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FUJITA, C. K. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) em solo: validacéo de
método e avaliacdo da influéncia da queima de cana-de-aclcar na regido de
Araraquara, 180f. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Instituto de
Quimica de Araraquara — UNESP.

RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos, HPAs, também usualmente
denominados “poliaromaticos” sdo compostos que possuem dois ou mais anéis
aromaticos condensados em sua estrutura. Essas substancias constituem um grupo
de micro poluentes e encontram-se amplamente distribuidas no ambiente, podendo
ser detectadas no solo, principalmente devido aos processos de deposicdo
atmosférica. A interacdo dos HPAs com o0 solo ocorre através da matéria organica
aderida as particulas do solo, e essa interacdo serd maior quanto maior for a
superficie de contato. A importancia ambiental da presenca de HPAs em solo pode ser
avaliada segundo duas perspectivas: a de impacto a biota do solo (micro e
macroorganismos) e a potencial contaminacédo de agua superficial pelo carreamento
de particulas do solo pela chuva, ou processos de irrigacdo, até os mananciais.

Atualmente, diversos 6rgdos ambientais, tanto de &ambito nacional quanto
internacional, reconhecem os perigos em potencial da presenca dos “poliaromaticos”
distribuidos no ambiente, devido as caracteristicas toxicolégicas destes compostos e
por serem altamente recalcitrantes. No Brasil uma das fontes mais importantes de
HPAs, em algumas regifes de baixa circulacao de veiculos, € a queima da cana-de-
acucar. Esta cultura esta presente em mais de 70% da area agricultavel do Estado de
Sao Paulo e, portanto a abrangéncia do impacto da queimada de cana-de-agUcar €
consideravel, sendo de grande importancia o monitoramento dessas substancias.

Neste trabalho, foi desenvolvido um método para a analise de HPAs em solo, que
inclui a dispersdo em fase sélida com alumina seguida da eluicdo com hexano:acetona
(2:1) (v:v) e cleanup adicional com Na,SOg:silica gel:alumina (1:1:2) (m:m). O extrato
obtido foi analisado por HPLC/Fluorescéncia. O desempenho deste método foi
avaliado utilizando-se amostras de solo com diferentes teores de matéria organica (11
a 36 g dm?®) fortificadas em trés niveis de concentracdo para os 16 HPAs
considerados prioritarios pela EPA.

A exatiddo do método, avaliada pela porcentagem de recuperacao, foi melhor do

gue 64% para todos os analitos, com excecdo do antraceno, cuja recuperagdo variou
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de 47 a 107%; enquanto que a precisao variou de 0,4 a 5,6%; avaliada pelo RSD das
recuperacdes, efetudas em triplicata. A seletividade do método foi considerada
adequada pela auséncia de picos da amostra testemunha nos tempos de retencdo dos
analitos. Os limites de quantificacdo do método estiveram entre 0,38 a 4,06 ng g* para
todos os HPAs estudados. O método validado foi aplicado a duas areas no municipio
de Araraquara em duas épocas, coincidentes com a safra e entressafra da cana-de-
acucar. O total de HPAs encontrados no periodo da safra variaram de 21 a 23 ng g™
tanto para solo rico quanto para solo pobre em matéria organica; enquanto que na
entressafra as concentracdes de HPAs variaram de 1,96 a 29 ng g™ para o solo rico e
de 12 a 13 ng g™ para o solo pobre em matéria organica.

A homogeneidade dos dados para a época de safra em comparacdo com os dados
para a entressafra podem indicar que na época da entressafra permanecem no solo 0s
HPAs que tenham sido retidos por interagdo com a matéria organica ou constituintes
inorganicos do solo, e como estes fatores ndo sdo homogéneos entre os locais
amostrados, observa-se maior disperséo dos valores. Ja na época da safra o solo, em
ambos os locais amostrados, encontra-se em um estado de grande contribuicdo de
HPAs, porisso os fatores intrinsecos ao solo sdo menos relevantes do que o aporte de
HPAs, observando-se desta maneira, a homogeneidade dos dados.

Avaliando-se as concentracdes individuais de HPAs , os compostos majoritarios em
ambas as épocas e para os dois locais de amostragem foram fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno e benzo[K]fluoranteno. Estes compostos sé&o
considerados caracteristicos da queima de biomassa vegetal, principalmente
gramineas, por diversos trabalhos relatados na literatura.

Os dados obtidos neste trabalho apontam para a necessidade de avaliar o possivel
impacto ambiental da permanéncia dos HPAs no solo impactado pela queima de cana-

de-acucar.

Palavras-chave: HPAs, HPLC-Flu, matéria organica, solo, cana-de-acgucar, dispersao
da matriz em fase sdélida.
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ABSTRACT

The polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs, also usually called “polyaromatics”
are compounds that possess two or more condensed aromatical rings in its structure.
These substances constitute a group of micro polluntants and meet widely distributed
in the environment, being able to be detected in the soil, mainly due to processes of
atmospheric deposition. The interaction of the PAHs with the soil occurs through the
organic substance adhered to particles of the soil, and this interaction will be bigger
how much bigger it will be to the faying surface. The ambient importance of the
presence of PAHSs in soil can be evaluated according to two perspectives: of impact to
biota of the soil (micro and macroorganisms) and the potential superficial water
contamination for the particle carry of the soil through rain, or processes of irrigation,
until the sources.

Currently, several environmental agencies, both nationally and internationally,
recognize the dangerous potential of the presence of the “polyaromatics” distributed in
the environment, due toxicological characteristics of these composites and for being
highly recalcitrant. In Brazil one of the sources most important of PAHs, in some
regions of low circulation of vehicles, it is the burning of the sugar cane. This culture is
present in more than 70% of the arable land of the state of Sdo Paulo and, therefore
the extent of the impact of the sugar cane burning, is considerable, being of great
importance the monitoring of these substances.

In this work, was developed a method for the analysis of HPAs in soil, including
solid-phase dispersion with alumina followed by elution with hexane:acetone (1:1) (v:v)
and additional cleanup with Na,SO,:silica gel:alumina (1: 1: 2) (m:m). The extract was
analyzed by HPLC/Fluorescence detection. The performance of this method was
evaluated using ground samples with different texts of organic substance (11 to 36 g
dm™) strenghtened in three levels of concentration for the 16 HPAs considered with
priority for the EPA.

The accuracy of the method, evaluated by the recovery percentage, was better than
64% for all the analytes, except for anthracene, whose recovery ranged from 47 to
107%; while the precision ranged from 0.4 to 5.6%; evaluated by the RSD of the
recoveries, effectuated in triplicate. The selectivity of the method was considered
adequate for the absence of peaks of the withess sample in the times the retention of
analytes. The limits of quantification (LQ) of the method were between 0.38 and 4.06
ng g* for all the PAHs studied.
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The validated method was applied the two areas in the Araraquara’s city in to two
seasons, coinciding with the harvest and harvests of sugar cane. The total of HPAs
found in the period of the harvest for ground rich how much for ground in such a way
poor one in organic substance had varied of 21 to 23 ng g*; whereas in the period
between harvests the concentrations of HPAs had varied of 1,96 to 29 ng g™* for the
ground rich 12 to 13 ng g™ for the ground poor in organic substance.

The homogeneity of the data for the time of harvest in comparison with the data for
the period between harvests can indicate that at the time of the period between
harvests they remain in the ground the HPAs that have been restrained for interaction
with the organic substance or constituent inorganicos of the ground, and as these
factors are not homogeneous between the showed places, observe bigger dispersion
of the values. Already at the time of the harvest the ground, in both the showed places,
meet in a state of great contribution of HPAs, therefore the intrinsic factors to the
ground are less excellent of it arrives in port what it of HPAs, observing themselves in
this way, the homogeneity of the data. Evaluating the individual concentrations of
HPAs, the majority composites in both the times and for the two places of sampling had
been fluoreno, fenantreno, anthracene, fluoranteno, pireno and bless fluoranteno [K].
These composites are considered characteristic of the burning of vegetal biomass,
mainly grassy, for diverse works told in literature.

The data gotten in this work point with respect to the necessity to evaluate the
possible ambient impact of the permanence of the HPAs in the ground impactado by

the sugar cane-of-sugar burning.

Keywords: PAHs, HPLC-Flu, organic matter, soil, sugar cane, matrix solid-phase

dispersion.
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EPA: Environmental Protection Agency (Agéncia norte americana de Protecdo Ambiental)
FLU: Fluorescéncia

FM: Férmula Molecular

g: Grama

GC: Cromatografia gasosa

Hex: Hexano

HPA: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

IARC: INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER (Agéncia Internacional

para Pesquisas em Cancer)

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada)
L: Litro

LD: Limite de deteccéo

LQ: Limite de quantificac&o
MeOH: Metanol

min: Minuto

MM: Massa Molecular

MO: Matéria organica

MOD: Matéria organica dissolvida
MS: Espectrometria de Massas

NIOSH: National Institute of Occupational Safety and Health (Orgdo norte americano de
Saude e Seguranga Ocupacional)

OMS: Organizacao Mundial da Salde
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PE: Ponto de ebulicdo
PF: Ponto de fuséo
SPMO: Solo pobre em matéria organica
SRMO: Solo rico em matéria organica
r*: Coeficiente de correlacio
Scan: Varredura de ions
RSD: Desvio padréao
t: Tempo de retencdo
UNICA: Unido da industria de fabricacao de alcool do Estado de Sao Paulo.
| exe: Comprimento de onde de excitacéo
| em: Comprimento de onde de emissao
ny: Micrograma
°C: Graus Celcius
k: Fator de separacéo

a: Seletividade
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Claudia Kazumi Fujita Dissertagdo de Mestrado

1- INTRODUCAO
1.1. CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agUcar é uma graminea que tem um crescimento vegetativo
consideravel, atingindo facilmente os trés metros de altura e desenvolve um
grande numero de folhas eretas, estreitas e longas, que partem dos entrenos
de cada colmo de cana e que vao secando a medida que as novas folhas dos
colmos superiores vao crescendo em direcdo ao sol, constituindo assim uma
grande “palhada seca”’ que preenche a maior parte dos espagos vazios entre
uma cana e outra, dificultando, por sua vez, o trabalho de corte e colheita nos
canaviais (GONCALVES, 1995).

A utilizacao do fogo na agricultura é condenada ha mais de um século pelos
manuais de conservacao do solo, devido as consequéncias negativas por ele
provocadas na produtividade agricola. No entanto, é de conhecimento milenar
0 uso da queimada para a retirada de florestas e campos, visando a
implantacdo de pastagens e lavouras ou até mesmo para a edificacéo de vilas
e cidades, com influéncia direta na formagdo de semi-aridos e desertos
(TEIXEIRA, 2007; UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 20009).

A cana-de-agUcar, além de ser uma importante fonte de renda e na maioria
das vezes, um indicativo de desenvolvimento; é considerada também uma das
culturas mais difundidas em regides tropicais, gerando milhares de empregos
diretos e indiretos. E uma planta originaria do Sudeste Asiatico, e devido ao
clima propicio ao seu desenvolvimento, expandiu-se por todo o Brasil.
Atualmente, ocupa mais de 70% da area agricultavel do estado de Sao Paulo,
e em menores propor¢des as demais regides do pais (UNIAO DA INDUSTRIA
DE CANA-DE-ACUCAR, 2009). Na Figura 1 apresenta-se a distribuicio das
usinas sucroalcooleiras instaladas no estado de SP, bem como as areas da
cultura de cana-de-agUcar.

Nos ultimos anos vem ocorrendo uma expansao significativa da cultura de
cana-de-agucar, principalmente na regido Sudeste do Brasil (SP, MG e RJ,
principalmente), mas atingindo também regifes que tradicionalmente eram

ocupadas por outras culturas, como o Centro-Oeste e o Norte.

2009 :
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A colheita de cana-de-aclicar no estado de S&o Paulo, que ocorre
anualmente, entre maio e novembro, sendo realizada geralmente apds a
gueima dos canaviais, resultando em contaminacdo ambiental, pois as
particulas de palha queimada (fuligem), que contém inimeros compostos
toxicos, dentre os quais, destacam-se os HPAs, séo introduzidos na atmosfera,
e consequentemente, por deposi¢cdo atmosférica, sdo sorvidos pelas particulas
de matéria organica aderidas ao solo, e essa interacdo sera proporcional a
superficie de contato (ZAMPERLINI et al., 2000; SILVA et al., 2006; JOHNSEN
et al,, 2005). Uma ilustracdo da queima da palhada de cana-de-agUcar €
apresentada na Figura 2.

A queimada de cana-de-agUcar gera uma enorme preocupacao com relagao
ao aspecto ambiental, j& que pelo Programa de eliminagdo gradativa da queima
de cana-de-acucar no Estado de Sdo Paulo — LEI N. 11.241, 19 de setembro
de 2002 e pelo Decreto 47.700, de marco de 2003 — essa pratica tem o prazo
até 2030 para ser totalmente banida, como demonstrado na Tabela 1
(COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2004). Cabe salientar
que outros estados produtores de cana-de-acUcar ndo contam com legislacéo

similar & paulista.

Figura 2: Queimada de cana-de-agticar (QUEIMADA DE CANA-DE-ACUCAR, 2009).
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Tabela 1: Programa de eliminacdo gradativa da queima da cana-de-agUcar no Estado
de Sao Paulo (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2004).

ANO AREA MECANIZAVEL ONDE NAO SE PORCENTAGEM DE
PODE EFETUAR A QUEIMA ELIMINACAO
1° ano (2002) 20% da &rea cortada 20% da queima eliminada
5% ano (2006) 30% da area cortada 30% da queima eliminada
10° ano (2011) 50% da &rea cortada 50% da queima eliminada
15° ano (2016) 80% da &rea cortada 80% da queima eliminada
20° ano (2021) 100% da area cortada 100% da queima eliminada
ANO DECLIVIDADE SUPERIOR A 12040y | PORCENTAGEM DE
AREA MENOR QUE 150 HECTARES
10° ano (2011) 10% da area cortada 10% da queima eliminada
15° ano (2016) 20% da &rea cortada 20% da queima eliminada
20° ano (2021) 30% da &rea cortada 30% da queima eliminada
25° ano (2016) 50% da &rea cortada 50% da queima eliminada
30° ano (2031) 100% da area cortada 100% da queima eliminada
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1.2. HPAs - HHDROCARBONETOS
POLICICLICOS AROMATICOS

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos quimicos
constituidos exclusivamente de atomos de carbono (C) e hidrogénio (H),
arranjados na forma de dois ou mais anéis aromaticos (JACQUES et al., 2007).

Devido a possibilidade da fusdo de um numero variavel de anéis e das
diversas posicbes em que estes anéis podem ligar entre si, existe atualmente
mais de 100 HPAs reconhecidos pela IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry). Apesar disso, somente 16 HPAs sao considerados
prioritarios pela USEPA (US Environmental Protection Agency), em funcao de
sua importancia industrial, ambiental e toxicol6gica (POTIN et al., 2004).

Os HPAs sao considerados poluentes orgénicos de grande persisténcia
ambiental, pertencentes a um grupo de substancias com caracteristicas
carcinogénicas, mutagénicas e/ou de alteradores enddcrinos (KANALY &
HARAYAMA, 2000; SILVA, 2006).

Os Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos podem ser emitidos por diversas

fontes:

» NATURAIS: incluem a combustdo espontdnea de biomassa vegetal e
emanacdes naturais de petroleo do fundo do oceano, erupcdes vulcanicas
ou;

> ANTROPOGENICAS: estdo relacionadas a queima de combustiveis
fésseis, e seus derivados, através de processos de combustao parcial e
pirélise, derrames acidentais de petréleo e descarte de efluentes
domeésticos e industriais, emissdes veiculares, e varios processos térmicos,
como a queima de biomassa referente a cana-de-acucar (LAW & BISCAYA,
1994, MAZZERA et al., 1999, OLIVEIRA et al., 2007).

A Figura 3 ilustra as fontes emissoras de hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (FONTES EMISSORAS DE HPAs, 2009).
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Figura 3: Fontes emissoras de HPAs, natural e antropogénica, respectivamente
(FONTES EMISSORAS DE HPAs, 2009).

A origem dos HPAs na combustdo incompleta de qualquer material
orgéanico pode ser descrita considerando-se dois processos principais (BAEK et
al., 1991; TFOUNI et al., 2007):

» PIROLISE: quebra parcial de compostos organicos em moléculas menores
instaveis em altas temperaturas.

= PIRROSSINTESE: os fragmentos formados na pirélise, na maioria radicais,
recombinam-se para formar hidrocarbonetos aromaticos relativamente
estaveis.

Em altas temperaturas, compostos organicos sdo convertidos em moléculas
menores instaveis (pirdlise). Estas e outros radicais recombinam-se para
formar moléculas maiores e estaveis (pirossintese). Uma vez formados, os
HPAs podem sofrer reacgdes pirossintéticas, originando estruturas mais
complexas com anéis altamente condensados (BETTIN & FRANCO, 2005). A
Figura 4 ilustra a sintese hipotética proposta para o benzo[a]pireno (LEE et al.,
1981; SILVA, 2006).
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Figura 4: Proposta hipotética de sintese do Benzo[a]pireno. A espécie 1 € o acetileno,
a 2 é 2,3-butadieno, a espécie 3 € o estireno ou etilbenzeno (LEE et al., 1981; SILVA,
2006).

Os HPAs sédo considerados o0s principais poluentes do petréleo, pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USA ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2006) e pela Comunidade Européia, sendo 16 deles
identificados como o0s principais carcinogénicos e/ou mutagénicos (USA
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1986) (Figura 5). O 6érgao norte-
americano de Seguranca e Saude Ocupacional (NATIONAL INSTITUTE FOR
OCCUPATIONAL AND SAFETY HEALTH, 2007) monitora além dos 16 HPAs
considerados prioritarios pela EPA, o benzo[e]pireno devido a suas
propriedades de mutagenicidade e/ou carcinogenicidade. As capacidades
carcinogénicas e mutagénicas dos diferentes HPAs sdo significativas para
aqueles que possuem mais de quatro anéis aromaticos fundidos e maiores
para 0s que apresentam cinco ou seis anéis aroméaticos (BETTIN & FRANCO,
2005).
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Figura 5: Estruturas quimicas referentes aos 17 Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (HPAs) considerados prioritarios pelo NIOSH, U.S. National Institute for
Occupational and Safety Health (PEREIRA NETTO, 2000; NATIONAL INSTITUTE
FOR OCCUPATIONAL AND SAFETY HEALTH, 2007).

Esses compostos apresentam de dois a seis anéis aromaticos fundidos
entre si, com a massa molecular (MM) variando entre 128 e 278 g mol™. O
destino e a migragdo de contaminantes no meio ambiente sdo controlados
pelas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade (S), pressdo de vapor
(PV) e coeficiente de particdo octanol/dgua (Ko;) (FROEHNER & MARTINS,
2008). Essas caracteristicas sao fatores relevantes na distribuicdo desses
contaminantes entre as fases solUvel e particulada em meio atmosférico,
aquoso e bidtico. A solubilidade dos HPAs em agua varia entre os altamente
insoltveis (benzo[g,h,i]perileno = 0,003 mg L") a pouco sollveis em agua

(naftaleno = 31 mg L™), enquanto a presséo de vapor transita entre compostos
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altamente volateis (naftaleno) e compostos relativamente pouco volateis
(dibenzo[a,h]antraceno). Em geral, a solubilidade e a pressdo de vapor
diminuem com o aumento da massa molecular (MEIRE et al., 2007a; PARAIBA
& SAITO, 2005).

Os HPAs que apresentam baixa pressdo de vapor e sdo hidrofébicos
apresentam pouca mobilidade ao atingirem o solo, entretanto, HPAs
parcialmente dissolvidos em &gua tendem a se adsorverem nos sélidos
suspensos no solo (matéria organica) e em sedimentos depositados ou
transportados pela agua, devido ao alto valor do Ko correlacionado com
substancias organicas (PARAIBA & SAITO, 2005). Conseqiientemente, 0s
HPAs presentes em corpos d’agua podem acumular-se em tecidos gordurosos
de organismos que compdem a cadeia trofica (FROEHNER & MARTINS,
2008).

Na Tabela 2 estdo sumarizadas algumas das propriedades fisico-quimicas

dos HPAs considerados prioritarios.
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Segundo o IARC - Agéncia Internacional para Pesquisas em Cancer - 0s
HPAs com maior potencial carcinogénico sdo o0s benzofluorantenos,
benzo[a]pireno, benzo[a]Antraceno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-
cd]pireno. Dentre os HPAs mencionados, destaca-se o benzo[a]pireno (B[a]P),
o qual é monitorado em varios compartimentos ambientais, considerado o mais
cancerigeno dos HPAs (WILD & JONES, 1995; KAYAL & CONELL, 1995,
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2009).

Os HPAs séo altamente lipossoliveis na membrana celular e rapidamente
absorvidos pelos pulmdes, intestinos e pele de seres humanos e animais. Uma
vez absorvidos pelas células, os HPAs sdo metabolicamente ativados e, desta
maneira, tornam-se reativos a grupos nucleofilicos presentes em
macromoléculas celulares. A formagdo de adutos de DNA é considerada
essencial na carcinogenicidade quimica desses xenobiéticos (MEIRE et al.,
2007a).

A biotransformacgédo dos HPAs abrange uma série de reacdes de oxidacao,
reducdo, hidrolise e de conjugacédo que sao realizadas principalmente no figado
por enzimas do sistema de monooxigenases de fungcdo mista da super familia
dos citocromos P450 (KLAASSEN et al., 1996). Do ponto de vista toxicolégico,
informagdes atuais apontam que os HPAs agem como antiestrogénicos em
mamiferos, além de apresentarem efeitos teratogénicos e embriotdxicos
(FROEHNER & MARTINS, 2008).

11
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1.3. HPAs E A INTERACAO COM OS
COMPARTIMENTOS AMBIENTAIS

O transporte desses poluentes no ambiente ocorre principalmente por via
atmosférica associado ao material particulado fino, referente as particulas
inalaveis, ou seja, menores que 10 nm (PMig), 0 que permite uma ampla
distribuicdo desses compostos no ambiente. Uma vez emitidos na atmosfera,
os HPAs podem ser depositados por via seca (vapor ou particulada) ou Uumida
(precipitacao sob a forma dissolvida ou particulada) sobre sistemas aquaticos e
terrestres (GARBAN et al., 2002; ROSE & RIPPEY, 2002).

A atmosfera constitui o principal meio de transporte e depdsito para 0s
compostos organicos emitidos por fontes poluidoras. O potencial toxico dessas
particulas em suspensdo na atmosfera dependera da sua composi¢cdo quimica
e do grau de retengcdo dessas particulas na principal via de ingresso, a via
respiratéria (ACEVES & GRIMALT, 1993, ANDRADE, 2004).

O aumento da atividade humana préxima a costa tem levado a sérios
problemas de poluigdo. Ecossistemas de mangue comumente encontrados nas
zonas entre - marés de regifes tropicais e subtropicais sdo freqlientemente
expostos ao estresse da poluicdo e sdo dissipadores ou receptores de varios
poluentes sintéticos (TAM & WONG, 1999; ZHENG et al., 2000).

Os HPAs sao contaminantes tracos ubiquos no ambiente marinho e
possuem alta toxidade e efeitos subletais em organismos marinhos, podem
bioacumular-se em organismos, contaminando desta maneira, todos os elos da
cadeia alimentar. Os sedimentos de manguezais possuem caracteristicas
Unicas, tais como elevada produtividade, abundancia de detritos, altas
concentragcdes de carbdnico organico, tornando locais preferenciais para a
adsorcao e preservacado de HPAs antropogénicos (FONTANA et al., 2006).

Devido sua carcinogenicidade em animais experimentais e a ampla
ocorréncia em todos os compartimentos ambientais, HPAs tem atraido mais a
atencédo do mundo (OHKOUCHI et al., 1999; ZAKARIA et al., 2002; MAI et al.,
2003; KANNAN et al.,, 2005). HPAs s&o introduzidos para os ambientes
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aquaticos através de derrames de 6leo acidentais, descargas de operacdes
industriais, municipais e urbanas; precipitacdo atmosférica, etc. Devido as suas
caracteristicas hidrofobicas, em ecossistemas aquaticos, os HPAs adsorvem-
se preferencialmente aos sedimentos através da alta concentracdo de matéria
organica (MO), as condi¢cdes andxicas entre 1 - 3 cm proximas a camada
superficial, a natureza de baixa energia do ambiente, e o fluxo de corrente
reduzido, podem favorecer a deposicdo e acumulacdo desses contaminantes
(TAM & WONG, 1999, 2000; TAM & YAO, 2002; ZHENG et al., 2002).

Alguns processos de distribuicdo e transformacéo direcionam o destino de
HPAs, sendo que o comportamento de particdo entre agua e ar, entre agua e
sedimento e entre agua e a biota, sdo processos importantes na distribuicdo de
HPAs no ambiente. Esses poluentes apresentam alto coeficiente de particdo
entre solventes organicos e agua. ISsO nos permite prever processos
cumulativos em compartimentos, como sedimentos e solos (ricos em matéria
organica adsorvida), assim como na bioacumulagdo em determinados
organismos aquaticos, como no caso de invertebrados marinhos (NEFF, 1984;
MEIRE et al., 2008).

O ecossistema aquatico € um dos maiores sumidouros de contaminacao de
HPAs, que tem recebido mais atencdo devido a sua caracteristica lipofilica e
efeito da bio-concentracdo (HAITZER et al., 1998). HPAs podem entrar no
ambiente aquatico através da deposicdo atmosférica, industrial e residencial,
descarga de aguas residuais, ou urbanas e de enxurradas, além da poluicdo
causada pelos navios petroleiros (HEEMKEN et al., 2000; TAO et al., 2003;
CELINO et al., 2008). Sistemas aquaticos, ndo s6 sdo importantes sumidouros,
no ciclismo mundial de HPAs, mas também sao fontes secundarias de
contaminacéo (SANDERS et al., 1996).

Como os HPAs ocorrem no ambiente em misturas complexas, a avaliacado
de HPAs em matrizes ambientais quanto a identificacdo de suas origens
especificas sado limitadas (YUNKER et al.,, 2002). A tentativa de avaliar a
concentracdo desses contaminantes com relacdo ao seu perfil caracteristico
esta voltada para as origens petrogénicas ou de combustdo (PAGE et al.,
1999; YUNKER et al., 2002).
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Estudos demonstram uma relagdo direta entre o desenvolvimento de
atividades urbanas e industriais e os niveis de HPAs encontrados nos
compartimentos ambientais (ar, solo, sedimento e biota) (ROSE & RIPPEY,
2002; BARRA et al., 2005; HAFNER et al., 2005).

Os HPAs de origem petrogénica podem estar associados a contaminagcdes
locais, como préximo a refinarias, rodovias e rotas maritimas de navegacédo e
sdo constituidos predominantemente por 2 e 3 anéis aromaticos (naftaleno,
fluoreno e fenantreno), enquanto HPAs oriundos de queima apresentam
uma maior frequéncia relativa para compostos com 4 a 6 anéis
(fluoranteno, pireno, benzo[b,k]fluorantenos e benzo[g,h,iJperileno (MANTIS
et al., 2005).

Pesquisas realizadas em aerossois da cidade de S&o Paulo sugerem que a
relativa abundancia de pireno, criseno e fluoranteno, é originaria principalmente
da exaustdo de veiculos motores a gasolina enquanto, criseno, pireno e
benzo[a]antraceno sdo emitidos tanto por veiculos a gasolina, como por
veiculos que utilizam diesel (VASCONCELLOS et al., 2003, BOUROTTE et
al., 2005). Além disso, foi verificado que a presenca em material particulado
atmosférico de benzo[a]pireno e Pireno, pode estar relacionada com fontes
pontuais originarias da queima de carvao por termoelétrica (SANTOS et
al., 2004).

Diversos estudos vém utilizando razdes de HPAs individuais com o intuito
de identificar e calcular possiveis fontes de origem desses contaminantes
(BUDZINSKI et al., 1997; PAGE et al, 1999; READMAN et al., 1984). A
utilizagcéo dessas razfes esta baseada na temperatura de formacao dos HPAs,
levando-se em consideracdo a estabilidade quimica individual de cada
composto. HPAs com MM= 202 g mol™* (pireno e fluoranteno) e MM= 276 g
mol™ (benzo[g,h,i]perileno, indeno[1,2,3cd]pireno) sdo indicadores na distingéo
entre fontes de origem petrogénicas versus piroliticas, como indicado na
Tabela 3 (MEIRE et al., 2007b).
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Tabela 3: Caracterizacdo de origens de HPAs através das razdes entre compostos
nao alquilados (YUNKER et al., 2002; MEIRE et al., 2007b).

RAZAO CARACTEARIZAC,‘AO DE OF?IGEM REFERENCIAS
PETROGENICO | PIROLITICO

[Fen/Antr] >15 <10 BUDZINSKI et al.,1997
[Fluor/Pir] <1 >1 READMAN et al., 1984
[Naf/Fen] >>1 - STEINHAUER & BOEHM, 1992
[Ind /B[ghi]P] >1 <1 WASSERMAN et al., 2001
[Fluor/(Fluor +Fen)] <0,10 >0,10 YUNKER et al., 2002
[Fluor/(Fluor + Pir)] <0,50 > 0,50 YUNKER et al., 2002
[Ind /( Ind + B[ghi]P)] 0,20 - 0,50 > 0,50 YUNKER et al., 2002
[Ant])/[Ant]+[Fen] <0,10 >0,10 YUNKER et al., 2002
[BaAl/[BaA]+[Cri] 0,20 - 0,35 > 0,35 YUNKER et al., 2002

Fen: fenantreno
Antr: antraceno

Naf: naftaleno
Ind: indeno[1,2,3-cd]pireno

Fluor: fluoranteno

Pir: pireno Cri: criseno

BaA: benzo[a]antraceno

Em contrapartida, pode-se ressaltar que HPAs com MM= 228 g mol*
(criseno e benzo[a]antraceno) e MM= 278 g mol™ (dibenzo[a,h]antraceno)
apresentam baixa capacidade como indicadores de origem (BRITO et al,
2005). Estudos realizados no sistema estuarino de Santos e S&o Vicente
(Santos, SP) verificaram elevada predominancia de HPAs originarios da
combustdo por carvao (oriundos de atividade metallrgica), 6leo cru, diesel
oriundos de refinaria e navegagéo, e da queima de biomassa proveniente da
populagéo do entorno (JAPENGA et al., 1987; BICEGO et al., 2006).

No Brasil, os maiores niveis de HPAs sédo observados nos grandes centros
urbanos e industriais do pais, como no caso dos estados do Rio de Janeiro e
Sao Paulo. Sistemas estuarinos préximo ao complexo industrial de Cubatéo
(Santos, SP) apresentaram elevadas concentracdes de HPAs (22,6 a 68.130
ng g*) (NISHIGIMA et al., 2001; BICEGO et al., 2006). Elevadas concentracdes
de HPAs em sedimento foram encontradas em trabalhos realizados na Baia de
Guanabara (8.035 ng g*) e no rio Paraiba do Sul 40.000 ng g*, localizados no
Rio de Janeiro, RJ (MENICONI et al., 2002; TORRES et al., 2002). Além disso,
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foram observados que o processo de deposicao atmosférica de HPAs pode
atingir concentragdes acima de 2.000 ng m? diarios em regides industrializadas
(Volta Redonda, RJ) (PEREIRA NETTO et al., 2000).

Entretanto, atividades agricolas relacionadas a queima de biomassa vegetal
(cana-de-acgUcar), também s&o caracterizadas como fontes importantes de
HPAs no ambiente (AZEVEDO et al., 2002; GOMES & AZEVEDO, 2003,
ANDRADE, 2004; CRISTALE, 2008). Concentragcfes de HPAs em torno de 342
ng m™ foram obtidas em estudos realizados no material particulado atmosférico
da cidade de Campos dos Goytacazes, RJ, cuja atividade agricola
predominante envolve a monocultura de cana-de-agucar (AZEVEDO et al.,
2002). No municipio de Araraquara, SP, regido que predomina a cultura de
cana-de-acucar, os estudos indicam que as concentracdes de HPAs na safra
eﬁéemtmﬂode334a605ngmeenaaﬂm&mﬂavwhmdeOﬁZaOJlng
m™ (ANDRADE, 2004).

A presenca dos HPAs em solos € amplamente influenciada pelas suas
concentragbes na atmosfera, e alguns trabalhos afirmam que decrescem
exponencialmente com o aumento da distancia da fonte emissora. Além disso,
deve-se levar em consideragdo o tempo de meia-vida de cada HPA, podendo
ocorrer fotodegradacgao e reacdes radicalares (WILCKE, 2000).

A interacdo dos HPAs com outras moléculas organicas pode potencializar a
persisténcia desses compostos no ambiente (MEIRE et al., 2007a).

Como a grande maioria dos microorganismos do solo ndo possui a
capacidade de degradar os HPAs, isso faz com que ocorra um actumulo no
ambiente, causando contaminagdo dos varios compartimentos ambientais
(JACQUES et al., 2007). Por isso, o grande interesse e importancia de realizar
a determinacdo destas moléculas em solo é que os HPAs possam através da
lixiviagdo, chegar aos corpos hidricos e afetar, em primeira instancia, os
organismos aquaticos, podendo chegar ao homem via ingestdo dos
organismos contaminados ou pelo contato com a agua e sedimento
contaminados (PARAIBA & SAITO, 2005).

2009

16



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Claudia Kazumi Fujita Dissertacdo de Mestrado

1.4. LEGISLACAO AMBIENTAL PARA OS
HPAs

No Brasil, somente o estado de S&o Paulo possui legislagdo para
contaminacdo em solo e aguas subterraneas pelos HPAs, que sdo definidos
pela CETESB - Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo. Esses valores
orientadores, estabelecidos como referéncia de qualidade, alerta e intervencéo
visam prevenir e controlar a poluicdo no Estado de S&o Paulo atuando através
do monitoramento da qualidade de solos e aguas subterraneas e no controle
de areas contaminadas (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO
PAULO, 2009).

A necessidade do controle e a fiscalizagdo da qualidade dos solos e das

aguas subterraneas devem-se principalmente:

> AGUA: por ser um recurso que apresenta abastecimento simples, confiavel,
eficiente, de baixo custo e com alta disponibilidade, fez com que aumentasse
a demanda do recurso hidrico subterraneo para o abastecimento publico.
Atualmente, 71,6% do Estado de S&o Paulo s&o total ou parcialmente
abastecidos por esse recurso. Isto mostra a importancia deste recurso para
o abastecimento, devido principalmente a precariedade dos sistemas de
saneamento basico, da quantidade insuficiente e dos elevados custos dos
sistemas de tratamento necessarios para o atendimento aos padrbes de
potabilidade, o que reforca a necessidade de protegcdo da qualidade destas
adguas (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2001).

» SOLO: por apresentar a capacidade limitada de depuracdo e retencdo de
grande parte dos poluentes atmosféricos depositados em sua superficie,
pode ocorrer o efeito cumulativo, levando também a contaminacao das
aguas subterraneas (MOREIRA-NODERMANN, 1987; COMPANHIA
AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2009). Por isso, faz-se necessario
a implementacéo de ac¢des especificas que permitem uma andlise sobre os

efeitos dos solos na qualidade das aguas subterraneas, identificando-se as
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prioridades de agcdo no controle da poluicdo desses meios (COMPANHIA
AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2009).

A tendéncia mundial é o estabelecimento de uma lista orientadora geral de
valores de referéncia de qualidade, com base em analises de amostras de solo
e de 4guas subterrneas, de valores de alerta, com carater preventivo e de
valores de intervencdo, derivados a partir de modelos matematicos de
avaliacdo de risco, utilizando-se diferentes cenarios de uso e ocupacédo do solo
previamente definidos, considerando-se diferentes vias de exposicdo e
quantificando-se as variaveis toxicoldgicas (DIAS & CASARINI, 1996).

Através da avaliacdo e comparacao entre varias legislacdes para solos e
aguas subterraneas, a CETESB elegeu a metodologia holandesa como base
para o estabelecimento de valores orientadores préprios para o Estado de Séo
Paulo (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 1997).

A Lista Holandesa é seguida e aceita por diversos paises, pois além de
basear-se em critérios cientificos, usando modelagem matematica de avaliagcéo
de risco a saude humana, permite alteragdes nos valores das variaveis basicas
do modelo, facilitando assim a adaptacdo as condicdes do Estado de Sao
Paulo e a introducéo de diferentes cenarios de uso e ocupac¢ao do solo, como é
feito na Franga, Canada e Alemanha e o conceito de valor de alerta com base
no valor de precaucgédo, introduzido em 1999, pela Lei Federal alema de
protecdo de solos (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO,
2009).

Apés toda a adequacao das metodologias internacionais para as condigdes
do Estado de Sao Paulo, foi possivel propor trés niveis de valores orientadores
(COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2009):

@ VALOR DE REFERENCIA DE QUALIDADE (VRQ): é dado pela
concentracdo de determinada substancia no solo ou na agua subterranea
com base em interpretacdo estatistica de analises fisico-quimicas de
amostras de diversos tipos de solo e amostras de aguas subterraneas de
diversos aquiferos do Estado de S&o Paulo. Significa que em
concentragbes iguais ou menores a esta, o solo pode ser considerado
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“limpo” e possivel de ser utilizado para qualquer finalidade. Deve ser
utilizado como referéncia nas agdes de prevencédo da poluicdo do solo e
das 4&guas subterrdneas e de controle de areas contaminadas
(COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2009).

@ VALOR DE PREVENGCAO (VP): é a concentracdo de determinada
substancia acima da qual podem ocorrer alteracdes prejudiciais a
qualidade do solo e da agua subterrdnea. Determinado para o solo em
ensaios com receptores ecolégicos. Esse valor é um indicativo da
qualidade de um solo capaz de sustentar as suas funcgdes primarias,
protegendo-se 0s receptores ecoldgicos e a qualidade das aguas
subterrdneas. Deve ser utllizada para disciplinar a introducédo de
substancias no solo (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO
PAULO, 2009).

@ VALOR DE INTERVENCAO (VI): é a concentracdo de determinada
substancia no solo ou agua subterrdnea acima da qual existem riscos
potenciais, diretos ou indiretos, a satde humana. Indica que ha riscos para
a saude humana e para o ambiente, sendo que a ultrapassagem desse
valor em um volume de solo de 25 m*® ou em 100 m® de 4gua subterranea
impdem a necessidade de implementacdo na area avaliada de acgles
voltadas para a sua remediacdo. Com relagcdo ao solo, esse valor foi
calculado utilizando-se procedimento de avaliagdo de risco a saude
humana para cenarios de exposicdo agricola — Area de protecdo maxima
(APMax), residencial e industrial. Para agua subterranea, os valores
considerados sdo aqueles que causam risco a saude humana, listados na
Portaria 518, de 26 de marco de 2004, do Ministério da Saude (MS),
juntamente com os padrbes de potabilidade do Guia da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2008;
COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2009).
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Na Tabela 4 sdo apresentados os valores orientadores para Solo e Agua
subterranea no Estado de Sdo Paulo (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE
SAO PAULO, 2005).

Tabela 4: Valores orientadores da CETESB para solo e agua subterranea para HPAs
(COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2005).

(2) Para avaliacao de risco, deverd ser utilizada a abordagem de unidade toxicolégica por grupos de substancias.
na: ndo se aplica para substancias organicas.

A Agéncia Ambiental do Estado de S&o Paulo efetua desde 2002 um
levantamento de areas contaminadas no Estado de Sao Paulo. Segundo os
dados de 2006, os HPAs sdo os responsaveis pela contaminacdo de 695
destas areas (Figura 6). Esta contaminacdo esta relacionada em sua grande
maioria, a vazamento de combustiveis em postos de abastecimento
(COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2009).
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Figura 6: Principais grupos de substancias encontrados nas areas contaminadas do
Estado de Sé&o Paulo, segundo dados da CETESB (COMPANHIA AMBIENTAL DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2009).

Uma estratégia para eliminagcdo dos HPAs dos solos contaminados a
biorremediacdo, que é a utilizacdo de processo ou atividade biolégica para
transformar os contaminantes em substancias inertes (HOLLIGER et al., 1997).
Esta biotecnologia vem sendo utilizada ha varios anos em outros paises e, em
alguns casos, apresenta menor custo e maior eficiéncia na remocdo dos
contaminantes do que as técnicas fisicas e quimicas (como incineragédo e
lavagem do solo), sendo atualmente utilizada em escala comercial no
tratamento de diversos residuos e na remediacdo de areas contaminadas
(BAMFORTH & SINGLETON, 2005).

Entretanto, a degradagdo dos HPAs no solo pode ser limitada pela
incapacidade dos microrganismos naturalmente presentes no solo em
metabolizar eficientemente esses compostos, pela falta de nutrientes a
microbiota degradadora ou pela baixa biodisponibilidade dos HPAs aos
microrganismos degradadores, devido a sorcdo a fase organica do solo
(JOHNSEN et al., 2005).

Em vista da ampla distribuicdo dos HPAs no ambiente, da possibilidade em
ocasionarem problemas sérios a salde de humanos e animais, e dos limites
impostos pela legislagdo ambiental, sua eliminagdo do ambiente deve ser

buscada, visando a reducdo da exposicdo e absorcdo pelos seres vivos.
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1.5. ANALISE DE HPAs EM MATRIZES
AMBIENTAIS

A analise de misturas presentes em matrizes complexas consiste na
extracdo e no isolamento dos analitos de interesse, de forma a determina-los
qualitativa e quantitativamente por intermédio de uma técnica analitica
adequada (LANCAS, 2004a).

O desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em compartimentos ambientais ndo é
considerado trivial devido aos problemas relacionados as etapas de
amostragem, extracdo e método de quantificacdo utilizado (BISINOTI &
JARDIM, 2004).

A etapa de preparo e quantificacdo dos compostos organicos envolve
diversas etapas analiticas como extracdo, separacdo e deteccao.
Normalmente, os contaminantes organicos encontram-se em concentragdes
extremamente baixas no meio ambiente, podendo ocorrer baixa recuperacéo
dos mesmos na etapa de extracdo. Desta maneira, torna-se necessario o
desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais seletivos, precisos e
sensiveis (GODOI et al., 2003).

Outro fator que deve ser considerado é a complexidade das matrizes
ambientais, sendo que, para a avaliagdo da contaminacdo e ecotoxicidade de
determinado ambiente € de extrema importancia a realizacdo de amostragem
representativa, extragdo com exatiddo e precisdo do analito de interesse e
quantificacdo por um método que apresente baixo limite de deteccéo, elevada
seletividade e baixo custo (LANCAS, 2004a).

A escolha do método de preparo de amostra e do equipamento a ser
utilizado para a quantificacdo final dependera de uma série de fatores, tais
como: disponibilidade, adaptabilidade, capacidade do método, tempo de
analise, recuperacdo dos analitos, custos envolvidos, seletividade ou

especificidade, sensibilidade, exatidao, precisao, repetibilidade,
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reprodutibilidade, robustez, faixa linear, limites de deteccdo e quantificacéo,
dentre outros (BISINOTI & JARDIM, 2004).

A grande maioria dos métodos empregados na andlise de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) € baseada nos métodos de separacdo
cromatografica, tais como cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O anexo | apresenta uma breve introducdo as técnicas
cromatograficas.

Na analise de HPAs em solos e sedimentos sdo muitos os métodos
descritos na literatura. Em basicamente todos os métodos descritos o objetivo &
a determinagao de HPAs em amostras oriundas de processos de contaminagao
macica, como derramamento de petrdleo por exemplo. Na Tabela 5 estédo
sumarizados o0s métodos encontrados na literatura e que estdo mais

relacionados aos objetivos do presente trabalho.
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1.6. VALIDACAO ANALITICA

Para o desenvolvimento de um método, a etapa de validacdo € essencial
para que se possa avaliar objetivamente o grau de confiabilidade dos
resultados que serdo obtidos na aplicacdo de tal método. Os principais
parametros sdo descritos a seguir (DOREA et al, 2008; LANCAS, 2004b):

2> SELETIVIDADE: A seletividade de um método instrumental de separacéo €
a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na
presenca de componentes que podem interferir com a sua determinacdo em
uma amostra complexa. Garante que o pico de resposta seja
exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade ndo for
assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente
comprometidas (ROCKVILLE, 1999; VESSMAN et al., 2001; RIBANI et al.,
2004b).

> EXATIDAO: A exatiddo expressa a concordancia entre o valor encontrado e
o valor aceito como verdadeiro ou como referéncia. Normalmente, é
determinada através da fortificacdo da matriz em estudo pelo padrao
certificado do(s) analito(s) de interesse, para que o método seja validado
(LANCAS, 2004b, DOREA et al., 2008).

> PRECISAO: A precisdo de um método expressa a concordancia entre varios
resultados analiticos obtidos para uma mesma amostra, e pode ser expressa
com valores de repetitividade, reprodutibilidade e/ou precisdo intermediaria
(LANCAS et al., 2004b; DOREA et al., 2008 ).

»REPETITIVIDADE: A repetitividade (‘repeatability”) representa a
concordancia entre os resultados de medigbes sucessivas de um mesmo

método para uma mesma amostra, efetuadas sob as mesmas condi¢des de

2009

28



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Claudia Kazumi Fujita Dissertagdo de Mestrado

medicao, chamadas condi¢des de repetitividade e pode ser expressa através
da estimativa do desvio padréo relativo (RSD) (LANCAS, 2004b, RIBANI et
al., 2004; DOREA et al., 2008).

2» REPRODUTIBILIDADE: A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre
0s resultados das medicdes de uma mesma amostra, efetuadas sob
condigbes variadas (mudanca de operador, local, equipamentos, etc.).
Refere-se aos resultados dos estudos de colaboragcdo entre laboratérios e
deve ser considerada em situacbes como a padronizacdo de procedimentos
analiticos. Este parametro também pode ser medido através do célculo do
RSD das replicatas (LANCAS 2004b; RIBANI et al., 2004; DOREA et al.,
2008).

> LINEARIDADE: A linearidade é a resposta obtida em funcdo da
concentracdo do analito, a qual deve ser estudada em um intervalo de
concentracéo apropriado (LANCAS, 2004b, DOREA et al., 2008).

» RECUPERACAO: A recuperacdo é uma medida de eficiéncia do processo
de isolamento do analito de interesse da matriz na qual se encontra
presente. A recuperacdo obtida a partir de amostras fortificadas com o
analito de interesse é frequentemente utilizada para a estimativa da exatidao
do método. A recuperacdo pode ser determinada pela relacdo (LANCAS,
2004b; DOREA et al., 2008):

Esses estudos sdo efetuados adicionando-se solu¢gbes do padrdo
analitico de interesse com concentracdo conhecida a matriz isenta do

analito. Na maioria dos procedimentos analiticos de valida¢do, recuperacdes
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dentro da faixa 70 - 120% séo aceitas. A quantificagcdo do analito durante os
estudos de recuperacao pode ser realizada através do método do padrao
externo ou do padréo interno (LANCAS, 2004b; DOREA et al., 2008).

2> SENSIBILIDADE: A sensibilidade de um método indica a sua capacidade de
discriminar, com uma fidelidade estabelecida, concentracdes proximas de
um analito. A sensibilidade pode ser determinada por intermédio da
inclinagdo do gréafico de calibracdo. No caso de uma reta, quanto maior o
angulo de inclinacao da reta, mais sensivel (LANCAS, 2004b; DOREA et al.,
2008).

> LIMITES DE DETECCAO: O Limite de Detecgédo (LD) corresponde a menor
quantidade ou concentracdo de um analito que pode ser diferenciada do

ruido do sistema, porém ndo necessariamente quantificada como um valor
exato (LANCAS, 2004b; DOREA et al., 2008).

= LIMITE DE QUANTIFICACAO: O Limite de Quantificacdo (LQ) corresponde
a menor quantidade de um analito que pode ser quantificada com exatidao e
fidelidade, conforme a exigéncia da metodologia (LANCAS, 2004b; DOREA
et al., 2008).
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1.7. SOLO

1.7.1. COMPOSICAO DO SOLO

Diversos tipos de solos ocorrem em diferentes paisagens, segundo
padrées identificados a cerca de 125 anos pelo peddlogo pioneiro russo Vasily
Dokuchaev (1846 - 1903), em fungdo dos seguintes fatores: material de origem,
clima, relevo e dos organismos vivos que atuam ao longo do tempo. A Figura 7
ilustra as principais interacdes entre pedosfera (solo), biosfera (plantas e
animais), litosfera (rochas), hidrosfera (agua) e atmosfera (ar)
(PLANETEARTH, 2009).

Figura 7: Principais interagcbes do solo entre os varios compartimentos
ambientais (PLANETEARTH, 2009).

Estes fatores sdo chamados de agentes formadores do solo e podem ser
divididos em: (VIEIRA, 1988; SCHIAVETTI, 2009)
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2> agentes ativos: clima e biosfera, e

2» agentes passivos: rocha e relevo.

O tempo determina a maturidade do processo de formacdo do solo,
dividindo os solos em jovens e maduros, dependendo da intensidade da
atuacdo. Os solos, de maneira geral, s&o compostos por sais minerais
dissolvidos em agua, seres vivos e rochas em decomposicdo. Os solos
diferenciam-se nos mais variados aspectos, com os horizontes distinguindo-se
pela cor, textura, estrutura, propriedades quimicas e pela quantidade de
matéria organica existente (AMARAL, 1978; BERTOLINI et al., 1994,
COMPOSICAO DO SOLO, 20009).

Dependendo da composi¢cao do material da rocha de origem e da acéo
exercida pelo clima e pelos organismos sobre este material formam-se solos
com caracteristicas diferentes: uns mais férteis (mais ricos em nutrientes)
outros mais pobres em nutrientes (Figura 8).

O tipo de solo encontrado em um lugar vai depender de varios fatores: o tipo
de rocha matriz que o originou, o clima, a quantidade de matéria organica, a

vegetagao que o recobre e o tempo que se levou para ser formado.

Figura 8: Solos com diferentes estagios de maturacdo (EDUCACAO
AMBIENTAL, 2009).
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Os mapas de solos retratam diferentes tipos de solo, conforme a regiéo,
permitindo uma variedade de interpretacbes para utilizacdo pratica
(PLANETEARTH, 2009). A Figura 9 ilustra o Mapa pedolégico do Brasil (MAPA
PEDOLOGICO DO SOLO BRASILEIRO, 2009). Observa-se que o solo tipo

latossolo compde a grande maioria dos solos brasileiros.

Figura 9: Mapeamento pedoldgico do solo brasileiro (MAPA PEDOLOGICO DO SOLO
BRASILEIRO, 2009).
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1.8. DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

Araraquara localiza-se na regido central do estado de S&o Paulo, a
21°47'31" de latitude e 48°10'52" de longitude (Figura 10). O Municipio possuli
um clima "Tropical de altitude”, caracterizado por duas estagdes bem definidas:
um verdo com temperaturas altas (média de 31° C) e pluviosidade elevada e
um inverno de temperaturas amenas e pluviosidade reduzida. A area total do
municipio de Araraquara é de 1.312 km? com cerca 80 km? ocupados pelo
espaco urbano (ANDRADE, 2004). A partir de 1930, a cultura do café na
regido de Araraquara gradativamente foi sendo substituida pela cultura da
cana-de-acUcar. Atualmente, o municipio de Araraquara reflete um cenario
com desenvolvimento econdmico fortemente apoiado na expansdo da cultura
canavieira, sendo que apenas no municipio de Araraquara a extensao dessa
cultura chega a cerca de 32 mil hectares, constituindo o maior complexo
agroindustrial da regido (MOSCHINI, 2005). A area dedicada a cultura de cana-
de-acucar, estimada pelo IEA (Instituto de Economia Agricola) para o plantio do
deve alcancar 1.728.995 hectares no estado de S&o Paulo, aumentando 3%
em relacdo aos 1.672.906 plantados na safra de 2008. Segundo o Ultimo
levantamento do IEA (Instituto de Economia Agricola), orgéo ligado ao governo
do Estado de S&do Paulo, o municipio de Araraquara tem um crescimento
previsto de 10,2% da area utilizada para o plantio da cana-de-agucar (SOUZA,
20009).
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Figura 10: Localizacao do municipio de Araraquara (ANDRADE, 2004).

As atividades agro-industriais predominantes em Araraqguara incluem citros
(principalmente laranja) e cana-de-acucar. O grafico da Figura 11 ilustra a
progressado do plantio de cana-de-agUcar para o municipio de Araraquara entre
2003-2009, indicando a expansédo dessa cultura no periodo considerado. Esta
expansédo também é ilustrada pelos dados da Tabela 6 (INSTITUTO NACIONAL
DE PESQUISAS ESPACIAIS, 2009b; 2009c).
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Figura 11: Evolucéo da area ocupada pelo cultivo de cana-de-aglcar no municipio de
Araraquara (INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS, 2009b).

Tabela 6: Estimativa 2007-2009 da expansdo da cultura de cana-de-aglcar no
municipio de Araraquara (INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS,

2009c).
_ . . AREA DISPONIVEL < A
AREA DE AREA AREA EM PARA COLHEITA AREA AREA TOTAL
ANO SOCf\ REFORI\QADA EXPANZSAO (Km?) EM REF(;)RMA CULTlvéADA
(Km®) (Km®) (Km®) (Km®?) (Km")
2007/2008 | 33.218 4,139 1.966 39.323 4.698 44,021
2008/2009 | 33.839 4.635 2.965 41.439 5.555 46.994
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2. OBJETIVOS

Considerando-se que o Estado de S&o Paulo é o maior produtor de cana-
de-acucar do Brasil devido essa cultura ocupar mais de 70% da area
agricultavel; e que a regido central do Estado tem um peso consideravel nesta
producéo, e vem sendo utilizada a pratica da queimada como manejo agricola
desta cultura desde 1970, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o
impacto das queimadas na presenca de HPAs no solo, no municipio de

Araraquara. Para isso, 0s objetivos especificos foram:
= Otimizar e validar método para a determinacdo de HPAs em solo;

> Utilizar o método validado para a determinacao de HPAs em amostras de
solo em &reas com cultivo de cana-de-agucar, nas épocas de safra e

entressafra desta cultura;

2> Comparar os perfis quali e quantitativos dos HPAs, nas duas épocas de

coleta, buscando avaliar a influéncia da queima de cana-de-agucar.
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3. EXPERIMENTAL

Este capitulo sera dividido em duas sec¢fes para melhor entendimento:

a) DESENVOLVIMENTO ANALITICO, onde sera descrito o desenvolvimento e
validacdo do método empregado para as analises de HPAs em amostras de

solo;

b) ESTUDO AMBIENTAL, onde sera descrita a obtencdo das amostras, sua

caracterizacdo e analise.

3.1. DESENVOLVIMENTO ANALITICO

3.1.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

2» Padrdes soélidos individuais de HPAs (pureza=98%), com excegdo do Acenafteno
(pureza=75%) fornecidos pelo laboratério SIGMA ALDRICH BRASIL Ltda; e

Benzo[e]Pireno (pureza=99%) fornecido pelo laboratério FLUKA.

>» Detergente alcalino Extran (MERCK);

> Acetonitrila, Metanol, N-Hexano, Isooctano, Acetona, Diclorometano, Acetato de

Etila, grau HPLC, da MALLINKRODT Chemicals e TEDIA Company Inc.
» Agua Deionizada obtida do sistema Milli-Q plus (MILLIPORE)

7 Hidroxido de Potassio, KOH, SIGMA ALDRICH

> Silicagel C18, 50m 70-230 mesh, 60A, PHENOMENEX

» Florisil, MgOsSi, 60-100 mesh, SIGMA ALDRICH

» Alumina, Al,Os, ativada, neutra, 150 mesh, 584, SIGMA ALDRICH

» Celite 545, 0,02-0,20mm, MERCK CHEMICALS
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2 |a de vidro, fibra média, ISOFAR

> Insert Agilent 500nL

2 Seringa de vidro, 5mL

> Micropipetas 20-200./100 -1000n., TEDIA/EPPENDORF
> Ponteiras Eppendorf

> Papel de filtro n% 41, 110mm, WHATMAN

» Parafilm Laboratory Film, Pechiney Plastic Pack

> Unidade filtrante em celulose regenerada com membrana 0,45mm, 13mm, n&o-
estéril, WHATMAN

> Vial de borosilicato, &mbar, volumes 2/20/30mL, tampa com rosca de polipropileno,
septo PTFE/Silicone, LA PHA PACK

» Balanca METTLER TOLEDO AG245, + 0,1mg;

2 Banho de Ultra-som THORNTON — 40KHz;

» Mufla EDG 3P-S, Modelo F-7000 3P, EDG Equipamentos

“» Evaporador Rotativo Tecnal TE-210; TECNAL

2 HPLC modelo Pro Star Autosampler 4000 e Detector de Fluorescéncia 360 VARIAN
2» HPLC modelo LC-920 VARIAN com detector de Fluorescéncia VARIAN

2 Coluna C-18 SUPELCOSIL LC PAH (250mm x 4,6 mm x 5um) - SUPELCO

2> GC 3800 MS Saturn 2000 com Autosamper 8200 VARIAN

> Coluna FACTOR FOUR™ VF- 5 — MS (5% Fenil, 95% Polisiloxano) — Varian (30m x
0,25mm x 0,25um)
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3.1.2. LIMPEZA DA VIDRARIA

O material de vidro utilizado no desenvolvimento do trabalho foi deixado
imerso em solucdo de Extran (20%) por 12 horas e enxaguado em agua
corrente exaustivamente e, em seguida, em agua destilada, agua deionizada e
acetona destilada, proveniente do Laboratério de Apoio Técnico do IQ/UNESP.
A secagem da vidraria foi realizada em estufa & temperatura de 90°C, com
excecao da vidraria volumétrica, que foi seca a temperatura ambiente.

Para avaliagdo da limpeza da vidraria, foi utilizado o mesmo procedimento
de extracdo da amostra, a fim de verificar a interferéncia de substancias que
poderiam co-eluir no mesmo tempo de retencdo dos analitos. Através do
cromatograma apresentado na Figura 12, pode-se comprovar a inexisténcia de
interferentes que possam prejudicar a avaliacdo da metodologia proposta para

a analise de HPAs em solo.

Figura 12: Cromatograma obtido através de HLPC-Fluo, referente a avaliagdo
da limpeza da vidraria.
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3.1.3. PREPARO DAS SOLUCOES DOS PADROES

3.1.3.1. ANALISES POR GC/MS/MS

A solugcédo estoque da mistura dos padrbes de HPA foi preparada a partir
dos padrdes soélidos, em isooctano, na concentracdo de 100 ng mL™. A partir
desta solucado, foram preparadas solu¢cdes intermediarias na concentracdo de
10 ng mL™. As solucbes mistas dos compostos foram preparadas por diluicdo
das soluces intermediarias nas concentracées variando de 1 a 0,001 ng mL™
(17 concentragdes). Todas as solugdes foram analisadas em triplicata para a

construgdo dos graficos de linearidade e as curvas analiticas.

3.1.3.2. ANALISES POR HPLC/FLUORESCENCIA

Como a resposta do detector de fluorescéncia varia para os HPAs em
funcdo da sua estrutura molecular, as concentracdes de cada HPA nas
solugdes padrdo mistas foram preparadas considerando-se a diferenca de fator

de resposta nas condigdes cromatograficas previamente estabelecidas.

Houve também diferenca entre as respostas dos dois sistemas HPLC
utilizados, por isso as concentragdes das solugbes padréo foram diferentes

para ambos.

Todas as solugdes padrao foram preparadas em acetonitrila, sendo que a
solucdo estoque foi preparada a partir dos padrdes sélidos e as de trabalho
(utilizadas para a avaliagdo do desempenho dos sistemas e para as curvas
analiticas) foram obtidas por diluicbes sucessivas da solugdo estoque, sendo
preparadas solugcdes padrdao de concentracbes diferentes, que estdo
apresentadas no Anexo Il. A Tabela 7 apresenta as concentragfes de cada
HPA na solugédo estoque mista para o sistema ProStar- Varian, enquanto que a
Tabela 8 mostra a constituicdo da mesma solugdo para o sistema LC 920-

Varian.
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Tabela 7: Concentracao dos HPAs na solucdo padréao estoque mista. ProStar-Varian

CONCENTRAGAO CONCENTRAGAO
HPAs
(mg L) HPAs (mg L)
p1: naftaleno 11 Po: Criseno 21
p2: acenafteno 7 p10: benzo[e]pireno 30
ps: fluoreno 12 p11: benzo[b]fluoranteno 25
pa4: fluoranteno 21 p12: benzo[k]fluoranteno 4
ps: antraceno 9 p1s: benzo[a]pireno 24
pe: fluoranteno 25 p14: dibenzo[ah]antraceno 9
p7: pireno 21 p1s: benzo[ghi]perileno 13
ps: benzo[a]antraceno 21 p1e: indeno[123cd]pireno 5

Tabela 8: Concentracdo dos HPAs na solucdo padrdo estoque mista. LC 920 Varian

HPAs CONCENTI_:\;A(;AO HPAs CONCENTI_:\IAQAO
(my L) (my L™
P,: Naftaleno 11 Py: Criseno 21
P,: Acenafteno 7 P1o: Benzo[e]Pireno 30
P5: Fluoreno 12 P11: Benzo[b]Fluoranteno 25
P,: Fluoranteno 21 P1,: Benzo[K]Fluoranteno 4
Ps: Antraceno 9 P13: Benzo[a]Pireno 25
Ps: Fluoranteno 25 P14: Dibenzo[ah]Antraceno 9
P-: Pireno 21 P1s: Benzo[ghi]Perileno 14
Pg: Benzo[a]Antraceno 21 P1s: Indeno[123cd]Pireno 5
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3.1.4. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Como os HPAs podem ser analisados por GC/MS/MS ou por
HPLC/Fluorescéncia, foi avaliado o desempenho destas duas técnicas para a
escolha da que apresentasse melhor desempenho em relacdo ao estudo
pretendido.

As condicBes cromatogréaficas utilizadas neste trabalho foram otimizadas
anteriormente neste grupo de pesquisa, para o sistema HPLC/Fluorescéncia
ProStar e para o sistama GC/MS/MS (SILVA, 2006, CRISTALE, 2008) e estado
sumarizados na Tabela 9. Para o sistema HPLC/Fluorescéncia LC-920 as

condi¢cdes do sistema foram adaptadas a partir das condicbes do ProStar.
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Tabela 9: Condi¢bes cromatograficas utilizadas na analise dos HPAs de interesse nos
sistemas cromatograficos avaliados (SILVA, 2006; CRISTALE, 2008).

HPLC/FLUORESCENCIA
CONDICOES VARIAN PROSTAR VARIAN LC 920
COLUNA
CROMATOGRAFICA SUPELCOSIL LC PAH (250mm x 4,6mm x 5um) SUPELCO
, N ~ ,--n ] ACN:H,O 60% ACN (5) a 68%
% ACN:H,0O 60% ACN (5) a (20" N A "=
ELUICAO 2 100% ACN (15) ACN(#) & 100% ACN (7)a& 93%
ACN (9)
VAZAO DA FASE . .
MOVEL 1 mL/min 1,8 mL/min
TEMPERATURA DA , o
COLUNA Ambiente (sem forno) 30 "C (forno)
VOLUME DE INJECAO 30 pL 50 pL
Tempo | exc | em Tempo | exc | em
. (min) (min)
DETECCAO 0-10 220 322 0-8.6 220 322

10-32 240 392 8.6-22.80 240 392
32-40 300 498 22.80-25 300 498
GC/MS/MS (Varian Saturno 2000)

COLUNA ZB-5 (Phenomenex), 5% fenil, 95% metilpolissiloxano.

CROMATOGRAFICA

30m x 0,25 mm x 0,25 mm

TEMPERATURA DA
COLUNA

100°C -- (10°C/min) -- 200°C -- (7°C/min) -- 250°C (5,86 min) -- 250°C --
20°C/min -- 300°C (4,5 min)

GAS DE ARRASTE
(vazéo)

Hélio (1 mL/min)

VOLUME DE INJECAO
(modo)

2uL (splitless)

TEMPERATURA DO
INJETOR

300 °C

PARAMETROS DO
DETECTOR MS

Trap: 220°C

Transfer line: 200°C

Modo de excitagao: ndo-ressonante & Amplitude excitacédo: 25,00V
Scan rate: 0,5 scan/s

Ainda, para as andlises no GC/MS/MS, os

ions escolhidos para

refragmentacéo foram os mais intensos, correspondentes a MM de cada HPA e

estdo apresentados no Anexo lll.
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Tabela 10: ion pai selecionado para sofrer a refragmentac&o no modo MS/MS.

HPA m/z HPA m/z HPA m/z
Naftaleno 128 Fluoranteno 202 Benzo[k]Fluoranteno 253
Acenaftileno 152 Pireno 202 Benzo[a]Pireno 251
Acenafteno 153 Benzo[a]Antraceno 228 Dibenzo[ah]Antraceno 278
Fluoreno 165 Criseno 228 Benzo[ghi]Perileno 276
Fenantreno 178 Benzo[e]Pireno 251 Indeno[1,2,3cd]Pireno 276
Antraceno 178 Benzo[b]Fluoranteno 253
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3.1.5. OBTENCAO DOS GRAFICOS DE LINEARIDADE,
CURVAS ANALITICAS E LIMITES INSTRUMENTAIS DE
DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os dados experimentais estdo sujeitos a erros originarios de diversas
fontes, as quais podem resultar em “outliers”, ou seja, valores denominados
“andmalos”, que devem ser removidos para garantir a confiabilidade dos
resultados obtidos (DAVIES, 1988; MILLER, 1993). Esses valores an6malos
podem ser identificados estatisticamente através de procedimentos adequados
de tratamento de dados, tais como o Teste de Huber, que € considerado um
método de estatistica robusta (HUBER, 1981; BARNETT, 1984; AUGUSTO,
1990, PINI, 1995).

A regra de eliminacao de Huber é realizada da seguinte maneira: calcula-se
a mediana (Xmediana) d0S valores obtidos para as analises em replicata da
amostra (X1, X2, .....Xn), 0s residuos (u1 = |ra|, ||, ..... , Un=|rn|]) € a mediana dos
residuos absolutos (Umediana)- A partir disso, séo considerados anémalos todos

os valores x; que satisfizerem a seguinte condig&o:

Xj— Xmedianal 3 k-Umediana

O parametro k é arbitrario, varia de 1 a 8, de forma que é sugerido que ele
seja escolhido apos simulacdes experimentais e interpretacdo das sucessivas
rejeicbes obtidas (HUBER, 1981). Na pratica, quanto maior for o valor de k
mais permissivo é o critério de linearidade adotado, uma vez que amplia o
intervalo de confiancga.

Neste trabalho, essas simulagbes foram realizadas em planilha eletronica
(Microsoft Excel), sendo determinado o valor k= 5, pois forneceu uma
diminuicdo expressiva do desvio padrdo entre as triplicatas das medidas
realizadas para a mistura de referéncia (mistura padréo).

Foram construidos gréaficos (Area/Concentracéo vs Concentragio) em que

sao plotados os limites de confianga (superior e inferior) como ilustrado na
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Figura 13 para cada um dos HPA. Estes limites foram calculados de acordo

coma expresséo:

Xmediana * k-Umediana

Figura 13: Grafico do Teste de Huber para o benzo[b]fluoranteno.

Os valores que se encontram fora destes limites sdo considerados
andmalos e devem ser eliminados, sendo que a curva analitica deve ser
construida com os pontos que efetivamente encontravam-se no intervalo de

linearidade, como ilustrado na Figura 14.
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Figura 14: Curva analitica para o benzo[b]fluoranteno.

Os limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ) instrumentais podem ser
calculados através de trés maneiras distintas (RIBANI et al., 2004):

» METODO VISUAL: consiste na injecdo de diferentes concentragdes do
analito; verificando experimentalmente a menor concentracdo que
permite a distingdo entre o sinal produzido pelo analito e a linha de base

dada pelo equipamento.

» METODO RELACAO SINAL/RUIDO: (normalmente trés vezes) para o

calculo de LD e cinco a dez vezes para o LQ.

> METODO BASEADO EM PARAMETROS DA CURVA ANALITICA: Os
limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) do equipamento para
os analitos de interesse podem ser determinados seguindo o método
recomendado pela IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) (CURRIE, 1999):
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LD =3 x Sd/b

LQ=3xLD

Sendo:
b: coeficiente angular da curva analitica do analito €;

Sd: desvio padréo da curva analitica.

Neste estudo foi utilizado o método visual para a determinagcdo do LD,
enquanto que o intervalo de confianca (ou de linearidade) e o limite de
quantificacdo (LQ) foram estabelecidos pelo grafico de andlise de residuos
(Teste de Hubber), ou seja, o LQ € a concentragdo mais baixa que pertence ao
intervalo de linearidade (RIBANI et al., 2004).
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3.1.6. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO
PARA ANALISE DE HPAs EM SOLO

3.1.6.1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SOLO TESTEMUNHA E SUA
CARACTERIZACAO

Os materiais de referéncia certificados para HPAs em solo, que estdo
comercialmente disponiveis, sdo constituidos por solo altamente impactado,
geralmente por derramamento de petréleo ou derivados, o que distancia muito
este material do contexto analitico/ambiental em estudo. Desta maneira, neste
estudo de otimizacdo e validacdo metodoldgica foram utilizadas amostra de
solo enriquecidas com os HPAs.

Contando com a colaboragcdo do Prof. Dr. Luis Vitor S. Sacramento
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/lUNESP/AQA), foram escolhidos os
locais de amostragem e procedeu-se a coleta de amostras.

Os solos utilizados no processo de otimizacdo do método para a analise de
HPAs foram obtidos de dois locais distintos no municipio de Araraquara, sendo
gue o solo pobre em matéria organica (SPMO) foi obtido em uma &rea erodida
(“barranco”) enquanto que o solo rico em matéria organica (SRMO) foi
proveniente de uma é&rea ndo cultivada do Horto de Plantas Téxicas e
Medicinais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP.

A coleta de amostras seguiu o preconizado pela Embrapa para coleta de
solo para fins de analise de interesse agricola (SILVA, 1999). Sucintamente a

recomendacao inclui:

Y

coletas de amostras representativas do ambiente amostral,

> homogeinidade na amostragem, com a divisdo da area a ser amostrada
em glebas (areas menores);

> profundidade: 10 cm;

2 coleta do material a ser analisado no laboratério devera ser quarteado

da amostra composta coletado em zigue-zague pelas glebas.
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Apés a coleta das amostras de campo e homogeneizacdo, por
guarteamentos sucessivos foram obtidas as amostras de laboratério,
constituidas de cerca de 1 kg de cada tipo de solo. As amostras de laboratério
foram acondicionadas em recipientes metalicos (marmitas de aluminio) e
transportadas sob refrigeracdo (gelo reciclavel, aproximadamente 20°C) ao
IQ/UNESP. ApGs o processo de secagem ao ar em temperatura ambiente, as
amostras foram destorroadas, trituradas em almofarriz de porcelana,
peneiradas (tamiz de inox, 250 MESH) e armazenadas sob refrigeracdo (10°C)
em frasco de vidro ambar fechado, para serem posteriormente analisadas.

As fotos da Figura 15 ilustram o aspecto dos solos coletados.

15a

15b

Figura 15: Solos coletados no municipio de Araraquara. Solo 15a — SRMO (Solo rico
em matéria organica), e o solo 15b — SPMO (Solo pobre em matéria orgéanica).

As andlises do teor de matéria organica das amostras de solo foram
realizadas no Laboratério de Solos do 1Q-Unesp - AQA, o qual segue a
metodologia preconizada pela EMBRAPA (SILVA et al., 1999).

Na figura 16 estd sumarizado o procedimento utilizado na determinacéo do
teor de matéria organica do solo (SILVA, 1999; FUJITA, 2004).
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1 cm® de solo +10,0 ml de Na,Cr,O; 4 M em
H,SO, 10 M

> Agitar por 10 min a 180 rpm
(agitador com movimento
s circular horizontal).

+ 50,0 ml de &gua, decantar durante a noite

———> Repouso por 24h

Leitura feita em colorimetro com filtro de 650 nm.

Figura 16: Fluxograma de andlise de matéria organica segundo recomendacédo da
EMBRAPA e IAC (SILVA, 1999; FUJITA, 2004).

Andlises de MO nos solos amostrados nessa etapa do desenvolvimento do
trabalho foram realizadas em triplicata, e posteriormente, denominados como:
> solo rico em MO (SRMO) e;
> solo pobre em MO (SPMO).
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3.1.7. OTIMIZACAO DO TRATAMENTO DA AMOSTRA

3.1.7.1. ENRIQUECIMENTO (OU FORTIFICACAO) DAS AMOSTRAS DE
SOLO TESTEMUNHA COM HPAS

Para avaliar a recuperacdo dos HPAs no processo de extragdo, foram
utilizadas amostras de solo anteriormente caracterizadas quanto ao teor de MO
em sua composicdo, e em seguida foram enriquecidas no laboratério com a
solugcdo padrdao mista contendo os 16 HPAs nas concentragdes explicitadas na
Tabela 11. Estas concentragdes foram escolhidas por representarem extratos
gue estdo na regido central do intervalo de linearidade para o sistema
HPLC/Flu.

Tabela 11: Concentragcdo dos HPAs na amostra fortificada utilizada no estudo de
otimizacdo do método.

HPAS CONCENTI};ACAO HPAS CONCENTEA(;AO
(ngg’) (ngg”)
P.: Naftaleno 3.2 Po: Criseno 6,2
P,: Acenafteno 2,0 P1o: Benzo[e]Pireno 91
P;: Fluoreno 3.8 P11: Benzo[b]Fluoranteno 7.6
P,: Fluoranteno 6.4 P1,: Benzo[k]Fluoranteno 12
Ps: Antraceno 2,8 P1s: Benzo[a]Pireno 74
P¢: Fluoranteno 7.6 P14: Dibenzo[ah]Antraceno 2.8
P;: Pireno 6,2 P1s: Benzo[ghi]Perileno 41
Ps: Benzo[a]Antraceno 6.2 P16: Indeno[123cd]Pireno 1.6

O processo de fortificagcdo da amostra consistiu na adicdo de 500uL de uma
solugdo padrdo mista de concentracdo adequada para que a amostra final
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tivesse as concentracbes da Tabela 11. A amostra foi homogenizada por
agitacdo em vortex por 10 min. Depois disso foi deixada em repouso, ao abrigo
da luz e sob refrigeracdo, por cerca de 4 horas. Decorrido este periodo,
aliquotas da amostra foram submetidas ao tratamento em estudo.

O processo de fortificagdo foi 0 mesmo para amostras com diferentes teores
de matéria organica (SRMO e SPMO).

3.1.7.2. EXTRACAO COM SOLVENTE EM BANHO DE ULTRASSOM

Apés a caracterizacao inicial das amostras de solo utilizadas no processo de
otimizacdo da metodologia para analise de HPAs, partiu-se para a etapa de
extracdo e recuperacdo dos analitos. Os métodos para analise de solo
encontrados na literatura, que empregam banho de ultrassom, utilizam sempre
massa de amostra menor do que 10 g, pois em sua maioria enfocam solos
provenientes de areas altamente impactadas, principalmente por
derramamento de petrdleo e/ou derivados, como descrito na Tabela 5 (SONG
et al., 2007; CASTRO et al., 2007; SANCHEZ-BRUNETE et al., 2006;
D’AGOSTINHO & FLUES, 2006; ALVAREZ-BERNAL et al., 2007; HONDA et
al., 2007).

Para o municipio de Araraquara, infere-se que uma quantidade menor do
gue 10 g de amostra de solo poderia comprometer a quantificacdo dos HPAs
nessa matriz, por se tratar se um solo que ndo é altamente impactado e
consequentemente, a concentracdo dessas substancias ndo deve ser téao
elevada. Desta maneira, optou-se por empregar 10 g de amostra para estes
estudos de otimizagao envolvendo banho de ultrassom.

Para a extracdo de HPAs de solo é relatado na literatura o uso de diferentes
sistemas extratores. DCM:MeOH (1:4) (v/v) ja havia sido utilizado em trabalhos
desenvolvidos por este grupo de pesquisa para a extragdo de HPAs,
envolvendo diferentes tipos de matrizes (fuligem de palha de cana-de-acucar,
rapadura e material particulado atmosférico), com recuperacdo dos analitos
entre 80-95% (ANDRADE, 2000, 2004; POPPI, 2000; ZAMPERLINI,1997;
SILVA, 2006; CRISTALE, 2008). Mais recentemente, neste grupo de pesquisa

avaliou-se o uso da mistura Hexano:Acetona (1:1, v/v) na extragao de HPAs de
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material particulado atmosférico, demonstrando excelente recuperacdes
(CRISTALE, 2008), situando-se entre 70 - 85% o0 que é corroborado por outros
autores (TUHACKOVA et al., 2001; HUANG et al., 2004). Na literatura também
ha citacbes fazendo o uso do solvente acetato de etila na extracao de HPAs de
solo (SANCHEZ-BRUNETE et al., 2006).

Desta maneira, nesta etapa avaliou-se o desempenho do uso dos seguintes
sistemas extratores:

> DCM:MeOH (1:4) (viv) ;

» Hexano:Acetona (1:1) (v/v) e,

 Acetato de etila

O procedimento de extragdo utilizado esta sumarizado no fluxograma da

Figura 17.
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10 g de solo enriguecido com 500 pL de uma solugéo padréo mista

dos 16 HPAs

ﬂ

Extrag@o com 3 por¢des de 30 mL dos seguintes sistemas extratores:
1- DCM:MeOH (4:1) (v:v)
2- Hexano: Acetona (1:1) (v:v)
3- Acetato de Etila

10 min de banho em ultrassom

ﬂ

Tempo de centrifugac@o: 5 min a 1300 rpm

Separacéo do extrato organico

ﬂ

Volume total dos extratos organicos

V ~90mL

\Y

Rotaevaporador até obter V ~5 mL

\Y

Evaporacéo a secura em N,

J

Ressuspensdo em 500 pl de acetonitrila

J

Analise por HPLC - Fluorescéncia

Figura 17: Fluxograma do procedimento de extracdo da amostra de solo em banho de
ultrassom.
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3.1.7.3. DISPERSAO DA MATRIZ EM FASE SOLIDA

A complexidade das amostras a serem analisadas e a exigéncia em
quantificar niveis de concentragdo cada vez menores aponta para a
necessidade de novos métodos de extracao, equipamentos e novas técnicas
para a analise tracos presentes nos varios compartimentos ambientais. A etapa
de preparacdo da amostra torna-se um desafio para a obtencdo de métodos
mais rapidos, que utilizem menores quantidades de solventes organicos, com
maior seletividade para matrizes com baixas concentragcdes de analitos
(LOPES & DOREA, 2004).

Um metodo muito empregado atualmente na analise de matrizes soélidas e
semi-soélidas é a dispersao da matriz em fase sdélida (MSPD). Esse método
consiste na dispersdo da amostra sélida ou semi-sélida em um adsorvente
apropriado para extracdo de residuos ambientais e alimentares, e engloba a
extracdo e cleanup dos extratos numa Unica etapa (PINHO et al.,, 2008;
BAKER, 2000).

A amostra € introduzida em um recipiente contendo um suporte sélido
(sorvente), misturada até a homogeinizagdo e esse material (matriz + sorvente)
é transferido para uma coluna de vidro e procede-se a eluicdo dos analitos de
interesse com um solvente adequado. O suporte solido ou dispersante atua
como um abrasivo, promovendo o rompimento da estrutura fisica da amostra e
como adsorvente de compostos na matriz. O material misturado pode ser
empacotado em uma coluna e os analitos eluidos imediatamente (LOPES &
DOREA, 2004).

A escolha do suporte-adsorvente depende da polaridade do analito e da
natureza da matriz. Normalmente, para aplicacbes que requerem uma fase
lipofilica quimicamente ligada, o suporte-adsorvente utiliza materiais como Cig
ou Cg. O isolamento de analitos mais polares é realizado com suportes polares
e o de analitos menos polares com suportes com menor polaridade (LANCAS,
2004b).

O condicionamento e a pré-lavagem da mistura matriz-suporte na coluna de
DMFS também podem ser utilizados para a ativacdo do adsorvente e

eliminacdo de interferentes. Geralmente, o eluato da coluna DMFS esta
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satisfatoriamente limpo para ser injetado diretamente no cromatografo,
entretanto, na maioria das vezes € necessario a remocao dos interferentes
através de uma etapa de cleanup, conectando-se em série uma segunda
coluna (co-coluna) contendo outra fase sélida na coluna DMFS, ou colocando-
se uma fase solida, como por exemplo, alumina, florisil, silica, Cg ou Cig na
coluna DMFS antes de adicionar a mistura matriz-suporte (DOREA & LANCAS,
1999).

O esquema ilustrativo do processo de extracdo utilizando a técnica
dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD) pode ser visto na Figura 18
(LANCAS, 2004b).

Figura 18: Etapas envolvidas no processo de Dispersdao da matriz em fase solida
(DMFS) (LANCAS, 2004b).
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O fluxograma da Figura 19 ilustra o procedimento que foi utilizado nesta
etapa para extracdo de HPAs, utilizando a dispersdo da matriz em fase soélida
(DMFS) para as amostras de solo (PENA et al., 2006, 2007a, 2007b).

1 g de solo enriquecido com 500 nL de mix
dos 16 HPAs

ﬂ

3 tipos de adsorventes testados: 1 g de florisil// 1 g de celite//1 g de alumina
neutra

ﬂ

Coluna de vidro 25 x 0,5 cm empacotada na proporgéo 1:2:1

Adsorvente 1: la de vidro/Na,SO4 /celite/silica gel/la de vidro

Adsorvente 2: 1a de vidro/Na,SO; /florisil/silica gel/la de vidro
Adsorvente 3: 1a de vidro/Na,SO,4 /alumina neutra/silica gel/la de vidro

ﬂ

Adicdo de 500 pL de solugdo saturada de KOH em MeOH
Eluicdo com 15 mL hexano:acetona (1:1) (v:v)

\Vi
Volume do extrato V~ 15 mL

\Y

Evaporacéo a secura com N;

\Y

Ressuspensdo em 500 nL de

V

Analise por HPLC-Fluorescéncia

Figura 19: Fluxograma do procedimento de extracdo utilizando a Dispersdo da matriz
em fase sdlida (DMFS) para as amostras de solo (PENA et al., 2006, 2007a, 2007b).

Como adsorvente na etapa de trituragdo foram utilizados: celite, florisil e

alumina ativada e desativada. Na transferéncia do solo macerado com o
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adsorvente para a coluna de vidro (25 x 0,5 cm) utilizou-se silica como co-
coluna, ou co-sorvente.

A Figura 20 apresenta a estrutura quimica da alumina, adsorvente utilizado
tanto na etapa de maceragao com o solo, quanto na etapa de eluicdo na coluna
de vidro (AQUINO NETO, 2003).

Figura 20: Estrutura quimica da alumina (Al,Os) utilizada como adsorvente nas etapas
de maceracéo e eluicdo dos analitos (AQUINO NETO, 2003).

A escolha do sistema eluente foi baseada nas recupera¢fes obtidas com os
sistemas testados anteriormente: DCM:MeOH (4:1) (v:v), hex:ace (1:1) (viv),
acetato de etila. Dos 3 sistemas testados, hex:ace (1:1) (viv) mostrou-se
condizente com o processo de extracao utilizado, além de que, ha uma busca
incessante pela diminuicdo na utilizagdo de solventes clorados, a fim de
minimizar os impactos ambientais, além da alta toxicidade apresentada pelos
sistemas solventes que incluam DCM.

Segundo o IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céncer), o

DCM pertence ao grupo 2B, o qual é classificado como possivelmente

2009

60



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Claudia Kazumi Fujita Dissertagdo de Mestrado

carcinogénico a seres humanos. (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2009). Para o NIOSH (Instituto Nacional de
Seguranca e Saude Ocupacional dos EUA) o DCM é considerado uma
substéncia com potencial carcinogénico ocupacional, por ser causador de
cancer de pulmdo, figado e glandulas salivares em animais (NATIONAL
INSTITUTE FOR OCCUPATIONAL ANDA SAFETY HEALTH, 2009).

Em contrapartida, o hexano e a acetona ndo apresentam nenhuma restricao
em ambas as agéncias citadas anteriormente. Além disso, o Protocolo de
Kyoto sugere a substituicho dos compostos organo-clorados por outros que
apresentem uma menor toxicidade (CAVALCANTE et al., 2008).

3.1.7.4. AVALIACAO DO DESEMPENHO DO METODO

Nesta etapa foram utilizadas amostras fortificadas, da mesma maneira ja
explicitada no item 3.1.7.1, porém com concentracdes que representam
extratos no inicio, meio e final da curva analitica. As concentracfes das
amostras enriguecidas para esta fase do trabalho estdo na tabela 12.

O enriguecimento nestes niveis foi efetuado para amostra de SPMO e

SRMO. As analises foram feitas em triplicata.
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Tabela 12: Concentragbes de HPAs nas amostras de solo fortificadas.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
HPAs
ng g’
1 Naftaleno 1,06 3,19 5,31
2 Acenafteno 0,65 1,95 3,25
3 Fluoreno 1,25 3,75 6,25
4 Fenantreno 2,12 6,36 10,61
5 Antraceno 0,93 2,79 4,65
6 Fluoranteno 2,54 7,62 12,70
7 Pireno 2,07 6,20 10,33
8 Benzo[a]Antraceno 2,08 6,23 10,38
9 Criseno 2,07 6,22 10,37
10 Benzo[e]Pireno 3,02 9,06 15,10
11 Benzo[b]Fluoranteno 2,54 7,63 12,71
12 Benzo[k]Fluoranteno 0,38 1,15 1,91
13 Benzo[a]Pireno 2,45 7,36 12,27
14 Benzo[g,h,i]Perileno 0,94 2,82 470
15 Dibenzo[a,h]Antraceno 1,35 4.06 6,77
16 Indeno [1,2,3-cd]Pireno 0,53 1,59 2,65
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3.2. ESTUDO AMBIENTAL

3.2.1. LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO

As amostras de solo foram coletadas em duas usinas, situadas no
municipio de Araraquara- Usina Zanin e Usina Santa Cruz- em duas areas de
aproximadamente 1000 m? previamente demarcados pelas usinas para a
realizacdo do presente trabalho, sendo que em cada usina havia areas com
alto e baixo teor de matéria organica.

A escolha das usinas ocorreu devido ao interesse das mesmas em dar
abertura para o desenvolvimento do trabalho, fornecendo todo o suporte
técnico adequado, desde a demarcacdo da éarea até a disponibilidade de
funcionarios das respectivas usinas para realizar as coletas das amostras
ambientais. Nos locais de amostragem ocorre queima de cana-de-agUcar ha
pelo menos sete anos consecutivos.

As usinas mencionadas comprometeram-se a manterem as mesmas
condi¢cbes do solo, tanto na safra quanto na entressafra. Ndo houve a adicéo
de vinhaca nesses locais configurados para a amostragem, o que poderia
contribuir com o aumento da matéria organica e interferentes que poderiam
resultar em conclusdes distorcidas da situacdo real. Na Tabela 13 estdo
descritas as coordenadas e caracteristicas dos locais amostrados. Nas Figuras

21 e 22 estdo ilustrados os mapas referentes a localizagdo da amostragem.
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Tabela 13: Coordenadas dos locais de coleta, teor de matéria organica e classificacédo
do solo. (SILVA, 1999; USINA SANTA CRUZ, 2009; USINA ZANIN, 2009)

MATERIA ~
LOCAL DE R CLASSIFICACAO DO
COORDENADAS ORGANICA
AMOSTRAGEM 5 SOLO
(g dm™)

Ponto 1 Lat: 21° 51’ 41,80”
Usina Zanin Long: 48°08’ 49,93" 36 Latossolo
Ponto 2 Lat: 21°51’' 18,17"
Usina Zanin Long: 48°16’ 57,84” 11-13 Latossolo
Ponto 1 Lat: -21°40' 12"
Usina Santa Cruz Long: -47°57" 41" 11-15 Latossolo
Ponto 2 Lat: -21° 40’ 23"

. . 0 y ”
Usina Santa Cruz Long: -47° 57" 23 2924 Latossolo

Andlises realizadas em triplicata pelo Laboratério de Solos do 1Q/Unesp.

Figura 21: Localizacdo da Usina Zanin e os locais de onde foram realizadas as coletas
ambientais (USINA ZANIN, 2009).
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Figura 22: Localizacé@o da Usina Santa Cruz e os locais de onde foram realizadas as
coletas ambientais (USINA SANTA CRUZ, 2009).
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3.2.2. OBTENCAO, ARMAZENAMENTO E TRATAMENTO
DAS AMOSTRAS DE SOLO

Foram coletadas amostras, na profundidade de aproximadamente 10 cm,
cerca de 500 g em 15 pontos distribuidos randomicamente em cada area
demarcada de cada um dos sitios de amostragem. As amostras de cada area
foram reunidas e por quarteamentos sucessivos obteve-se a amostra de
laboratério (cerca de 2 kg).

Para obtengcdo das amostras foi utilizado um trado (Figura 23). Ambos os
trados utilizados para realizar as coletas de solo eram de aco inoxidavel, a fim
de evitar contaminagdo das amostras pelas tintas e pelos banhos utilizados
para a protecdo contra a oxidagdo das ferramentas feitas em aco carbono
(SONDATERRA, 2009).

23a 23b

Figura 23: Trado Caneco (Usina Zanin) (23a) e Trado Holandés (Usina santa Cruz)
(23b) (SONDATERRA, 2009).

O armazenamento e tratamento das amostras do estudo ambiental foi o

mesmo ja descrito para as amostras de solo-testemunha.
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Nas Figuras 24, 25 e 26 ilustram as areas demarcadas para o estudo no
periodo da safra e entressafra, e as coletas realizadas nos respectivos
periodos. Foram seguidas as mesmas condi¢Bes de amostragem para as areas
de trabalho.

24a 24b

Figura 24: Area de solo rico (SRMO - 24a) e pobre (SPMO - 24b) em matéria
orgéanica, na época da safra para o desenvolvimento do trabalho, usina Santa Zanin.

25a

25b

Figura 25: Area de solo rico (SRMO - 25a) e pobre (SPMO - 25b) em matéria
organica, na época da entressafra para o desenvolvimento do trabalho, usina Santa
Cruz.
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Figura 26: Etapas da coleta de solo pobre em matéria organica (SPMO), na época da
entressafra, usina Santa Cruz.
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4. RESULTADOS E
DISCUSSOES

4.1. DESENVOLVIMENTO ANALITICO

4.1.1. COMPARACAO DOS SISTEMAS ANALITICOS
GC/MS/MS (VARIAN, SATURNO 2000) E
HPLC/FLUORESCENCIA (VARIAN PRO STAR E VARIAN
LC920)

As Figuras 27 e 28 ilustram o desempenho na resolugdo analitica obtida

para solugdes padrédo contendo os 16 HPAs.

Figura 27: Cromatograma (HPLC/Flu) obtido da analise de uma solugcdo padrédo dos
16 HPAs (concentracdes do ponto 6 da Tabela 24 do anexo Il) no sistema ProStar
VARIAN.
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Figura 28: Cromatograma (HPLC/Flu) obtido da analise de uma solugcdo padrédo dos
16 HPAs (concentracdes do ponto 7 da Tabela 25 do anexo IlI) no sistema LC 920
VARIAN.

Em termos de resolugdo cromatografica e de tempo de andlise os sistemas
S&80 muito similares.

Os graficos de linearidade (Teste de Huber) e as respectivas curvas
analiticas para cada um dos HPAs avaliados estao listadas no Anexo IV.

Nas Tabelas 14, 15 e 16 sao apresentados os dados do desempenho de

cada um dos sistema cromatograficos avaliados.
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Tabela 14: Limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e coeficiente de
correlagdo para os 17 HPAs analisados por GC-MS/MS (SILVA, 2006; CRISTALE,
2008).

e [ [leme | SEERTEE
1- Naftaleno 1,94 7,79 0,9996
2- Acenaftileno 1,96 7,84 0,9999
3- Acenafteno 1,94 7,76 0,9999
4- Fluoreno 1,92 7,68 0,9998
5- Fenantreno 1,95 7,80 0,9998
6- Antraceno 1,93 7,73 0,9998
7- Fluoranteno 1,94 7,78 0,9999
8- Pireno 1,94 7,78 0,9999
9- Benzo[a]Antraceno 1,94 8,02 0,9998
10- Criseno 1,95 7,80 0,9999
11- Benzole]Pireno 1,90 7,62 0,9994
12- Benzo[b]Fluoranteno 1,98 7,93 0,9995
13- Benzo[Kk]Fluoranteno 1,96 7,86 0,9995
14- Benzo[a]Pireno 1,97 7,90 0,9998
15- Dibenzo[ah]Antraceno 1,98 7,93 0,9954
16- Benzo[ghi]Perileno 1,96 7,87 0,9765
17- Indeno[1,2,3-cd]Pireno 1,94 7,76 0,9971

2009

71



Claudia Kazumi Fujita

Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Dissertagdo de Mestrado

Tabela 15: Limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e coeficiente de
correlacédo para os 16 HPAs analisados por HPLC-Fluorescéncia PRO STAR VARIAN

(CRISTALE, 2008).

COEFICIENTE
HPAs Q'B;iﬁ\l’;'égg%o LD | EQUACAO DA RETA CORREEACAO
(mg LY (mg L) 2

1- Naftaleno 0,21 - 3,43 - y= 1,58.10° x— 0,112 0,9952
2- Acenafteno 0,05 -0,80 - y= 4,76.10° x + 0,0232 0,9968
3- Fluoreno 0,15 - 2,50 0,3 y= 3,03.10° x — 0,695 0,9943
4- Fenantreno 0,57 -9,20 0,9 y= 3,13.10° x + 0,232 0,9998
5- Antraceno 0,02 - 0,25 0,03 y= 5,13.10° x — 0,0927 0,9920
6- Fluoranteno 1,70 - 26,0 2,8 y= 4,41.10°% x + 7,63 0,9986
7- Pireno 0,14 -2,30 0,2 y=9,54.10° x + 0,304 0,9987
8- Benzo[a]Antraceno 0,10-1,70 0,2 y= 1,80.10° x + 0,0524 0,9999
9- Criseno 0,43 -7,00 0,7 y =3,94.10° x + 0,066 0,9972
10- Benzo[e]Pireno 0,29-4,70 0,5 y= 457.10° x + 0,588 0,9999
11- Benzo[b]Fluoranteno 0,02 -2,90 0,3 y= 6,17.10” x + 0,327 0,9983
12- Benzo[k]Fluoranteno 0,02 -0,37 0,04 y= 1,30.10™ x + 0,005 0,9924
13- Benzo[a]Pireno 0,05-0,79 0,08 y= 1,08.10° x + 0,077 0,9924
14- Dibenzo[ah]Antraceno 1,40-22,0 2,3 y= 1,55.107 x + 5,250 0,9980
15- Benzo[ghi]Perileno 2,20-35,0 3,7 y= 3,90.10” x + 6,160 0,9985
16- Indeno[1,2,3-cd]Pireno 2,10-34,0 3,6 y= 2,36.10" x + 8,190 0,9974
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Tabela 16: Limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e coeficiente de
correlagédo para os 16 HPAs analisados por HPLC-Fluorescéncia LC 920 VARIAN.

INTERVALO DE LD . COEFICIENTE
HPA QUANTIFICACAO EQUACAO DA DE
-1 RETA CORRELACAO
(mg LY (mg L)
r2
1- Naftaleno 0,53-10,62 0,11 y=22,81.x—4,1667 0,9981
2- Acenafteno 0,13 - 6,50 0,07 y = 35,293.x — 1,2356 0,9999
3- Fluoreno 0,63 - 12,50 0,13 y =19,509.x — 1,0399 0,9999
4- Fenantreno 0,42 - 21,21 0,23 y =13,897.x — 1,5546 0,9928
5- Antraceno 0,10 - 9,30 0,19 y = 34,494.x — 1,9047 0,9997
6- Fluoranteno 0,27 - 25,40 0,27 y=17,5211.x-0,7964 0,9998
7- Pireno 0,41 - 20,65 0,22 y =10,551.x - 1,2464 0,9998
8- Benzo[a]Antraceno 0,22 - 20,75 0,22 y = 6,4345.x — 0,9211 0,9998
9- Criseno 0,22 - 20,73 0,22 y = 6,7403x — 0,8377 0,9997
10- Benzo[e]Pireno 0,32 - 25,69 0,32 y = 2,3056.x — 0,5976 0,9997
11- Benzo[b]Fluoranteno 0,51 - 25,42 0,27 y = 2,2635.x — 0,2345 0,9999
12- Benzo[k]Fluoranteno 0,08 - 3,82 0,04 y =29,95.x — 0,8043 0,9999
13- Benzo[a]Pireno 0,26 - 24,53 0,26 y = 6,3185.x — 1,4304 0,9996
14- Dibenzo[ah]Antraceno 0,10-9,40 0,10 y = 15,465.x — 0,9138 0,9999
15- Benzo[ghi]Perileno 0,27 - 13,53 0,14 y = 15,027.x — 1,8489 0,9993
16- Indeno[1,2,3-cd]Pireno 0,27 - 5,30 0,06 y = 28,155.x — 1,8752 0,9995

Como este estudo envolve analise de tracos € extremamente importante a

utilizacdo de uma técnica que apresente baixos limites de deteccdo e de

quantificacdo. Elemento-traco € aquele presente em baixa concentracdo em

um meio e que pela sua presenca fornece informagdes relevantes ou por suas

propriedades quimicas e fisicas exerce uma marcante influéncia (positiva ou
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negativa) sobre o meio. (HOWARD & STATHAM, 1993; VANDECASTEELE &
BLOCK, 1993) Devido os limites de detecgdo e quantificagdo serem menores
em relacdo ao GC-MS, sera utilizada a técnica HPLC-Fluorescéncia para a
guantificacdo dos HPAs nas matrizes de interesse. A grande maioria dos
trabalhos relatados na literatura estdo em concordancia quanto a alta
seletividade e sensibilidade apresentada pelo HPLC acoplado ao detector de
Fluorescéncia (WEIbHOFF et al., 2002; LAAK et al., 2006, CONTE et al., 2001;
NADAL et al.,, 2004). Esse tipo de detector detecta somente moléculas que
fluorescem no comprimento de onda de excitacdo e emissdo caracteristicos.
Entretanto, a técnica GC-MS sera empregada para confirmacao da identidade
dos HPAs, quando necessario.

O sistema ProStar sofreu avarias no ultimo ano e ficou inoperante 4 meses,
em dezembro/2008 foram instalados dois novos sistemas HPLC-Fluorescéncia
(LC-920, VARIAN) no laboratério da orientadora. Como o sistema ProStar,
embora operante nesta data, estivesse com a resposta aquém do habitual, fez
também o estudo da resposta do novo sistema HPLC, como consta na Tabela
9.

Comparando os dois sistemas cromatograficos HPLC, pode-se observar que
a resposta do sistema LC-920 apresenta uma maior sensibilidade na aquisi¢céo
dos dados em relagdo ao HPLC Pro Star, fato esse confirmado pelas dilui¢des.

Um fator importante que deve ser mencionado € que o0 volume injetado no
equipamento: o HPLC Pro Star Vi, = 30 ni; o LC-920 Vi, = 50 nL. Como se
trata de amostras traco (ordem de ng g™*), quanto maior o volume injetado no
equipamento, maiores as chances dessas substancias serem detectadas
durante a analise. Curvas analiticas para os 16 HPAs foram construidas
utilizando os pontos que efetivamente encontravam-se no intervalo de
linearidade (avaliado pelo Teste de Huber), sendo que as inje¢cbes de cada
ponto da curva no sistema cromatografico foram realizadas em triplicata. A
Tabela 16 apresenta a equacdo da reta, o intervalo de linearidade e o
coeficiente de correlacdo (r?) para os 16 HPAs analisados por HPLC-Flu (LC
920).

A Figura 29 apresenta como exemplo, os graficos de Intervalos de

linearidade e da curva analitica de dois HPAs. Observa-se uma tendéncia aos
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pontos localizados nas extremidades da curva analitica de ndo estarem dentro
do intervalo de linearidade. Isso ocorre devido aos desvios inerentes a Lei de
Lambert-Beer, que nas extremidades da curva analitica tém-se concentracdes
muito baixas e muito altas, respectivamente. Esse fato faz com que ocorra
alteragdes na absorbancia, e consequientemente leva aos desvios da lei de
Lambert-Beer (LENS, 1997).

29a 29a

29b 29b

Figura 29: Exemplos de grafico de linearidade e curva analitica: naftaleno (29a) e
benzo[e]pireno(29b).

Como pode ser observado, pelos dados apresentados nas Tabelas 15 e 16,
o sistema LC-920 apresenta limites de quantificacdo e deteccdo melhores do

que o sistema ProStar.
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4.1.2. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO
PARA ANALISE DE HPA EM SOLO

4.1.2.1. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS TESTEMUNHA, EM TERMOS
DE MATERIA ORGANICA

Os valores de MO pelo método da EMBRAPA (resultados expressos em

g/dm®) s&o apresentados na Tabela 17.

Tabela 17: Resultados obtidos para a andlise de Matéria Organica (MO) em solo.

AMOSTRA DE SOLO LABORATORIO UNESP
SATQ (g dm?®)
1 34
SOLO RICO EM MO 2 34
SRMO
3 32
1 14
SOLO POBRE EM 2 15
MO SPMO
3 14

Com os resultados obtidos para a analise de MO, pode-se constatar uma
superestimacéo do C orgéanico pelo método de calcinacdo. Além disso, como o
método realizado pelo Laboratério de solos da Unesp utiliza a metodologia
seguida pela Embrapa, as demais andlises de solo foram todas caracterizadas
por esse metodo.

De acordo com estes resultados, para efeito do estudo efetuado, o solo com
mais de 30 g MO dm™ foi denominada “solo rico em MO” e o solo com menos

de 15 g MO dm™, foi denominado “solo pobre em MO”.
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4.1.2.2. EXTRACAO COM SOLVENTE EM BANHO DE ULTRASSOM

Estes estudos iniciais permitiram concluir que os resultados obtidos com as
analises dos extratos nao foram satisfatorios, pois forneceram baixas
porcentagens de recuperagdo para os HPAs, que neste caso apresentaram
recuperacdes com valores muito discrepantes (15 - 230%) do que € aceitavel
(70 - 120%) para os sistemas extratores testados. Isso ocorreu provavelmente
porque a matriz ambiental em questdo possui alta complexidade,
impossibilitando a extracdo dos analitos de interesse utilizando apenas
ultrassom.

Com isso, iniciou-se a busca por alternativas que viabilizassem a
recuperacao dos analitos de interesse. A Figura 30 ilustra os cromatogramas
obtidos para o sistema extrator hex:ace (1:1) (v:iv) em ultrassom, sistema que

apresentou o melhor resultado dentre os extratores testados.

Acetonitrila

Solucéo padréo - Ponto 7
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SPMO Amostra testemunha

SRMO Amostra testemunha

SPMO Amostra fortificada Ponto 7

Figura 30: Cromatogramas obtidos para o sistema extrator Hex:Ace (1:1) (viv) em
ultrassom.
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4.1.2.3. DISPERSAO DE MATRIZ EM FASE SOLIDA

O desempenho de cada um dos adsorventes pode ser verificado através
dos cromatogramas obtidos com a andlise dos extratos ressuspendidos em

acetonitrila da Figura 31.

Alumina desativada

Alumina ativada

Florisil
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Celite

Figura 31: Analises (HPLC/Flu) do branco do método com dispersdo em fase sélida,
empregando diferentes sorventes, tendo como eluente o sistema extrator hex:ace (1:1)
(V:v).

Dos sorvente utilizados a celite foi o que apresentou maior numero de
interferentes e com maior intensidade, em contraponto, a alumina foi 0 sorvente
com menos interferéncias no branco.

A Figura 32 ilustra os cromatogramas obtidos para o sistema extrator
hexano:acetona (1:1) (v:v) utilizando dispersdo da matriz em fase sdélida
(DMFS) com o uso de co-sorventes silica: alumina (1:2) (m:m).

A Figura 33 ilustra os cromatogramas obtidos para o sistema extrator
hexano:acetona (1:1) (v:v) utilizando dispersdo da matriz em fase solida
(DMFS) sem o uso de co-sorventes silica: alumina (1:2) (m:m).

Observa-se que é praticamente impossivel a quantificagdo de qualquer
HPA.
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Acetonitrila

Ponto 7

Branco

SPMO Amostra testemunha
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SPMO Amostra fortificada Ponto 7

Figura 32: Cromatogramas obtidos para o sistema extrator hex:ace (1:1) (viv)
utilizando dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS), com o co-sorventes (silica:
alumina desativada (1:2) (m:m).
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SRMO Amostra fortificada Ponto 7

Figura 33: Cromatogramas obtidos para o sistema extrator hex:ace (1:1) (v:v)
utilizando dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS), sem o co-sorventes (silica:
alumina desativada (1:2) (m:m).

Dos adsorventes testados nessa primeira etapa da dispers&o da matriz em
fase sdélida (DMFS), pode-se concluir que a alumina desativada apresentou
melhor desempenho, conforme comprovado pelo cromatograma obtido na
Figura 31.

Para melhorar o aspecto do cromatograma e possibilitar a quantificagao
mais fidedigna dos analitos, buscou-se introduzir uma etapa de cleanup.
Baseando-nos em estudos publicados na literatura (PENA et al., 2006, 2007a,
2007b). O trabalho desenvolvido por PENA et al. é bastante semelhante em
varios aspectos: 0 solo coletado apresenta contribuicdes de queimadas
florestais na regidao da Galicia, na Espanha, enquanto o presente trabalho é
solo com contribuicbes de queimadas de cana-de-acgUcar. O diferencial do
trabalho da Espanha esta na % de matéria organica encontrada nos solos, e na
realizacdo de saponificacdo para extrair os HPAs da matriz, 0 que aumenta
consideravelmente a % de recuperacao desses analitos (92%).

Introduzindo a etapa de saponificacdo com KOH e silica:alumina (1:2) (m:m)
como co-sorventes os resultados foram bem melhores, como pode ser

observado na Figura 34.
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SRMO Amostra fortificada Ponto 7

Figura 34: Cromatogramas obtidos para o sistema extrator hex:ace (1:1) (viv)
utilizando dispersdo da matriz em fase sélida (DMFS), com o co-sorvente (silica:

alumina desativada (1:2) (m:m) e KOH no processo de extragéo.
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4.1.2.4. AVALIACAO DO DESEMPENHO DO METODO

As Tabelas 18 e 19 apresentam os dados de exatiddo (estimada pela
recuperacao do método) e precisdo do método (CV%). Os HPAs mais volateis
(naftaleno, acenafteno e fluoreno) ndo foram considerados no estudo de
avaliacdo de desempenho do método, uma vez que ha grande perda por
volatilizagdo durante a manipulagcdo da amostra.

E considerado aceitavel que a recuperacéo situe-se entre 70 - 120% com CV
< 20%, o método pode ser considerado de bom desempenho para a aplicagcédo
desejada.

O limite de quantificacdo do método pode ser estimado como sendo a menor
concentragdo da amostra fortificada que atendeu ou requisitos de validacdo
(recuperagdo entre 70 - 120% e CV<20%). Assim sendo, os limites de
quantificacdo, neste estudo, sdo as concentracdes do nivel 1 de fortificagéo,

tanto para SPMO quanto para SRMO.
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Os dados das Tabelas 18 e 19 foram obtidos das recuperagcbes das
amostras de solo pobre (SPMO) e rico em matéria organica (SRMO) em trés
niveis de fortificagdo. As caracteristicas do solo, componentes e quantidade de
matéria organica podem influenciar o comportamento e destinos dos HPAs
(MEANS et al., 1980).

A Dispersao da matriz em fase sélida (DMFS) é uma técnica de tratamento
de amostra, que pode ser utilizada para o proposito de purificagdo; eliminando
0s possiveis interferentes da matriz, e, além disso, como os analitos séo
extraidos com pequenos volumes de sistemas extratores, possibilita a
concentracdo dos analitos. Tratando-se de amostras ambientais em que a
concentracdo dos analitos de interesse estao presentes na ordem de ppb, esse
fato é extremammente importante, pois pequenas quantidades de solvente séo
requeridas e o tempo de extracao é curto (OLESCZUK & BARAN, 2004).

A boa recuperacdo dos HPAs deve-se ao fato da inser¢cdo de KOH em
MeOH na etapa de extracdo desses analitos utilizando disperséo da matriz em
fase sodlida, pois em meio alcalino ocorre a desprotonacdo dos grupos
funcionais carboxilicos e fendlicos contidos na matéria organica, aumentando a
polaridade das macromoléculas do solo e fazendo com que haja uma menor
interacdo hidrofébica com os HPAs (BUCHELI et al., 2004; CELINO et al.,
2008).

Os processos de tranporte entre uma fase dissolvida e particulada ou entre
a fase aquosa e solo, ou sedimentos, sdo fortemente influenciadas pelo
contetdo de matéria organica (SHI et al., 2005). Estudos relatam que a matéria
organica particulada tanto pode acelerar ou retardar o transporte e a
transformacdo dos HPAs em diferentes sitemas aquaticos, influenciando
significativamente na bioconcentracdo, biodisponibilidade e remediacdo dessas
substancias, enquanto que no solo ha indicios que a sorcdo de HPAs influencia
a biodisponibilidade destes compostos a microbiota degradadora e,
consequentemente, a eficiéncia da biorremediacdo (HAITZER et al., 1998;
SABBAH et al., 2004; JAQUES et al., 2007).

A interagéo fisico-quimica dos HPAs com a matéria organica € o principal
mecanismo para determinar o comportamento e destino dos mesmos, e afeta

padrdes de dispersao, biodisponibilidade e o impacto sobre a biota aquética e
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terrestre, além de apresentar uma correlacdo com as impressfes digitais
dessas substancias (YUNKER et al., 2002).
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4.2. APLICACAO DO METODO
OTIMIZADO PARA ANALISE DE HPAs
EM SOLO PARA AS AMOSTRAS
AMBIENTAIS

As Tabelas 20 e 21 apresentam os dados obtidos para amostras coletadas
na safra (outubro/2008) e na entressafra (maio/2009), respectivamente, nos
sitios de amostragem ja explicitados.

Estudos sugerem correlagdo entre a concentracdo de fluoranteno e o
contetdo de matéria organica contida agregada ao solo (ZHOU et al., 1999;
BUCHELI et al., 2004; CELINO et al., 2008).

Estudos corroboram para a maior frequéncia dos HPAs com 3 a 4 anéis em
processos que envolvem queima ou combustdo, pois estdo associados a uma
atmosfera pobre em oxigénio (KHALFI et al., 2000; CONDE et al., 2005).
Fenantreno e antraceno tém sido citados como importantes contribuicbes de
fontes de emissdes veiculares (ROGGE et al.,1993; TSAPAKIS &
STEPHANOU, 2005, CONDE et al., 2005). Acenafteno e benzo[ghi]perileno
nao tem sido detectados como fontes de processos piroliticos (CONDE et al.,
2005).
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No periodo em que as coletas da entressafra foram realizadas, o estado de
Sdo Paulo estava sob a tutela de uma lei elaborada pelo municipio de
Botucatu-SP, Lei N° 4.446/03, que proibia a queima da palha da cana-de-
acucar, o que ndo comprometeu a coletas das amostras de solo. Segundo os
orgdos atuantes no setor sucroalcooleiro, UNICA - Unido da Industria de Cana-
de-Actcar e Sipesp - Sindicato da Industria de Fabricago do Alcool do Estado
de S&o Paulo, argumentaram que apenas a Unido e o Estado tém competéncia
para legislar sobre meio ambiente e que a Lei Estadual 11.241/02 permite o
uso do fogo na pré-colheita. Ainda de acordo com o sindicato, 0 municipio ndo
teria atribuicdo para tratar do assunto e ainda mais passar por cima de uma
normativa estadual. Atualmente, apds determinacdo judicial, a lei foi
considerada inconstitucional e a queima ocorre normalmente em todo o estado
de S&o Paulo (PRODUTOS PARA SEGURANCA LTDA, 2009).

Para a soma total de HPAs para cada local de amostragem, quando
comparado nas épocas, diferem significativamente, cerca de 50%, sendo maior
0 somatorio para a época da safra (Tabelas 20 e 21). Para uma mesma época,
observa-se que a diferenca entre o valor do somatério de HPAs esta
diretamente relacionado com o teor de matéria organica, de acordo com o que
traz a literatura (AZEVEDO et al., 2002; SANTOS et al., 2002; JACQUES et al,
2007).

No entanto, quando sdo analisados os dados para cada HPA, observa-se
que existem diferencas de comportamento. Por exemplo, na época da
entressafra (maio/2009, Figura 35) o teor de materia organica propiciou um
maior acumulo de benzo[k]Fluoranteno, enquanto que este efeito ndo foi
observado para o pireno, cujas concentracdes relativas diferem muito pouco
em relacdo ao teor de materia organica do solo. J4 para o fenantreno e
antraceno, nao pode ser observado nenhum tipo de correlagdo entre a
concentracao relativa e o teor de matéria organica. Embora a literatura traga
dados mostrando a correlagdo positiva entre 0 acumulo de HPAs em solo e o
teor de materia organica, estes estudos referem-se invariavelmente a
concentragbes muito maiores de HPAs para as quais fatores como a
degradacdo biologica e/ou fisico-quimica (reacbes de oxidagcdo quimica ou
fotoquimica) ndo sao relevantes (JACQUES et al, 2007). Para as

2009

95



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Claudia Kazumi Fujita Dissertacdo de Mestrado

concentragdes encontradas nestas amostras a variabilidade de comportamento
em relacdo & materia organica talvez possa ser explicada por estes fatores.

Para a época de safra (outubro/2008), observa-se que h& um aumento
substéncial na concentragcédo total de HPAs. Analisando-se as concentracdes
individuais de HPAs nota-se que os HPAs com maior incremento da
concentracgdo séo fluoreno, antraceno, pireno e benzolk]fluoranteno.

Quando observado os graficos das concentragdes relativas (Figuras 36 e
37) pode-se notar que o0s constituintes majoritarios s8o 0s mesmos para as
duas épocas: benzo[K]fluoranteno, pireno, antraceno, fenantreno e fluoreno,
cujas concentracdes sao apenas indicativas, uma vez que o método nao pode
ser validado para este analito.

Estes dados estdo de acordo com trabalhos da literatura que trazem como
constituintes majoritarios da queima de gramineas fenantreno, fluoreno e
pireno com uma pequena contribuicdo do antraceno. Estudos realizados citam
Pireno como sendo um HPA tracador da queima da biomassa (AZEVEDO et
al., 2002; SANTOS et al., 2002).

Comparando-se os resultados encontrados neste trabalho com outros da
literatura, para solo impactado com queima de florestas ou restos agricolas,
pode-se constatar que pireno se sobressai entre os HPAs encontrados no solo
da Galicia, Espanha pelos pesquisadores, comprovando a correlagdo com a
qgueima pirolitica (PENA et al., 2007a, 2007b).

Com o objetivo de verificar a relagdo entre a queima de cana-de-agUcar e a
origem dos HPAs encontrados nas amostras ambientais avaliadas pela Tabela
22 em comparagdo com o0s dados descritos pela literatura na Tabela 3,
constata-se com as razbes de HPAs [fenantreno/antraceno],
[fluoranteno/(fluoranteno + fenantreno)], [antraceno/(antraceno + fenantreno)] e
[benzo[a]antraceno/benzol[a]antraceno + criseno] estdo relacionadas com as
fontes piroliticas ou de combustdo, que podem provavelmente serem oriundas
da contribuicéo de queima de biomassa.
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Figura 35: Concentracdo percentual ( [HPA]/ SHPA*100) nos pontos de amostragem,
na época da entressafra (maio/2009).

Figura 36: Concentracdo percentual ( [HPA]/ SHPA*100) nos pontos de amostragem,
na época da safra (outubro/2008).
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Figura 37: Concentracdo percentual ( [HPA]/ SHPA*100) nos pontos de amostragem,
na época da entressafra (maio/2009).

Na Figura 35 é apresentada a somatdria de concentracdo de HPAs
encontrados na época de entressafra de cana-de-acUcar, para todos 0s pontos
amostrados. Pode ser observado que as somatorias das concentracdes de
HPAs séo relevantes para fluoreno, fenantreno, pireno e benzo[Kk]fluoranteno.
Analisando os graficos apresentados nas figuras 36 e 37, periodos
correspondentes a safra e entressafra de cana-de-agUcar respectivamente, 0s
quais indicam a razdo da concentracdo individual de HPA pela somatoria de
HPAs, pode-se constatar que os HPAs fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno e benzolk[fluoranteno apresentam uma contribuicdo maior

em relacdo aos demais HPAs avaliados no mesmo periodo avaliado.
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5. CONCLUSOES

O método cromatografico otimizado apresentou-se compativel com os
parametros relacionados a confiabilidade analitica descritos na literatura
(SNYDER, 1997; RIBANI et al., 2004).

Com o método utilizado no tratamento da amostra, dispersdo da matriz em
fase solida, seguida da adicdo de KOH e cleanup foi possivel obter
recuperacdes aceitaveis, exceto para naftaleno, acenafteno e fluoreno que, por
serem mais volateis que os demais HPAs, tendem a perder-se no processo de
extracdo. apesar de fluoreno estar presente em altas concentragbes nas
amostras de solo analisadas, ndo foi possivel validar o método para o mesmo,
uma vez que a recuperacao é dificultada pelo processo de volatizacao.

Entretanto, tendo em vista que este trabalho correlacionando a queimada de
cana-de-agUcar para a contribuicdo do acumulo de HPAs no solo é inédito, faz-
se necessario a continuidade dos estudos nessa area, haja visto que o Estado
de S&o Paulo apresenta mais do 70% de sua area territorial com cultivares de
cana-de-acUcar e que as propriedades carcinogénicas e/ou mutagénicas de
alguns HPAs conferem a esses contaminantes a razdo para incluséo na
maioria dos programas de monitoramento ambiental e salide humana em
diversos paises (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998; USA
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1986). Pode-se constatar,
através das analises realizadas nas amostras ambientais uma grande
contribuicdo para o solo de antraceno, benzo[k]fluoranteno, fenantreno,
fluoranteno e pireno.

O comportamento dos HPAs no ambiente depende das caracteristicas
fisico-quimicas, como pressédo de vapor e solubilidade em agua. Os HPAs que
apresentam baixa pressdo de vapor e sao hidrofébicos apresentam pouca
mobilidade ao atingirem o solo, sendo a adsor¢do um importante processo,
tanto nos solos, sedimentos e também no material particulado. A
biodegradacdo € o processo que ocorre para a remoc¢ao dos HPAs no meio
ambiente, no entanto, como os HPAs sdo parcialmente sollveis em agua,

tendem a se adsorverem no sélidos suspensos e em sedimentos, devido ao
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alto valor de Ky, ou serem lixiviados e contaminarem outros compartimentos
ambientais (FROEHNER & MARTINS, 2008).

A avaliacdo de HPAs e a identificagdo de suas origens especificas sao
limitadas, devido pricipalmente a complexidade das matrizes ambientais. Na
grande maioria dos casos a caracterizacdo desses perfis esta relacionada com
as origens petrogénicas ou piroliticas (PAGE et al, 1999; YUNKER et al, 2002).

Com os dados das amostragens de solo realizadas na safra e entressafra
(Tabelas 20 e 21) foi possivel correlacionar com os dados oriundos de diversos
estudos relatados na Tabela 3, a qual estabelece a caracterizacdo de origens
dos HPAs através das razdes de HPAs individuais com o intuito de identificar e
calcular possiveis fontes de origem desses contaminantes (BUDZINSKI et al,
1997; PAGE et al, 1999; READMAN et al, 2002, MEIRE et al, 2007b). A
utilizacéo dessas razfes esta baseada na temperatura de formacao dos HPAs,
levando-se em consideracdo a estabilidade quimica individual de cada HPA.
Para minimizar as diferencas de volatilidade, solubilidade em agua, adsorcéo, e
outros fatores que poderiam interferir diretamente na andlises dessas razoes,
uitliza-se moléculas que sejam isbmeros entre si, tais como os HPAs com
massas moleculares (MM) de 178 g mol* (fenantreno e antraceno), 202 g mol™
(pireno e fluoranteno) e 276 g mol* (benzo[ghi]perileno e indeno[1,2,3
cd]pireno) sédo indicadores usados na distincdo entre fontes de origem
petrogénica versus piroliticas. Utilizando as diferencas de reatividade e
solubilidade de dois isbmeros de HPAs, como o fenantreno/antraceno,
fluoranteno/pireno, benzo[a]antraceno /criseno, benzo[b]fluoranteno/benzolk]
fluoranteno e indeno[123cd]pireno /benzo[ghi] perileno (YUNKER et al., 1996,
2002; MEIRE et al, 2007b; CELINO et al., 2008). As razdes obtidas através das
razBes dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos calculadas na Tabela 22
indicaram a existéncia de fontes de hidrocarbonetos relacionadas a produtos
da pirélise, provavelmente queima de biomassa, com concentracdes mais
elevadas no perido de safra.

Os HPAs oriundos de processos de queima aparesentam maior freqiiéncia
relativa para compostos com 4 a 6 anéis aromaticos (fluoranteno, pireno,
benzo[b]fluoranteno, benzolk]fluoranteno e benzo[ghilperileno) (MEIRE et al,
2007b).
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Além disso, a interacdo dos HPAs com outras moléculas pode amplificar a
persisténcia desses compostos no ambiente. Com isso, pode ocorrer uma
competicdo pelos sitios ativos da matéria organica por metais, através de

processos de complexacgéao.

2009

102



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Claudia Kazumi Fujita Dissertacdo de Mestrado

6. DESTINACAO DOS RESIDUOS

Os residuos gerados no desenvolvimento do presente trabalho eram
constituidos basicamente de solventes organicos (principalmente acetonitrila) e
HPAs. Ambos residuos foram segregados (conforme as Normas para
Gerenciamento de Residuos Quimicos do IQ/UNESP), armazenados no
Depésito de Residuos do IQ/UNESP e encaminhados posteriormente a
incineracéo (UNESP, 2009).
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ANEXO |

l.1. METODOS CROMATOGRAFICOS

A tabela 23 ilustra a classificacao dos métodos cromatograficos.

Tabela 23: Classificacdo dos métodos cromatograficos (CERDEIRA, 2005).

TIPO FASE MOVEL | FASE ESTACIONARIA | MECANISMO DE SEPARACAO
Liquida Particéo
GASOSA Sdlida Adsorcao
Liquida Particéo
3 Adsorcao
LIQUIDA _
Sdlida TROCA IONICA
EXCLUSAO MOLECULAR

Os Detectores podem ser classificados da seguinte maneira (CERDEIRA,
2005):
2 Universais: Geram um sinal para qualquer composto
> Seletivos: Geram um sinal apenas para compostos com determinadas
caracteristicas
2 Especificos: Geram um sinal para compostos que tenham um determinado
elemento quimico ou grupamentos funcionais presentes na sua estrutura.
As principais caracteristicas dos Detectores sdo descritas abaixo:
(CERDEIRA, 2005)
» Resposta rapida e linear
> Ser altamente sensivel
» Boa estabilidade durante grandes intervalos de tempo
» Responder a uma grande variedade de compostos
A técnica analitica e detectores empregados no desenvolvimento do

presente trabalho foram:
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> Cromatografia Gasosa/Espectrometro de Massas (GC-MS) e
» Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (HPLC)/Detector de

Fluorescéncia, devido a alta seletividade aos poliaromaticos.

|.2. CROMATOGRAFIA

A cromatografia € uma técnica de separacdo baseada na distribuicdo dos
componentes de uma mistura entre um fluido (fase movel ou eluente) e um
adsorvente (fase estacionaria). A fase estacionaria pode ser um solido ou um
liquido depositado num sdlido inerte, empacotado numa coluna ou espalhado
por uma superficie formando uma camada fina. A cromatografia tem inUmeras
aplicac6es como método de separacdo (LANCAS, 2004a).

A cromatografia é originaria do grego “Chroma (cor) +graphein” (escrita),
ganhou importancia como método de separagcdo por volta de 1903, com o
botanico Mikhail Seenovich Tswett, o qual € considerado o pai da
Cromatografia devido a sua valiosa contribuicdo no desenvolvimento desta
técnica analitica. Realizou inUmeros experimentos no dominio da separacéo de
extratos de plantas por adsorcéao diferencial em colunas, utilizando carbonato
de calcio (CaCO3) como fase estacionéria (FE) e di-sulfureto de carbono como
eluente (Fase Movel — FM), como ilustrado na Figura 38. Nestas experiéncias,
verificou-se a formagdo de bandas de cores diferentes nas colunas utilizadas
devido & adsor¢do diferencial dos pigmentos corados, que percolavam com

velocidades diferentes e emergiam separadamente da coluna (ETTRE, 2003).
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Figura 38: Esquema cromatografico utilizado por Tswett para a separacdo de
pigmentos de plantas (ETTRE, 2003).

A classificacdo da cromatografia, segundo o modo de separacéo, leva em
consideracdo os principios fisicos e quimicos subjacentes na particAo dos
solutos entre as fases movel (FM) e estacionaria (FE) . A escolha da natureza
da fase quimica da fase soélida depende dos interferentes, das impurezas e da
natureza quimica da matriz onde encontram-se os analitos de interesse. As
separacfes cromatograficas ocorrem através de interacbes eletrostaticas e
forcas de Van Der Waals entre a fase estacionaria (sélido) e os componentes a
separar da fase movel (liquido ou gas). A natureza da fase estacionaria pode
ser muito diversa, normalmente silica gel, alumina, celulose, C18 (LANCAS,
2004a).

[.2.1. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AO
DETECTOR DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS (GC-
MS)

Em 1957, Holmens & Morrel realizaram o primeiro acoplamento do GC com

o Espectrobmetro de Massas. Este consta de um cromatégrafo gasoso com uma
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interface para ligagdo dos dois sistemas, uma camara de ionizagdo, um
analisador de massa e um sistema para a deteccdo dos ions. A maior
dificuldade no acoplamento é a reducdo da pressdo de saida da coluna (com
vaz&o do gas de até 50 mL/min) para valores menores que 10 kPa (vacuo) na
camara de ionizagéo para GC (BISINOTI & JARDIM, 2004).

A Figura 49 ilustra os principais componentes de um Cromatografo
Gasoso (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

Figura 39: Componentes integrantes de um sistema para Cromatografia Gasosa
(AQUINO NETO & NUNES, 2003).

A amostra € injetada e arrastada pela fase mével (FM) através da coluna
gue contém a fase estacionaria (FE), onde ocorre a separacao dos analitos de
interesse. Os analitos saem da coluna dissolvidas na fase mével e passam por
um detector que gera um sinal eléctrico proporcional a quantidade de material
separado (CERDEIRA, 2005).

As principais caracteristicas da Fase movel (FM) ou Gas de arraste sao
dadas a seguir (AQUINO NETO & NUNES, 2003; CERDEIRA, 2005):
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» |nerte: ndo ha interacdo com a amostra e nem com a Fases estacionaria
(FE), apenas o transporte da amostra através da coluna.

> Pura: ser isento de impurezas que possam contaminar a amostra, ou
gerar ruido no sinal

> Compativel com o Detector empregado

 Principais Gases de Arraste: He, N e H,.

O He é o gas de arraste preferido devido a condutividade térmica elevada
em relacdo a dos vapores da maior parte dos compostos organicos.
Associados a esta fonte de gas de arraste em alta pressdo, estdo os
reguladores de pressao e medidores de vaz&o, os quais permitem controlar e
monitorar 0 escoamento do gas de arrraste (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

A efetiva separacdo dos componentes da amostra é realizada na coluna
cromatografica, O material utilizado como fase estacionaria (FE) deve
apresentar granulometria uniforme, ter boas caracteristicas operacionais e ser
capaz de constituir um leito uniforme na coluna. A area especifca do material
adsorvente deve ser elevada a fim de proporcionar uma distribuicdo peculiar da
fase mével (FM) e assegurar, dessa maneira, o rapido equilibrio entre as fases
(AQUINO NETO & NUNES, 2003).

A Figura 40 ilustra o esquema de separacdo entre as fases moével e
estacionaria (CERDEIRA, 2005).
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Figura 40: Separacdo cromatografica dos componentes da amostra entre as fases
movel e estacionaria (CERDEIRA, 2005).

O acoplamento do Cromatografo gasoso ao Espectrdmetro de Massas ocorre
através de uma interface, a qual esta ilustrada na Figura 41 (HARRIS, 1999).

O Espectrémetro de Massas (EM) é um detector utilizado para identificar os
diferentes atomos que compde uma substancia. Uma substancia sofre o
bombardeamento por elétrons para produzir ions, ou atomos eletricamente
carregados. Os ions atravessam um campo magnético que curva suas
trajetorias de modos diferentes, dependendo de suas massas. O campo separa
os ions em um padrdo chamado espectro de massas. A razdo massa/carga
(m/z) dos ions podem ser medidas por sua posi¢do no espectro. Os cientistas
identificam assim o0s elementos e is6topos presentes ha amostra
(SILVERSTEIN et al., 1979).

Portanto, a Espectrometria de Massas identifica entidades massa/carga,
gue correspondem a compostos, devidamente separadas umas das outras e
expressa esses achados de maneira grafica, dando origem ao espectro
(SILVERSTEIN et al., 2007).

Quando se conhece 0 espectro de massa de um composto, basta realizar
uma busca computadorizada em uma biblioteca de correspondéncia de valores
m/z e seu respectivo composto ja cadastrado para identifica-lo. A coincidéncia
dos espectros de massas é uma evidéncia convincente da identificagdo. No

caso de compostos desconhecidos, utiliza-se o ion molecular, a seqiéncia de
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fragmentacdo e evidéncias espectrométricas de outra natureza na tentativa de
se identificar o novo composto (SILVERSTEIN et al., 2007).

Figura 41: Diagrama esquematico de analisador de ions, tipo, ion-trap (HARRIS, 1999).

Uma das técnicas utilizadas na Espectrometria de Massas € o Impacto de
Elétrons (EI) no qual se utiliza um feixe de elétrons de alta energia - 70 eV -
para bombardear moléculas que estdo no estado de vapor e expressa as
entidades massal/carga (m/z) carregadas positivamente. A molécula atingida
acaba por ficar com energia em excesso, o0 que leva a uma série de fragmentos
ibnicos. Apds a ionizacdo, as espécies carregadas passam por um campo
magnético, onde sdo defletidos de acordo com a razdo massal/carga (m/z) para
um tubo analisador e detectados (SILVERSTEIN et al.2007).
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.2.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
ACOPLADO AO DETECTOR DE FLUORESCENCIA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica de
separacdo utilizada para fins qualitativos e quantitativos, devido a possibilidade
de separar espécies nao volateis e termicamente instaveis, com destaque para
a industria farmacéutica, bem como em determinagcfes ambientais a e analise
de tracos em amostras complexas, como sangue, urina, solo, alimentos,
petréleo, etc. (TONHI et al., 2002; ANALISE INSTRUMENTAL, 2009). A Figura
42 ilustra os componentes de um sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia.

Emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente
preparados e uma fase mével (FM) que € eluida sobre altas pressdes. Ela tem
a capacidade de realizar separacdes e andlises quantitativas de uma grande
quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade
(ANALISE INSTRUMENTAL, 20009).

Os solventes utilizados como fase moével na cromatografia liquida de alta
eficiéncia dependem da intensidade de absorcdo ou série eluotropica. As
interacdes ocorrem através da competicdo pelos sitios ativos da fase
estacionaria pela fase movel. A pureza dos solventes é de extrema importancia
para ndo afetar o desempenho da coluna cromatografica (AQUINO NETO &
NUNES, 2003).

A Tabela 24 descreve as fases estacionaria (FE) e moével (FM) que sao
utilizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no modo normal

ou em fase reversa.
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Tabela 24: Fases estacionaria (FE) e mével (FM) comumente utilizadas em CLAE em
fase normal ou reversa (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

Figura 42: Componentes integrantes para cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (AQUINO NETO & NUNES, 2003).
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A espectroscopia de fluorescéncia € um método de deteccdo dos mais
sensiveis da atualidade, especifico para compostos que fluorescem. Em boas
condicdes é possivel detectar quantidades da ordem de picogramas (10™*%g), o
que é comparavel aos detectores por captura de elétrons em CG. Uma alta
intensidade de fluorescéncia é esperada de compostos que sejam conjugados
simetricamente ou que ndo podem produzir estruturas fortemente idnicas,
como € o caso dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (ANALISE
INSTRUMENTAL, 2009).

Os detectores para fluorescéncia também podem proporcionar espectros de
emissao das amostras retidas momentaneamente na sua cela com a
combinacido de um detector de absorbancia UV-Vis (ANALISE
INSTRUMENTAL, 2009). A Figura 43 ilustra os componentes de um detector
de Fluorescéncia.

A grande maioria das moléculas encontra-se no nivel energético mais baixo
do estado eletrénico, conhecido como estado fundamental. A absor¢cdo de um
guantum de luz promove a passagem dos elétrons a niveis maiores de energia,
denominado estado excitado da molécula. O retorno da molécula ao estado
fundamental faz com que ocorra a liberacdo de uma parte da energia
absorvida, dando origem ao fenébmeno conhecido como Luminescéncia. Se a
energia € reemitida a partir do primeiro estado singlete excitado, o fenémeno
corresponde a Fluorescéncia. A fluorescéncia corresponde em principio, ao
processo inverso ao fendmeno da absor¢do, uma vez que é produzida pela
emissao de energia a partir do nivel mais baixo do primeiro singlete excitado
(LOPES et al., 1996).
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Figura 43: Detector de Fluorescéncia utilizado para deteccdo em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (LOPES et al.,1996).
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ANEXO I

Tabela 25: Concentracdo dos HPAs na solucdo padrdo estoque para sistema
cromaogréfico ProStar VARIAN (CRISTALE, 2008).

CONCENTRACAO CONCENTRACAO
HPA HPA
(Mg L) (Mg L)

Naftaleno 180 Criseno 370
Acenafteno 43 Benzo[e]Pireno 248
Fluoreno 134 Benzo[b]Fluoranteno 151
Fenantreno 484 Benzo[k]Fluoranteno 20

Antraceno 14 Benzo[a]Pireno 42

Fluoranteno 1406 Dibenzo[a,h]Antraceno 1177
Pireno 122 Benzo[g,h,i]Perileno 1882
Benzo[a]Antraceno 90 Indeno[1,2,3-cd]Pireno 1820
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ANEXO I

Figura 44: Fragmentograma do Acenafteno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (153) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 45: Fragmentograma do Acenaftileno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (152) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 46: Fragmentograma do Antraceno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (178) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

117

2009



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Claudia Kazumi Fujita Dissertacdo de Mestrado

Figura 47: Fragmentograma do Benzo[a]Antraceno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (228) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 48: Fragmentograma do Benzo[a]Pireno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (252) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 49: Fragmentograma do Benzo[b]Fluoranteno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (252) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 50: Fragmentograma do Benzo[e]Pireno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (252) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 51: Fragmentograma do Benzo[g,h,i]Perileno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (276) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 52: Fragmentograma do Benzo[K]Fluoranteno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (252) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 53: Fragmentograma do Criseno no modo MS, o ion de maior intensidade m/z
(228) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 54: Fragmentograma do Dibenzo[a,h]Antraceno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (278) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 55: Fragmentograma do Fenantreno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (178) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 56: Fragmentograma do Fluoranteno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (202) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 57: Fragmentograma do Fluoreno no modo MS, o ion de maior intensidade m/z
(166) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 58: Fragmentograma do Indeno[1,2,3-cd]Pireno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (276) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

2009

121



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Claudia Kazumi Fujita Dissertacdo de Mestrado

Figura 59: Fragmentograma do Naftaleno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (128) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Figura 60: Fragmentograma do Pireno no modo MS, o ion de maior intensidade m/z
(202) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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ANEXO IV

Figura 61: Grafico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da mistura
padrdo para o Acenafteno.

Figura 62: Grafico da Curva Analitica para o Acenafteno.

Figura 63: Grafico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Antraceno.
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Figura 64: Grafico da Curva Analitica para o Antraceno.

Figura 65: Grafico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Benzo[a]Antraceno.

Figura 66: Grafico da Curva Analitica para o Benzo[a]Antraceno.
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Figura 67: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Benzo[a]Pireno.

Figura 68: Grafico da Curva Analitica para o Benzo[a]Pireno.

Figura 69: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Benzo[b]Fluoranteno.
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Figura 70: Grafico da Curva Analitica para o Benzo[b]Fluoranteno.

Figura 71: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Benzo[e]Pireno.

Figura 72: Gréfico da Curva Analitica para o Benzo[e]Pireno.

2009

126



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Claudia Kazumi Fujita Dissertacdo de Mestrado

Figura 73: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Benzo[ghi]Perileno.

Figura 74: Grafico da Curva Analitica para o Benzo[ghi]Perileno.

Figura 75: Grafico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Benzo[k]Fluoranteno.
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Figura 76: Grafico da Curva Analitica para o Benzo[k]Fluoranteno.

Figura 77: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Criseno.

Figura 78: Gréfico da Curva Analitica para o Criseno.
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Figura 79: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Dibenzo[ah]Antraceno.

Figura 80: Grafico da Curva Analitica para o Dibenzo[ah]Antraceno.

Figura 81: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Fenantreno.
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Figura 82: Grafico da Curva Analitica para o Fenantreno.

Figura 83: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Fluoranteno.

Figura 84: Grafico da Curva Analitica para o Fluoranteno.
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Figura 85: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Fluoreno.

Figura 86: Grafico da Curva Analitica para o Fluoreno.

Figura 87: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Indeno[123cd]Pireno.
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Figura 88: Grafico da Curva Analitica para o Indeno[123cd]Pireno.

Figura 89: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Naftaleno.

Figura 90: Grafico da Curva Analitica para o Naftaleno.
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Figura 91: Gréfico do Teste de Huber para a rejeicdo de dados das curvas da
mistura padréo para o Pireno.

Figura 92: Gréafico da Curva Analitica para o Pireno.
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