrama de niveis energéticos e as mudancas que ocorrem durante a absor¢do da
radiacdo nas regides (IR), (VIS) e (UV). Dados obtidos da referéncia [49].
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As energias presentes nos estados vibracionais quando associadas em cada estado
eletronico da molécula, tem sua determinagdo por meio das linhas horizontais, que s&o
indicadas nomeadamente por 1, 2, 3 e 4, onde o nivel de menor vibracdo é indicado por 0,
como € visto na Figura 5. Ja o estado rotacional é associado ao movimento que a molécula
realiza ao redor do seu centro de gravidade. Os estados rotacionais sdo superpostos a cada
condig&o vibracional.

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

(Equacéo 1)

E= Eeletrénica + Evibracional + Erotacional

onde:

Eeletronica € @ €nergia associada com os elétrons nos varios orbitais externos da
molécula; Eyibracionat € @ energia da molécula devido as vibragdes interatdbmicas; Erotacional €
a energia associada com a rotacdo da molécula em torno do seu centro de gravidade.

Alguns elementos, quando sdo expostos a radiacdo eletromagnética, seus elétrons
passam para o estado de excitagdo, contudo durante o processo de relaxamento liberam
parte da energia na forma de fotons. Nesse caso sdo conhecidos como emissores da
fotoluminescente [49]. O mecanismo de producdo da fotoluminescéncia é representado na

Figura 6.

Figura 6. Processo de absor¢do da radiacdo eletromagnética e fotoluminescéncia. Dados obtidos da
referéncia [51].

Como é perceptivel pela Figura 6, para que ocorra a absor¢do do féton excitador

deve-se considerar um valor de energia apropriada representada pela Equagéo 2:
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hv = AE, (Equacéo 2)

onde:
h = constante de Planck (6,63x10°%*J.s)
hv = energia do foton;

AE = é diferenca de energia entre o estado fundamental e o estado excitado.

Ainda, a fluorescéncia é caracterizada por um tempo de emissao do elétron excitado
muito curto, da ordem de 10 s

A interagdo da radiagdo com a matéria também pode ocorrer de maneiras mais
diretas, como é o caso da absorcao, espalhamento e transmissao.

A absorcao das radiacbes ocorre em frequéncias caracteristicas para cada espécie
molecular. Esta absorcdo é aplicada pela lei de Beer-Lambert, mais conhecida como lei de
Berr. Tal lei, mostra quantitativamente como a energia de um feixe de radiacdo reduz por
area unitaria ao atravessar uma amostra. Esse processo depende do tipo e da concentracdo
das moléculas absorventes, além da distancia do caminho por onde ocorre a absor¢édo [49].

Desta forma, a lei de Beer estabelece que absorbancia de uma substancia em
solucdo € diretamente proporcional a sua concentracdo (c, o) e a espessura (I). Nesse
fendmeno o resultado da reducdo da intensidade de luz é representado por uma equacéo
que envolve a razdo entre a intensidade de incidéncia (lo) e a intensidade transmitida pelo
material (I;). Essa razdo € comumente expressa por porcentagem de transmitancia do

material, de acordo com a Equacao 3:

% T= 1/ o (Equacdo 3)

A transmitancia e a absorbancia sdo ajustadas logaritmicamente, de tal forma que
ao passo que a absorbancia de uma solucdo aumenta, a transmitancia diminui, que é

expressa pela equacdo 4:

A=logly/ 11 (Equacéo 4)

Assim, podemos definir o processo de absor¢do para determinar um analito em uma
determinada amostra [49].

No espalhamento da radiacdo, a energia que incide em uma direcdo pode ser

espalhada ou desviada para outras direcdes, produzindo-se radiacdo difusa, sendo que
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algumas vezes o comprimento de onda da radiacdo espalhada é diferente do comprimento
de onda decorrente do elemento dispersante [49].

2.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

Na técnica de espectroscopia de fluorescéncia utiliza-se como fonte de excitacéo
radiacdes eletromagnéticas que correspondem as regides do espectro eletromagnético entre
ultravioleta proximo (UV), o visivel (VIS) e o infra-vermelho (IR), como visto na Figura 5
e que na regido UV-Vis 0s espectros acontecem nos comprimentos de onda que vao de 180
nma 780 nm.

Diante deste contexto, 0s métodos espectroscopicos de fluorescéncia séo
fundamentados na medida e interpretacdo da quantidade de radiacdo produzida, absorvida
ou emitida pelas moléculas, ions ou espécies atdbmicas de interesse, também conhecidas
como fluoroforos [52].

Quando os fluordforos sdo excitados, eles sdo distinguidos por meio das bandas de
radiacdo eletromagnética de absorgdo e emissdo. Uma banda pode ser descrita como uma
faixa de comprimento de onda, onde estes niveis vibracionais sdo permitidos pela
molécula.

A espectroscopia de fluorescéncia € amplamente empregada na industria de
petroleo para analises e classificacdo de diversas amostras. A literatura apresenta uma série
de apontamentos sobre as vantagens e desvantagens inerentes a técnica [53-54]. Também €
aplicada em analises clinica, agricultura, engenharia, ciéncias forenses, biologia e quimica
entre outros [49].

Como ja mencionado, o processo de fluorescéncia consiste na absorcao 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 € acompanhado pela liberacdo de
energia em acesso por meio da emissdo de radiacdo. O processo total desta acdo € muito
curto, ou seja, acontece em milionésimo de segundos, 10 ° s para moléculas diatomicas.
Sao moléculas formadas por dois ou mais atomos [52].

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

como um complemento da Figura 5.
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Figura 7. Diagrama de Jablonski erepresentagdo das posicdes relativas a absorgdo e os espectros de
fluorescéncia e fosforescéncia. Dados obtidos da referéncia [52]. Adaptado em portugués.

E importante ressaltar que o diagrama de Jablonski é uma ferramenta importante
para descrever 0s processos quanticos envolvidos na absor¢do e na emissdo da luz. Pois, 0
estado estimulado de uma molécula, originado pela absorcdo de luz, é um estado
energicamente maior que o respectivo estado fundamental. A dispersdo do excesso de
energia pode acontecer por meio de processos nao radiativos ou processos radiativos, onde
no primeiro caso acontece pela dissipacdo ocorrida pela perda de calor e no segundo
evento acontece pela emissdo de luz, como ja descrito.

A conversdo interna (IC) de energia é uma transi¢do ndo radiativa € intrinseca entre
um estado excitado e um estado de menor energia de mesma propriedade. A diferenca de
energia S, — S; nesses niveis vibracionais se sobrepde entre os dois estados. Mas, as
reacOes fotoquimicas acontecem a partir de S;. E perceptivel que na conversio interna a
relacdo entre S; — Sp é mais lenta, aqui acontece a fluorescéncia, sua velocidade entre o
tripleto é da mesma ordem de grandeza da transicéo singleto. O tempo de 10*sa 10 é 0
periodo que acontece a conversdo interna, esse tempo pode ser menor ainda e o tempo de
vida da fluorescéncia é da ordem de 10° s [52].

No cruzamento intersistemas (ISC) acontece o acoplamento spin decorrente da
existéncia de uma pequena diferenga energética entre os estados singleto e tripleto, que se

chama acoplamento vibracional como, por exemplo, moléculas que estdo no estado S; €
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submetida a conversao de spin para o primeiro estado de tripleto T;. Entdo o cruzamento
intersistema reverso de T; — S;, podem acontecer quando a diferenga de energia entre 0s
estados Ty e S; for pequena e quando o tempo de vida T, for maior suficiente para esse
evento acontecer. Esse processo gera a fluorescéncia atrasada, nesta acdo o espectro de
fluorescéncia ¢ comum, entretanto o tempo de vida de decaimento de fluorescéncia é
maior, isto acontece pela razdo da estabilidade da molécula estar no estado tripleto T, este
evento acontece antes da molécula emitir no S; [52].

Nas solucgdes concentradas, o choque entre duas moléculas que estdo no estado T,
poderd proporcionar energia suficiente, em que permitird que uma delas retorne ao estado
Si1. Esse processo € nomeado de aniquilagdo tripleto-tripleto. Assim, pelo motivo da
molécula ser excitada e atingir o estado T, esta podera absorver fétons em outros
comprimentos de onda, visto que esta transicdo é permitida.

Portanto, a fluorescéncia advém das energias menores ou por comprimentos de
ondas maiores. Este fendbmeno foi observado por G. G. Stokes, entdo o deslocamento
acontece nos comprimentos de ondas maiores do que o comprimento de onda empregada
na excitacdo da fluorescéncia, essa conducdo é conhecido como deslocamento de Stokes
[52]. Um exemplo desse deslocamento € visualizado pela Figura 6, que difere os
comprimentos de onda da radiacdo incidente, emitida ou espalhada.

Figura 8. Definicdo de deslocamento de Stokes. Dados obtidos da referéncia [52].

Esta figura tras informacOes sobre o desvio de Stokes sendo a diferenca entre o
valor a absorcéo e a emissé@o, 0s comprimentos de onda s3o maximos, na primeira o A; € N0
segundo o As resultando em Av = 7, - vy

O desvio de Stokes € a diferenca entre os valores maximos da primeira banda de

absorcéo e do espectro de fluorescéncia (expressos em numeros de onda), este parametro €
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importante, pois pode fornecer informacdes 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 préatico, a deteccdo de uma espécie fluorescente é claro mais facil
quando o deslocamento Stokes é maior [52] Portanto, métodos Opticos sdo processos de
emissdo analiticamente importantes nas analises amostrais em determinado estudo. No
presente estudo, é empregada a espectroscopia de fluorescéncia sincronizada (EFS), para

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

3.1. Objetivo geral

Utilizar a técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada (EFS) para
identificar e quantificar a presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) e
avaliar o processo de filtragem como método de separagdo dos HPAs da agua do corrego

Rego D'agua no municipio de Dourados/MS.

3.2. Objetivos especificos

-Testar a validacdo do método EFS para analise de HPAs nas amostras de dgua do
cérrego.

-Desenvolver/aplicar novo procedimento via Filtragem para extracdo dos HPAs
para posterior quantificacéo.

-Confrontar os tipos de preparagdo das amostras como: Filtragem e Extracdo
Liquido-liquido na eficiéncia do método EFS.

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

concentracdo (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:

- Solucdo de 1 mL com mistura de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos em
Acetona (EPA PAH Mix-B- Aldrich). Os HPAs contidos nesta mistura em geral sdo as
concentracdes 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 - ¢,d]pireno (I[cd]P);

- Metanol 99,9% UV/HPLC — Espectroscopico da marca VETEC®:

- Hexano 99,5% UV/HPLC (misturas de isbmeros) — Espectroscopico marca Sigma
Aldrich® e;

- Agua ultrapura - Milli-Q.

4.2 Amostras

A érea de estudo esta inserida nas esferas territoriais do municipio de Dourados,
segundo a Regionalizacdo do IBGE', encontra-se localizada na Regi&o Centro-Oeste do
Brasil, situada ao sul do Estado de Mato Grosso do Sul - MS, como mostra a Figura 9. O
municipio de Dourados encontra-se a uma altitude de 430 metros, com uma area de
4.096,9 km?, e possui, atualmente, 210.218 habitantes. Localiza-se entre as coordenadas
geogréficas latitude 22° 13' 16" S e longitude 54° 48' 20" W, , [55-56].

! Os dados séo obtidos da Regionalizagio do IBGE. Disponivel 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. Localizacdo do perimetro urbano do municipio de Dourados - MS. Dados obtidos da
referéncia [57].

Na éarea urbana de Dourados s&o encontrados oitos cérregos: Laranja Doce, Corrego
da Lagoa, Agua Boa, Rego D'agua, Paragem, Chico, Olho D'agua e Engano, todos com
nascentes no perimetro urbano [66]. Contudo, para este estudo foi enfocado somente o
corrego Rego D'agua, ja que, sua maior parte estd na regido central do municipio. Com
nascente provavelmente na rua Cuiabg, atravessa os bairros Vila Sdo Pedro, Jardim
Londrina, Jardim Independéncia, Jardim Rigotti, Vila Adelina, Jardim Italia, Vila Hilda,
Jardim Agua Boa, Jardim Nana, BNH 4° Plano, Canad VI (Cachoeirinha), Cachoeirinha
(onde fica a Estagdo de Tratamento de Esgoto Guaxinim?) e Jardim Rasslem. Dentro do
Parque Ambiental Rego D'agua, o corrego divide-se em dois bracos, um segue em linha
reta passando pelo BNH 4° Plano e o outro braco 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 coérrego identificando os pontos de
amostragem em que foram realizadas as coletas. Foram elencados cinco pontos, a partir da
percepc¢do de contaminantes ambientais visiveis e também pelo motivo do corrego possuir
uma concentragdo populacional em seu entorno. A Tabela 5 mostra 0s pontos com a

descricdo do local e as coordenadas geograficas de cada ponto.

2 A 4gua tratada na Estacéo de Tratamento de Esgoto é despejada diretamente no Cérrego Rego D'agua.
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Figura 10. Percurso do Cérrego Rego D'agua e os respectivos pontos de coleta. (Imagem: Google
Maps).

O Ponto 1, de coleta estd localizado na nascente do Corrego Rego D'agua, de
coordenadas S 22° 13°59.0” e W 54° 48°48.4”. A imagem da Figura 11, representa uma
visdo 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 22°15°00.2” ¢ W 54° 48°58.4”, na imagem da Figura
12, esté situado no Parque Ambiental Rego D'agua que esta cercado por diversos bairros

populacionais. Nesse local muitas pessoas versam suas atividades fisicas.

Figura 12. Ponto 02 - Formacéo do lago Parque Ambiental Rego D'agua e parte interna do parque.
(Imagens: OLIVEIRA, R. A, N.).

Ponto 3, de coordenadas: S 22° 15°06.6” e W 54° 49°63.0”, esta representado na
imagem da Figura 13, se localiza adjacente a Estacdo de Tratamento de Esgoto Guaxinim,

localizado na Vila Cachoeirinha, municipio de Dourados — MS.

Figura 13. Ponto 03 — Jungdo de um braco do cOrrego com a &gua tratada da Estacdo 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 22° 14°57.14” ¢ W 54° 49°13.5”, visualizagdo da
imagem pela Figura 14, local proximo das residéncias no interior da Vila Cachoeirinha,

considerado um dos bairros mais populosos da cidade.

4

Figura 14. Ponto 04 — Corrego Rego D'agua no interior da Vila Cachoeirinha, residéncias em torno
do corrego. (Imagens: OLIVEIRA, R. A.N.).

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

15, onde o corrego termina e a mais ou menos a 300 m renasce sua jun¢do com o Cérrego

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

Figura 15. Ponto 05 — Término do Corrego Rego D'agua, encontro com o Corrego Agua Boa.
(Imagens: OLIVEIRA, R. A.N.).
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Tabela 5. Representagdo do ambiente de coletas e as suas respectivas coordenadas.

Pontos Descri¢do Coordenadas Geograficas
1 Nascente canalizada S22°13°59.0” e W54°48°48.4”
2 Parque Ambiental Rego D'agua S22°15°00.2” e W54°48°58.4”
3 Estacdo de Tratamento de Esgoto Guaxinim | S22°15°06.6” e W54°49°63.0”
4 Residéncias em torno do cérrego S22°14°57.14” ¢ W54°49°13.5”
5 Término do Corrego Rego D'agua S22°15°01.1” e W54°49°16.0”

4. 3 Coleta e armazenamento das amostras

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

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

sendo que cada amostra possui 0 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 sequéncia foram realizadas mais duas coletas em um intervalo de vinte

dias.

Logo, todas as coletas foram feitas em periodos climaticos diferentes, pois as

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

Tabela 6. Condigdes meteoroldgicas nos respectivos dias e horario de coleta.

Dias Horario Chuva Temperatura (°C)
30/08/14 7h  as12h Néo 26
15/09/14 7h 30min as 12h 10min Pouco 32
15/12/14 6h as 11h Nao 31
05/01/15 6h as 12h 20min Nao 28

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

apos a coleta, os vidros ambar foram cobertos com papel aluminio e armazenadas em caixa

térmica sob temperatura de 4°C, para posterior analise [59-60].
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4. 4 Métodos analiticos de tratamento das amostras

4. 5 Método procedimento geral (PG)

O método descrito como procedimento geral (PG), ndo envolve o preparo da
amostra. Consiste na retirada direta de uma aliquota de mais ou menos 3 mL da agua
coletada, em que esta é transferida para a cubeta onde é realizada a medida em triplicatas.
Nesse caso, as medidas de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada sdo feitas
diretamente nessas amostras. O fato da agua do coOrrego conter uma vasta gama de
microrganismos, material particulado em suspensdo e outros pode ser observado muitos

ruidos nas medidas, o que é prejudicial as analises.

4. 6 Método de extracao liquido-liquido (ELL)

No processo de extracdo liquido-liquido (ELL) utilizou-se a metodologia
fundamentada nos trabalhos das referéncias [5, 36, 41]. Este processo segue uma série de
protocolos que estdo descritos na sequéncia. Retiram-se aliquotas de 100 mL das amostras.
Cada aliquota 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 a
insolubilidade dos meios (4gua e hexano) uma parte do extrato de hexano pode ser
retirado. Dada ao coeficiente de particdo dos HPAs com o hexano, nesse processo
pretende-se a transferéncia do HPA presente na amostra. Para uma melhor eficiéncia 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 baldo de fundo redondo do retroevaporador (IKA-RV10), misturada
com 10 mL de metanol HPLC, utilizou-se este solvente devido ao seu grau analitico e
também sua polaridade. A solucéo, entdo, foi aquecida a uma temperatura proxima a 40°C

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

Em seguida, esse extrato foi diluido em solugdo metandlica-aquosa, utilizando um
baldo volumétrico de 5 ml, com as respectivas medidas solugdo metanol-agua (1:1v/v);

solugdo metanol 50% (v/v) e na sequéncia a realizacdo da analise das amostras
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4. 7 Método de filtragem (FIL)

Observa-se que em sistemas aquaticos 0s compostos organicos poluidores sao
espontaneamente dissolvidos, assim, temos a matéria organica dissolvida (MOD) e
consequentemente vinculada a matérias de particulas em suspensdo (MPS) ambas as fases,

sdo associadas em sedimentos.

Nos sistemas que sao ricos em matéria organica, ocorre a interacdo dos HPAs com
a matéria organica. No entanto, as matérias organicas em ambientes aquaticos possuem
uma estrutura quimica complexa, esse fato deve-se, pela quantidade de por¢des existentes
de substancias ndo polares que admitem a interacdo com moléculas hidrofobicas, como os

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos [45, 61].

Estudos tem demonstrado uma forte afinidade dos contaminantes hidrofébicos com
a matéria organica dissolvida de acordo com [46-47, 62-63]. Visto que, no ambiente
aquatico que contem descarte como de esgoto, ou deposito de poluicdo 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 agua coletada nos
cinco pontos elencados, essa técnica ocorreu por filtracdo simples. Geralmente € utilizado
neste méetodo: funil, papel de filtro, copo de béquer e suporte. O funil auxilia as operacdes
envolvendo liquidos e no enchimento de frascos, também como suporte para o papel. Neste
processo o filtro é um instrumento proposto na filtracdo e que tem a funcédo de retencédo das
particulas alojadas na superficie porosa, neste caso no papel-filtro. O isolamento dessas
particulas acontece por meio da acdo de assoreamento, em que o corpo sélido é
armazenado no papel-filtro e a parte liquida escoa-se através do filtro se alojando no copo
béquer.

Para esse procedimento utilizamos um papel filtro com a espessura de 205 um de
diametro e porosidade de 14 um. O residuo aderido no papel filtro foi raspado da borda até
0 centro e entdo lavado com 10 mL de metanol de grau HPLC. Com esse extrato foi

realizado as analises.
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4. 8 A técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada (EFS)

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada (EFS) é um método,
considerado eficaz, pois € definida por uma maior seletividade, decorrente do
estreitamento da largura da banda espectral. Isto acontece porque essas bandas ao se definir
promovem a reducdo da sobreposicdo espectral dos diferentes compostos. Essa reducao
espectral é importante em determinado analito, pois impede o aparecimento de
espalhamento que em muitos casos é provocado pela fonte de radiacédo eletromagnética do
equipamento [36].

Na espectroscopia de fluorescéncia sincronizada, nos comprimentos de onda, de
excitacdo e de emissdo é realizado, um escaneamento simultaneo durante a obtencdo do
espectro. Ao iniciar uma analise, os comprimentos de onda de excitagdo (Agxc) € €missdo
(Aem) Sd0 selecionados e apos esta selecdo, ocorre uma diferenca entre esses (A), resultando
em AMAem - Aexc), por esse fator, ocorre o aumento da seletividade. Quando se realiza
analises em solucdo de diferentes misturas de compostos estes fatores se tornam
importantes, devido a varredura que é realizada neste procedimento. [5, 12-13, 41, 64].

A espectroscopia de fluorescéncia sincronizada teve seu desenvolvimento pela
primeira vez por LLOYD, J.B.F (1971)[65]. Entdo esse método é conhecido por ser util na
determinacdo simultanea de compostos organicos. Portanto, na técnica de espectroscopia
de fluorescéncia sincronizada, a seletividade e a sensibilidade aumentam, levando a
reducdo dos erros experimentais. E uma técnica rapida, simples, e particularmente
adequada na utilizacdo de método como monitoramento para regular a emissdo dos
poluentes organicos nos ambientes. Devido a praticidade desta técnica, alguns
investigadores tem utilizado nas analises de HPAs [42]. A principal vantagem desta técnica
é a determinacdo de HPA com macromoléculas a temperatura ambiente.

As medidas de EFS, nesse trabalho, foram realizadas em um espectrofluorimetro
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 fluorimetro, (adaptado). Dados
retirados da referéncia [66].

O sistema experimental foi ajustado de acordo com os parametros utilizados, de
maneira a selecionar cada HPA desejado. Para excitacdo de 200 a 600 nm, delta lambda
(AX) em 40 nm, fendas: excitagdo em 2,5 nm e emissdo em 5 nm. Para os dois HPAs de
interesse neste estudo, Pyr e BaP, os pardmetros utilizados neste estudo, o AA e as fendas

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

4. 9 Determinag&o da curva analitica para a EFS

A curva de calibracdo, ou curva analitica, consiste em uma curva baseada no sinal
de resposta. Neste estudo, é utilizada a intensidade de fluorescéncia, em funcdo da
concentracdo do analito para obter a linearidade. Assim sendo, foi utilizada uma amostra
padrao comercial de um "Mix” de HPAs, diluido em 50 mL de metanol HPLC. Apds a
diluicéo obteve-se a seguinte concentracéo de 500.10° g : 50 mL = 1.10” g/ mL. Com essa
concentracgao foi possivel identificar 04 HPAs, Pireno, Benzo[a]pireno com o parametro AL
em 40 nm e os HPAs Fenantreno e Criseno com o parametro AA em 100 nm de acordo com
PATRA, D.; MISHRA A K. (2001).

A partir da concentracdo final, chamada de solugcdo padrdo, foi elaborado cinco
outras concentracdes: 5; 10; 15; 20 e 25.10° g/mL, tais concentraces utilizadas para
realizacdo de cada curva foram variantes conforme a faixa de leitura de cada HPA. Desta
forma, para o pireno foram feitas diluicbes com pontos de concentragdo 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 concentracdo elaborada, todas as medidas foram realizadas em
triplicatas e em dias consecutivos utilizando-se da mesma solucdo [67]. Tanto a solugédo
como também as concentracdes foram armazenadas em vidro ambar sob a temperatura de
4° C. Assim, apds a obtencdo das cinco concentragdes realizou-se as medidas pelo método
de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada, obtendo-se a curva analitica.

A validacdo das metodologias analiticas proposta neste estudo foi pautada com base
nos seguintes parametros estatisticos: determinacao da linearidade, precisdo (coeficiente de
variagdo com base no desvio padréo, repetitividade e reprodutibilidade), limite de

deteccdo, limite de quantificacéo e o teste-t.

4. 10 Faixa de linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método determinar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito das amostras, dentro de uma
determinada faixa de concentracdo. A maioria dos instrumentos experimentais de medicéo
que existem estabelecem a sua faixa linear, requerendo por verificacdes em até que ponto a
faixa de concentracdo do analito coincide com a faixa linear [68].

Deste modo, se obtém a linearidade por uniformizagéo interna ou externa, sendo
descrita por meio da expressdo matematica, que serve para calcular a concentracdo do

analito a ser determinado amostra real. A equacao da reta que relaciona as duas variaveis €:

Y=a.C+Db) (Equagéo 5)

sendo: Y, a resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.); C, a concentragdo;
a, a inclinacdo da curva de calibracdo = sensibilidade; e b, a intersecdo com o eixo vy,
quando x = 0.

Neste procedimento a linearidade é observada graficamente ao se obter resultados
dos sinais analiticos em fungdo da concentracdo do analito. Outra forma de se obter é
calcular é por meio da equacdo da regressdo linear, resolvida pelo método dos minimos

quadrado. O coeficiente de correlacédo linear (R) é usado com frequéncia na indicagédo o
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guanto pode ser considerada adequada a reta de regressdo como um modelo matematico
[68 - 69].

Diante deste contexto, na realizacdo de anélises para se obter, o objetivo desejado é
preciso encontrar uma funcdo que relacione as medidas, realmente conseguidas com a
concentra¢do procurada. Logo, em qualquer analise é necessario fazer uma calibracéo,
onde o coeficiente de correlagdo linear pode variar entre 0< R< 1, sendo que, o valor de R
quanto mais proximo estiver de 1, o padrdo consegue descrever a variacao e isso possibilita
evitar erros aleatdrios estatisticamente [70].

Para a construcdo da curva analitica sdo necessarios alguns niveis de concentracao,
com no minimo cinco concentragdes. Neste estudo, obteve-se as curvas analiticas para 0s
dois hidrocarbonetos policiclicos aromaticos 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 préximo de 1, o que indica que existe uma correlacéo fortissima nesta analise para o
ajuste da reta [71-73].

4.11 Repetitividade

Na repetitividade as condi¢des podem se caracterizar pelo mesmo: procedimento de
medicdo, observador, instrumentos usados sob as mesmas condi¢des, local e por repeticbes
no menor espaco de tempo possivel. A repetitividade é expressa quantitativamente pela
caracteristica da dispersdo dos resultados e que pode ser resolvida através da analise de
padrdes, material de referéncia ou adicdo de analito ao branco da amostra, sobre as varias
concentragdes na faixa de trabalho [72].

Neste estudo, as leituras das amostras foram realizadas em triplicatas sob as
mesmas condicdes dos parametros, em que para cada litro de agua, independentemente de
qual era 0 método que estava sendo aplicado no momento de execugdo, a repeti¢do ocorreu

da mesma forma.
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4. 12 Limite de deteccéo e quantificacio

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo do analito que produz
um sinal com certo nivel de confianca estatistica. Neste parametro assumiu-se o limite de
deteccdo como a razdo de trés vezes o desvio padrdo da medida do branco pela
sensibilidade [73].

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do analito na amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢bes experimentais

estabelecidas [74-75]. Para essa validacdo, utilizam-se expressdes matematicas, descritas

abaixo.
p_DPPa.3 (Equacéo 6)
IC
DPa.10 (Equacéo 7)
TS

sendo, DPa é o desvio padrdo adquirido da curva de calibracdo procedente da analise de
um ndmero apropriado de amostras da medida do (n=10) e IC é o valor resultante da

inclinacdo da curva de calibracdo conhecida como sensibilidade [5, 72-73].

4. 13 Precisao

A precisdo de um método analitico é o parametro que avalia a proximidade
efetuada na mesma amostra. A precisdo é geralmente expressa como desvio padrdo ou
desvio padrao relativa, variancia ou coeficiente de variacdo (CV) de diferencas medidas.

As duas formas, mais comuns de expressar a precisdo é pela repetitividade e
reprodutibilidade em que ambas sdo dependentes da concentracao do analito e, deste modo,
deve ser determinada para um diferente nimero de concentracfes e, em casos relevantes, a
relacdo entre preciséo e a concentragdo do analito deve ser estabelecida, onde o coeficiente
de variacdo (CV%) ou o desvio padrdo relativo (DPR) pode ser melhor utilizado/util, pois

foi normalizado com base na concentragdo e deste modo ele é praticamente constante ao
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longo da faixa de interesse, contanto que esta ndo seja muito extensa que pode ser
calculado pela Equacéo 8 [ 76-77].

DP
CV =DPR% = ﬁ x 100 (Equagéo 8)

onde: DP = desvio padrdo e CMD = concentracdo média determinada.

4. 14 Reprodutibilidade

Reprodutibilidade € a precisdo ou grau de concordancia das medidas de um analito,
realizadas sob condicdes variadas de determinada medicGes. Mesmo ndo sendo
considerado um componente de validacdo de métodos executado, é considerada importante
quando se busca a verificacdo do desempenho dos seus métodos em relacdo aos dados de
validacao obtidos atraves de comparacgdo. A partir do desvio padrdo obtido e nas condicdes
de reprodutibilidade é possivel calcular o limite de reprodutibilidade (R), o qual permite ao
analista decidir se a diferenca entre os valores da duplicata das amostras analisadas sob
condic@es de reprodutibilidade € significante ou ndo [75-76].

4. 15 Teste —t

O teste - t Student é realizado por meio de uma comparacdo entre as médias
analisadas. O teste t pode ser utilizado como fator decisivo para validacdo 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 medicéo
pelo detector selecionado, sem causar um sinal visivel no teste de especificidade. Os
interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito também pode
depender da concentracdo. Se o teste calculado e comparado com a matriz ndo tem efeito
significativo sobre o ensaio, caso contrario a matriz tem efeito estatisticamente significante
sobre o resultado do ensaio. Pode-se concluir que os dados se ajustam satisfatoriamente ou

insatisfatoriamente na obtencgéo dos resultados dos dados analisados [75].

34



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtengéo da curva analitica com a amostra padréo

Para a obtencdo da curva analitica que representara a concentracao dos dois HPAs
de interesse neste estudo, o benzo[a]pireno (BaP) e o pireno (Pyr), em funcdo da
intensidade de fluorescéncia obtida pela analise por espectroscopia de fluorescéncia
sincronizada (EFS), realizou-se medidas utilizando a solucéo padrdo como descrito no item
4.1 do procedimento experimental.

A Figura 17 mostra o espectro normalizado desse Mix de HPAS, para um A A = 40
nm. O espectro foi normalizado com o objetivo em reduzir a influéncia de variantes
indesejados que poderia estar presente no conjunto de dados. Neste estudo, a normalizacéo
contou com o espectro maximo de cada HPA, em que foi possivel identificar os picos
méaximos referentes ao Pyr e ao BaP, em 334 e 366 nm respectivamente, que esta de acordo
com a referencia [5, 41]. Na Tabela 9 estdo descritos os comprimentos de ondas e as
intensidades relativas destes dois HPAS.

366 nm

1,0

Benzo[a]pireno
334 nm [alp

Pireno

0,54

Intensidade de fluorescéncia relativa

0,0

T T T T T T T T T
300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 17. Espectro de fluorescéncia normalizado da amostra padrao (Mix de HPA) paraum A A =
40 nm, com a identificacdo dos picos referentes a0 Pyr com a excitagio Aus = 334 nm e para o
BaP o Amax. = 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 padréo.

Pyr BaP
Intensidade relativa 0,7 1
Comprimento de onda (nm) 334 366

Usando diferentes concentracdes em metanol realizou-se as medidas de EFS com
0s mesmos padrdes descritos na Figura 17. Sendo assim, obteve-se uma relacdo entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentracdo de cada HPA de interesse. Ainda, vale
ressaltar que cada ponto € uma média de trés medidas, e o desvio padrdo é também
representado na curva pela barra de erros em cada ponto. As Figuras 18 e 19 representam

essa dependéncia para o Pyr e BaP, respectivamente.
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Figura 18. Curva analitica para determinacdo de Pyr. A linha vermelha representa o ajuste linear
realizado (n=3).
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Figura 19. Curva analitica para determinacdo de BaP. A linha vermelha representa o ajuste linear
realizado (n=3).

Pelas Figuras 18 e 19 observa-se que a dependéncia entre a intensidade
fluorescéncia e a concentracéo de cada HPA é aparentemente linear. Sendo assim, utilizou-
se a equacao da reta, para verificacdo desta linearidade. Os resultados dos ajustes lineares,
bem como os indices de concordancia estao representados na Tabela 8. Também os valores
dos limites LD e LQ dos autores: MOLINA, J. R. et al, (2013) [78], SANCHEZ, C. F. J. et
al. (2012) [79], GONZALEZ, F. V. et al. (2007) [80], OZCAN, S. TOR, A. AYDIN, M.
E. (2010) [81] e FERRETTO, N. et al. (2014) [82]. Esses valores estdo proximos dos

valores encontrados neste trabalho.

Tabela 8. Coeficientes de ajuste e indices de concordancia das curvas analiticas do Pyr e do BaP.

HPA a(u.a) b(u.a) R’ LD (ng.mL?)  LQ (ng.mL™) Referéncia

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 correlacdo linear, ou indices de
concordancia dos ajustes, foram proximos de 1, o que mostra que a escolha da equacéo
esta adequada. De acordo com as referéncias [67-68] ao obter um valor para o coeficiente
entre 0,91<R<0,99 pode-se afirmar que a correlacdo é fortissima. Nessa situacdo, 0 modelo
estatistico linear é confidvel para a verificagdo [71-75].

Tendo esses valores dos ajustes lineares propde-se uma equagéo que correlaciona a
intensidade de fluorescéncia (Ig), em medidas de EFS, com a concentracdo de cada HPA
estudado (Cupa), tendo por base sempre os mesmos procedimentos e parametros nas
medidas. Por meio da equagdo da reta descrita no item anterior, temos o coeficiente
angular da reta (a), cujo valor esta descrito na Tabela 8. Tais relagOes estdo representadas

nas Equacdes 10 e 11, para o Pyr e o BaP respectivamente:
Cpyr=0,26. Ir (Equacéo 10)
Cgap=0,20. I¢ (Equacéo 11)

ApoGs realizar as medidas de fluorescéncia das amostras coletadas, obtivemos
valores das concentracdes em (ng.mL™) para os respectivos compostos Pyr e BaP. Para tais
medidas usamos rotas para a concentracdo dos analitos de interesse para melhorar a relacéo
entre o sinal de medida e a quantidade de ruidos, que por ventura surgirem. Os métodos de
pré-concentracdo ja foram descritos nos procedimentos experimentais como: método de

extracdo liquido-liquido (ELL) e pelo método de filtragem (FIL).
5. 2 Anélises das amostras
5. 3 Analise da amostra pelo procedimento geral (PG)

Apds realizar as coletas foi observada uma grande quantidade de matéria organica,
gue € um composto formado por restos dos seres vivos (plantas, animais e outros), esses
residuos e particulas como foi chamado neste estudo, estavam contidas nas amostras, alem
dos residuos tambem 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 ap0s a

medida iriamos determinar e quantificar os compostos de interesse neste estudo.
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Diante deste contexto, a andlise foi realizada entre a relagdo da intensidade de
fluorescéncia em razdo do comprimento de onda, esse processo aconteceu através da
técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada. Essa metodologia empregada foi
para verificar se com as respostas dos sinais obtidos seria possivel observar os analitos de
interesse, assim, observou-se que 0s contaminantes exibiram um pico de intensidade tanto
para o Pyr como também para o BaP.

Diante deste pressuposto, a amostra em principio de analise, ndo poderia passar por
processos analiticos (tratamento da amostra). Com ajuda de uma micropipeta a amostra foi
colocada diretamente na cubeta e na sequéncia foi realizada a medida pela técnica EFS.
Pensou-se neste tipo de analise, pois ao utilizar a técnica descrita e os parametros aplicados
0S mesmos obteriam as respostas de interesse neste estudo. Pois, a faixa da regido
ultravioleta do espectro é geralmente considerada na faixa de 200 a 400 nm, e a regido
visivel entre 400 a 750 nm, como descrito no item 2.7. O resultado desta primeira analise
esta representada na Figura 20.

Diante disto, a regido aplicada na espectroscopia de absorcdo das moléculas na
regido ultravioleta para determinacdo quantitativa de composto pertencente ao grupo

absorvente, também é de interesse da espectroscopia de fluorescéncia sincronizada.
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Figura 20. Dependéncia da intensidade de fluorescéncia em funcdo do comprimento de onda de
emissdo da amostra sem passar pelo tratamento analitico, em que (v/v) 50% da amostra e 50% de
metanol grau analitico HPLC, obtendo-se a solug&o.
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Na Figura 20 é apresentado a quantidade de ruidos contido na amostra de agua do
cdrrego, entre 0s picos observados podemos elencar os provaveis compostos organicos Pyr
e BaP. Foi observado os picos nas regides dos comprimentos de onda de 334 nm e 366 nm
respectivamente aos contaminantes em estudo. Como ndo foi possivel separar esses
compostos dos demais ruidos, pelo motivo da quantidade encontrada de residuos/particulas
em suspensdo aderente a amostra e também na certeza de uma precisdo analitica, quando
se fala a respeito de HPAs, pois, alguns compostos tem a capacidade de adsorver a matéria
organica como, o composto BaP.

O HPA BaP é pouco soltvel em corpos d’agua e também sédo lipofilico, por isso,
tende a acumular-se na matéria organica que é constituidas por lipidios, carboidratos,
proteinas e outras substancias bioguimicas contidos em tecidos vivos (microrganismos),
em que esses contribuem com detritos a partir de organismos que vivem em ambientes
aquaticos [23, 77]. Assim, foi proposto o método de filtragem, uma nova abordagem neste
estudo.

5. 4 Analise usando os métodos de pré-concentracao

A Figura 21 apresenta um espectro tipico das medidas de fluorescéncia usando o
processo ELL para a obtencdo das amostras pré-concentradas, os sinais que foram
observados na amostra coletadas no Ponto 3, utilizando-se dos parametros otimizados para
a quantificacdo 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 tipico das medidas de fluorescéncia usando ométodo ELL para a obtengdo
das amostras pré-concentradas.

Ap0s, a realizacdo da analise pelo método de extracdo liquido-liquido e obter os
valores dos sinais submetido, através da intensidade de fluorescéncia e do comprimento de
onda, obtivemos os valores para a Ir, € com o valor do coeficiente angular da reta,
calculamos a concentracdo calculada (Ccaiculada) dos dois HPAS de interesse neste estudo, o
Pyr e o BaP, como podemos verificar na Tabela 9.

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

HPA IF a Ccalculada (ng'ml--l)
Pyr 64,61 3,73 17,89
BaP 112,20 4,96 22,60

No método de extracdo liquido-liquido como pode ser observado, os espectros de
absorcdo dos HPAs Pyr e BaP apresentam picos bem definidos, com o méximo de
intensidade de absor¢cdo em 334 nm e 366 nm para 0s respectivos compostos.

Podemos visualizar que na regido de baixa energia sua banda é larga e a partir que
passa para 0 estado de excitacdo seu pico torna-se mais estreito, esta caracteristica é
demonstrada com maior intensidade para 0 composto organico BaP.

E a Figura 22 apresenta um espectro tipico das medidas de fluorescéncia usando o
processo FIL para a obtencdo das amostras pré-concentradas, também os sinais observados
na amostra e que esta também coletada no Ponto 3, foi utilizado os mesmos pardmetros da
anterior na quantificagdo dos HPAs apresentado na figura e novamente a leitura do branco,

por meio da amostra de metanol HPLC.
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Figura 22. O espectro tipico das medidas de fluorescéncia usando o método FIL para a obtengdo
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 maximo de intensidade, para o Pyr.
e para 0 HPA BaP. Nesse método sua banda foi mais estreita do que apresentada no
método de ELL. Também calculamos a concentragdo (Ccaiculada), Para esse método, como

podemos observar pela Tabela 10.

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

HPA IE a Ceateutada (Ng-ML™)
Pyr 39.90 373 10,69
BaP 7758 4.96 15,64

Nos dois métodos podemos verificar que houve alguns picos de excitacdo, mas o de
interesse neste estudo foi os dois HPASs proposto neste estudo o Pyr e o BaP. A diferenca
entre os dois metodos aplicado séo, referente as intensidades adquiridas por cada método.
Podemos verificar essa diferenga como IggeLy) - lrr, fazendo os célculos para as
intensidades de cada HPA temos: para 0 composto Pyr = 24,70 e para o composto B(a)P =
36,62. Esta diferenca ndo foi uma estimativa muito distante entre os métodos aplicados.

Também é verificado por meio da anélise estatistica teste-t, que ambos as intensidades dos
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métodos ELL e FIL, ao nivel de significancia de 0,05 ndo houve diferenca entre as
metodologias aplicadas. Assim sendo, ndo ha diferenca significativa entre as intensidades
dos HPAs, pois, (Stat t = 0,105363103) € menor que o valor critico bi-caudal (tcritico =
12,70620474), portanto, € aceita a hipotese H, ao nivel dos valores das intensidades
encontradas para cada HPA.

Ainda que, do ponto de vista da comparagdo entre os valores, pode-se dizer que 0s
espectros de emissdo possuem um pico de intensidade bem definido para ambos HPAs e
também com os valores de (Ig) e (&) em que foram encontrados os valores das
concentragOes calculada, tanto no método de ELL como no método FIL, é verificado que
os valores obtidos estdo correlacionados com a faixa linear, pois, ambos estdo entre os
valores de (5; 10; 15; 20 e 25) ng.mL™.

Na Figura 23 realizamos um estudo de comparacdo entre os métodos aplicados:
Procedimento Geral, Extracdo Liquido-liquido e Filtragem. Para realizar a comparacao
entre os métodos, adotamos um Unico ponto de referéncia, 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 prioritario nesta analise foi a partir das respostas obtidas dos sinais
por meio da intensidade de fluorescéncia versus comprimento de onda, e, também por esse
local ser um receptor de descarte de efluentes do tratamento de esgoto da regido urbana do
municipio conhecido como: Estacdo de Tratamento de Esgoto Guaxinim.

O principal descarte que acontece nessa localidade refere-se a vasdo domeéstica,
incluindo nesse descarte alguns tipos de lixos como: alimentos, animais e principalmente
utensilios, tornando assim um local agregado com varios tipos de contaminantes. Como
podemos observar na Figura 23, a existéncia de varios sinais chamado neste estudo de
ruidos.

Assim, é perceptivel pela Figura 23 que o método direto houve muitos ruidos,
assim, consequentemente ndo se pode quantificar os analitos em estudo, pelo motivo de
muita mistura. Ainda assim, dentre os varios ruidos foi possivel 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 extracdo liquido-liquido e filtragem, que s@o explicados no

procedimento experimental.
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Figura 23. Dependéncia da intensidade de fluorescéncia em fungdo do comprimento de onda da
amostragem sem esta passar pelo tratamento analitico (comparagao entre os métodos). Amostra do

ponto 3.

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

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

datas descritas na Tabela 6, s&o 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 correlagéo da (IF) em razdo das concentragdes do HPA Pyr (Cpy,), extraido
dos pontos de coleta dos respectivos dias, pelo método de ELL.

Pontos Concentracéo Pyr (ng.mL™)
30/08/14 15/09/14 15/12/14 05/01/15
1 2,0 15 9,0 9,0
2 1,2 1,3 4,0 6,4
3 1,6 14 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 correlacdo da (IF) em razdo das concentragdes do HPA BaP (Cggp), extraido
dos pontos de coleta dos respectivos dias, pelo método de ELL.

Pontos Concentragio BaP (ng.mL™)
30/08/14 15/09/14 15/12/14 05/01/15
1 53 3,8 151 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 44 4,3 10,3 14,6

Tabela 13. Valores da correlagdo da (IF) em razdo das concentragdes do HPA Pyr (Cpy,), extraido
dos pontos de coleta dos respectivos dias, pelo método de FIL.

Pontos Concentracéo Pyr (ng.mL™)
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 57 11,3
3 1,7 2,6 12,6 14,3
4 0,6 0,9 34 9,7
5 0,4 0,9 6,9 13,9

Tabela 14. Valores da correlacdo da (IF) em razéo das concentragdes do HPA BaP (Cggp), extraido
dos pontos de coleta dos respectivos dias, pelo método de FIL.

Pontos Concentragio BaP (ng.mL™)
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 3.2 171 23,5
4 1,3 1,6 8,9 15,9
5 18 1,8 15,4 22,4

A Tabela 11 estd os valores referente a concentracdo do analito Pyr, que foi

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

representando a concentragdo 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™ a 4,5 ng.mL™, tais resultados ndo corresponderam & 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 concentracio encontrada foi: 6,0 ng.mL™ a 17,6 ng.mL™, esses
resultados estdo correspondentes a faixa linear do Pyr. O que é perceptivel que a
concentragdo mais elevada refere-se ao Ponto 3. Diante deste contexto, o Ponto 3 refere-se
a Figura 13, onde é a juncdo de um brago do cdrrego com a agua tratada da Estacdo de

Tratamento de Esgoto Guaxinim, que é depositada grande parte do esgoto urbano.
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Figura 24. Valores das concentracdes em (ng.mL™), pontos de coleta e os respectivos dias. Ap6s
tratamento analitico do método de extracdo liquido-liquido em &gua do corrego obtendo-se 0 HPA
Pyr.

Tabela 12, temos representado os valores das concentracfes do composto BaP
obtida pelo método de ELL. Que também pode ser visualizado pela Figura 25. Nesta figura
podemos observar a correlagdo entre a concentracdo em ng.mL™ e os pontos de coleta nos
referentes dias elencados. No dia 30/08 temos somente um valor de concentragcdo que esta
correspondido a linearidade e este faz parte do Ponto 1, com valor de 5,3 ng.mL™ as
demais concentracOes estdo fora da faixa linear, igualmente para o dia 15/09. Mas para 0s
dias 15/12 e 05/01 todos os pontos foram detectados/encontrados elevadas concentragdes
dos analitos e que estas estdo dentro da curva analitica, novamente o Ponto 3 é destacado
para os dois dias, temos uma elevada quantidade de concentragdo com oS respectivos
valores: 13,7 ng.mL™ e 22,6 ng.mL™, que estdo dentro da fixa linear.
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Figura 25. Valores das concentracdes em (ng.mL™), pontos de coleta e os respectivos dias. Ap6s
tratamento analitico do método de extracédo liquido-liquido em &gua do corrego obtendo-se o HPA
BaP.

Na Tabela 13 esta representada a concentra¢do do composto Pyr, que também pode
ser visualizada pela Figura 26. Como ja descrito anteriormente, foi possivel observar a
existéncia deste composto, por meio razdo da concentragdo ng.mL™ 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, ndo foram encontradas concentracdes dentro da faixa linear. No
dia 15/12 somente o Ponto 4 expressa valor inferior aos demais pontos. Para o dia 05/01 €

encontrado quantidades de concentracdo que estdo correlacionadas com a faixa linear.
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Figura 26. Valores das concentracdes em (ng.mL™), pontos de coleta e os respectivos dias. Ap6s
tratamento analitico do método de filtragem em &gua do corrego obtendo-se 0 HPA Pyr.

Por fim a Tabela 14 representa os valores das concentracGes obtidos nos pontos.
Que € igualmente representado pela Figura 27. Nos dias 30/08 e 15/09 em todos 0s pontos
ndo obtiveram concentragBes correspondentes a faixa linear. Mas nos dias 15/12 e 05/01
em todos os pontos foram encontrados concentracdio do composto BaP que
corresponderam a faixa linear, principalmente no Ponto 1 com o valor de 23,3 ng.mL™
neste local encontra-se uma grande concentracdo de veiculares, assim pode-se afirmar que
existe deposito de residuos advindos da combustdo, pois muitos compostos organicos sdo

formados pela combustdo incompleta da combustiveis [83].
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Figura 27. Valores das concentracdes em (ng.mL™), pontos de coleta e os respectivos dias. Ap6s
tratamento analitico do método de filtragem em &gua do corrego obtendo-se o0 HPA BaP.

Além do estudo de comparacdo entre os métodos aplicados também foi realizado
uma nova comparacgdo, focalizando os métodos de filtracdo e extracdo liquido-liquido.
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 obtencdo da agua
filtrada, foi realizado o método de extracdo liquido-liquido seguindo as normas
estabelecidas no procedimento experimental.

Nesse contexto, essa comparagdo aconteceu entre 0s métodos citados. Essa
investigacdo foi proposta com a intensdo de averiguar se apos a realizagdo do método de
filtragem, se a agua obtida ap6s passar pelo processo de FIL, se ha mesma iria conter 0s
analitos Pyr e BaP e também se o papel filtro utilizado no procedimento contendo uma
porosidade em (um) ¢ suficiente para barrar os analitos na passagem da agua pelo papel
filtro, ou seja, se sdo permeavel ou impermeavel. Essa constatacdo foi para avaliar se o
método FIL, proposto neste estudo é eficiente neste tipo de anélise. Diante deste contexto,

a Figura 27 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 28. Concentracdo dos HPAs Pyr e BaP apds o processo de ELL do descarte da solugdo
usada no processo de FIL.

Os resultados obtidos, a partir dos valores das concentra¢Ges dos respectivos pontos
de coleta do dia 05/01/15. Ap0s, realizar a coleta foi realizado o método de filtragem e, em
seguida, com o descarte realizou-se 0 método de extracdo liquido-liquido. Assim, podemos
verificar que ao realizar essa andlise, foi possivel observar que a quantidade de
concentragdes obtidas, pelo método FIL foi maior que o método de ELL. Essa diferenca é
apresentada tanto na Figura 28 como também discorrida na Tabela 15.

Tabela 15. Resultado do descarte da solugdo com suas respectivas quantidades de HPAs obtidos
pelo método FIL e ELL do FIL.

HPA Pyr (15,8; 11,3; 14,3; 9,7 e 13,9) ng.mL™
Meétodo FIL

HPA BaP (23,3; 20,8; 23,5; 15,9 e 22,4) ng.mL"
1

HPA Pyr (0,12; 0,08; 0,11; 0,13 e 0,11) ng.mL™*
Método ELL do
FIL HPA BaP (0,13; 0,12; 0,13; 0,13 ¢ 0,08) ng.mL"
1

Portanto, podemos afirmar que o metodo de filtragem é um procedimento que pode
ser aplicado neste estudo, pois em todas as respostas adquirida por esse método foram

satisfatorias enquanto a quantidade visualizada dos analitos Pyr e BaP em concentragéo.
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Logo, a quantidade dos analitos Pyr e BaP em concentracdo foram inferiores das obtidas
no FIL.

5. 5 Analise estatistica dos métodos empregados

Neste estudo os resultados s@o atribuidos aos dados quantitativos nas analises
analiticas, ap0s obter resultados de interesse € verificado o quanto ha de confiabilidade no
processo empregado como e de acordo com [72]. Os procedimentos de validacdo de uma
metodologia empregada, no final de uma analise devem estar de acordo com as exigéncias
das regulamentacGes nacionais e internacionais [72].

Sendo assim, neste estudo, a partir das informagdes obtidas com a mistura de
solventes, foi elaborada uma curva analitica para os dois HPAs identificados de Pyr e BaP.
Em seguida obteve-se um coeficiente de correlacdo linear entre as dependéncias da
intensidade de fluorescéncia em funcgéo da concentracdo para cada HPA.

Através deste procedimento estima-se o limite de deteccdo minimo, em que este
indica a concentracdo minima de cada HPA encontrado e que este pode ser
conhecido/detectado pela experiéncia realizada. As concentracgdes trabalhadas para os dois
HPAs foi de 5 ng.mL™ a 25 ng.mL™. Nas Figuras 18 e 19 estdo representadas as curvas de
intensidade de fluorescéncia em funcdo da concentracdo de cada HPA. Assim, com 0s
coeficientes de ajuste e indices de concordancia das curvas analiticas do Pyr e do BaP foi
possivel verificar os limites de deteccdo como ja mencionado, o limite de quantificacéo,
valor do R? e os respectivos coeficiente angular e linear, como pode ser verificado na
Tabela 8. As medidas das concentracfes do Mix foram realizadas repetidas vezes para
obter dados confiaveis. Também as medidas das amostras foram feitas em triplicatas sob as
mesmas condi¢Bes e com 0s mesmos parametros, esta repeticdo € importante para obter a
média das concentracdes e o desvio padrdo como também o desvio padrdo relativo.

Na analise estatistica referente a precisdo da amostra no dia 05/01/15, para 0s
compostos Pyr e BaP, foi aplicado a Equacdo 8. Obtendo-se os valores que estdo

representados na Tabela 13.
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Tabela 16. Valores obtidos a partir das médias das concentragdes determinadas e o desvio padréo
relativo.

HPA Pyr (1,32; 1,64; 1,33; 2,68 e 8,00) ng.mL"*
HPA BaP (0,91; 1,09; 0,28 2,31 e 1,97) ng.mL"~
HPA Pyr (2,31; 2,48; 1,03; 4,83 e 8,59) ng.mL"*
HPA BaP (0,91; 2,72; 1,29: 3,79 e 1,43) ng.mL "~

DPR% - Método FIL

DPR% - Método ELL

A partir das médias das concentracBes determinadas e o desvio padrdo dos
respectivos métodos de extracdo liquido-liquido e filtragem obteve-se os resultados para o
coeficiente de variagdo. Como podem ser verificados na Tabela 13, os resultados
apresentados ap0s o teste de precisdo, apresentou para a maioria das médias das
concentragdes dos analitos Pyr e BaP, da amostragem dos pontos de coleta, valores
menores que 5%, indicando que a precisao é adequada de acordo com o guia de validacao
INMETRO 2007 [84].

Através do teste-t foi possivel verificar se existe diferenca significativa ou ndo entre
os dois métodos aplicados na amostragem. No processo de ELL e FIL o teste-t para 0 HPA
Pyr ao nivel de significancia de 0,05, ndo houve diferenca significativa entre as médias da
concentracdo encontrada, pois, (Stat t = 0,708056393) é menor que o valor critico bi-
caudal (teritico = 2,776445105), entdo é aceita a Hipdtese Hy ao nivel da concentracdo
encontrada nas amostras logo ndo difere significante 0 método de ELL do método FIL,
quando foi adotado o nivel de significancia (o = 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 diferenca entre as médias da concentracdo ndo é
significativamente diferente. Entdo, por meio do teste-t, podemos verificar que o método
de FIL ndo € significativamente diferente do ELL.

Portanto, houve uma considerada diferenca do total dos HPAs dissolvidos no meio
liquido e aqueles adsorvidos na matéria organica particulada, pois as concentracdes obtidas
em diferentes valores sdo decorrentes dos analitos serem movel, de ter a capacidade de
adsorcdo em matéria organica [77]. Portanto, como se trata de um corpo corrente e inerente
a regimes de chuvas temperatura, umidade, iluminagdo e outros fatores, que contribuem
para as mudancas/alteracbes no que concerne a disparidades das quantidades de

concentracdo encontradas em cada HPA.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel identificar e quantificar em todos os pontos de coleta os
HPAs, pireno e benzo[a]pireno, através da técnica de espectroscopia de fluorescéncia
sincronizada e dos meétodos de extracdo liquido-liquido e filtragem, onde ap06s apurar 0s
resultados e os comparar conclui-se que o método de filtragem além de ser pratico, rapido
e de custo baixo, ainda evita a degradacdo dos HPAs nas amostras coletadas conforme as
analises.

Os compostos organicos, pireno e 0 benzo[a]pireno, tanto no procedimento de
extracdo liquido-liquido como também no procedimento de filtragem foram observados o0s
espectros nas regides ja descritas em referéncias, onde a verificagdo contou com a técnica
de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada nas analises destes fluoréforos, como a
excitacdo acontece pela absorcdo da radiacdo eletromagnética através de suas moléculas,
esse fato aconteceu quando a luz incidiu no analito. Assim, obteve-se 0s espectros destes
HPAs quando houve uma variagdo na estrutura eletrdnica 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 relacdo aos métodos, fica demonstrado que o método de filtragem possui uma
maior praticidade decorrente do manuseio experimental, e, devido ao seu baixo custo
econdmico, ja o método de extracdo liquido-liquido apresenta um alto custo por conta do
solvente Hexano (HPLC) e sua manutencdo. A realizacdo desta técnica exige um tempo
maior de duracdo do processo de extragao.

E importante salientar, que ambos os métodos responderam de acordo com o
esperado, pois neste estudo esperava-se encontrar os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos pireno e benzo[a]pireno de interesse neste estudo, obtendo assim a
quantificacdo desses compostos, pois em todas as amostras recolhidas dos pontos de coleta
foram encontrados em uma quantidade de concentracéo com o valor de 10 %g/mL.

Portanto, o0 método de filtragem é considerado um método eficaz para esse tipo de
anélise e ambos os métodos extracao liquido-liquido e filtragem s&o complementares. Pelo
método de ELL é possivel se quantificar o total de HPAs dissolvidos na solucdo da
amostra d’agua, em contrapartida o método de FIL consegue quantificar especificamente

0S que estdo adsorvidos na matéria organica particulada como, 0s microrganismos, restos
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de algas e plantas, sendo assim, aplicando os dois métodos de extragdo é possivel de fazer
uma analise diferencial dos HPAs presentes na amostra. Pode-se primeiramente realizar
uma observacdo 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 aquético, que podem ter caracteristicas e condi¢fes muito variadas, dependendo
do relevo, vegetacdo e condigdes climéticas.
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