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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo contaminantes
historicamente conhecidos, apresentam propriedades carcinogénicas, mutagénicas
e teratogénicas sendo amplamente distribuidos e encontrados como constituintes de
misturas complexas em todos os compartimentos ambientais. Sdo considerados,
dentre a classe de hidrocarbonetos, os mais toxicos existentes, razdo da grande
importancia dos estudos acerca desta classe de compostos. A regido da Baixada
Santista & historicamente conhecida por seus altos niveis de contaminantes
ambientais, possuindo no seu entorno Cubatdo com uma das regides industriais
mais densas, o porto de Santos com seu intenso trafego de navios de carga,
diversos locais de armazenamento de produtos derivados de petréleo e grandes
areas com crescimento populacional desordenado como o Dique da Gilda, a maior
comunidade de palafita do Brasil. Este estudo teve como objetivo geral avaliar o
comportamento da espécie Spartina alterniflora, quanto ao acumulo de HPAs em
estuario da zona litordnea do estado de S&o Paulo. Para isso, foram validados
métodos de extragdo de HPAs para analise cromatografica (GC-MS e/ou HPLC-
FLU) de amostras de sedimento e de Spartina alterniflora, planta invasora conhecida
por seu potencial biorremediador de contaminantes organicos e inorganicos.Os
métodos validados para andlise de HPAs em sedimento e Spartina alterniflora,
incluiram a extracdo por solvente em banho de ultrassom e analise por GC-MS,
alcancando limites de quantificacdo de 15 a 20 ng g'1. Houve correlacdo entre as
concentragbes encontradas na planta (parte aérea + raiz) e as concentragdes
encontradas no sedimento proximo a planta (R2=0,842), indicando que esta espécie
apresenta potencial de bioremediagdo para os HPAs. As concentracbes de HPAs
encontradas em Spartina alterniflora foram de 209+30 a 1581+133 ng g' e em
sedimento, a maxima concentragdo encontrada foi de 66.451ug kg'1, valor dez vezes
inferior & maior concentracdo publicadas pela CETESB em 2001de 734.000 pg kg™
(para o mesmo ponto incluido neste trabalho). Esta observacéo pode ser atribuida a
alteragbes no parque industrial de Cubatdo (modificagdo das politicas publicas,
mudanca de processos, etc), ocorridas nas duas décadas entre os periodos de
amostragem: 2000 e 2017. Todas as amostras de sedimento mostraram
fitotoxicidade (Lactuca sativa) e para o teste em organismo (Tiburella viscana) mais
de 60% das amostras indicou toxicidade significativa. No entanto, sendo a Baixada
Santista uma regido historicamente bastante impactada, a toxicidade encontrada
nao pode ser correlacionada apenas com os HPAs. Foram calculadas as razbes de
diagnéstico (ratios), de acordo com diversas referéncias da literatura, sendo possivel
inferir que fontes pirogénicas apresentam maior contribuicdo para os HPAs
presentes na regido estudada. Utilizando os PCA foi possivel agrupar as amostras
com o somatdrio das concentracdes de todos os HPAs sendo o fenantreno,
antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno e indeno(1,2,3-cd)pireno as respostas mais
significativas para este agrupamento.



ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are historically known contaminants.
They have carcinogenic, mutagenic and teratogenic properties, being widely spread
and found as constituents of complex mixtures in all environmental areas. In the
class of hydrocarbons, they are considered the most toxic, that being the reason for
the great importance of the studies about this class of compounds. The region of
Baixada Santista is historically known for its high levels of environmental
contaminants, having in its surroundings: Cubatdo, home of one of the densest
industrial regions; the port of Santos with its intense traffic of cargo ships; several
storage silos housing derivatives of oil; and large areas with population growing
chaotically such as Gilda’s Dique, the largest stilt slum in Brazil. This study aimed to
evaluate the behavior of the species Spartina alterniflora, focusing on the
accumulation of PAHSs in estuary areas in the coastal zone in Sao Paulo. In order to
achieve this goal, methods of PAH extraction were validated for chromatographic
analysis (GC/MS and/or HPLC/FLU) of sediment samples and Spartina alterniflora,
an invasive plant known for its bioremediation potential of both organic and inorganic
contaminants. The validated methods for PAHs analysis in sediment and Spartina
alterniflora included solvent extraction in an ultrasound bath and GC-MS analysis,
reaching quantification limits of 15 to 20 ng g'1. A correlation between the
concentrations found in the plant (shoot + root) and the concentrations found in the
sediment near the plant (R°=0.842) was identified, indicating that this species has
potential for bioremediation for PAHs. The PAH concentrations found in Spartina
alterniflora ranged from 209130 to 1581+133 ng g'1 and in sediment, maximum
concentration of 66,451 ug kg'1. Both concentrations are lower than the
concentrations Published in a 2001 CETESB study, which reported maximum of
734,000 ug kg for the same area included in this work. This observation can be
attributed to changes in the industrial park of Cubatao (industries leaving the area,
changes in processes, etc.), which occurred in the two decades between the
sampling periods of 2000 and 2017. All sediment samples showed phytotoxicity
(Lactuca sativa) and more than 60% of the organism (Tiburella viscana) test samples
indicated significant toxicity. The Baixada Santista is a highly impacted region,
however the toxicity found cannot be correlated with PAHs alone. The diagnostic
ratios were calculated according to several references in the literature, making it
possible to infer that pyrogenic sources present the greatest contribution to the PAHs
detected source in the studied area. By using PCA, it was possible to group the
samples with the sum of the concentrations of all PAHs, with phenanthrene,
anthracene, chrysene, benzo(b)fluoranthene and indene(1,2,3-cd)pyrene being the
most significant responses for this grouping.
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REVISAO BIBLOGRAFICA

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O meio ambiente consiste em uma complexa rede interligada e harmoniosa,
incluindo a biota e o meio abidtico, formada no decorrer de milhdes de anos. Esta
harmonia findou-se com o aumento das agdes antrépicas ao longo do
desenvolvimento humano.

A primeira revolugado industrial com inicio na Inglaterra na segunda metade do
século XVIII se espalhou pelo mundo acelerando o processo de degradacio
ambiental com o intuito do desenvolvimento de novas tecnologias e a producdo em
larga escala, o que acarretou a necessidade da busca por novos combustiveis.
Nesse contexto, entre os séculos XVIII e XIX, o carvdo mineral se tornou
indispensavel para o funcionamento dos primeiros motores movidos a vapor
(NEVES & SOUSA, 2021).

Nos primeiros anos do século XX, a popularizagdao dos automdveis ampliou ainda
mais a demanda internacional por combustiveis de alto desempenho. Dessa forma,
os combustiveis fosseis (entdo somente empregados na obtengdo do querosene)
passaram a ser essenciais para obtengcédo da gasolina. Algumas décadas mais tarde,
essa mesma tendéncia transformou o diesel emcombustivel de grande utilizagao
aumentando e consolidando a nossa dependéncia em relacdo ao petrdleo e
consequentemente, aumentandoas emissdes de contaminantes decorrente deste
consumo (SOUSA, 2021).

O petroleo € uma mistura complexa de compostos organicos nos estados
gasoso, liquido e sdlido, sendo composto em 75% de hidrocarbonetos de 4 a 26
atomos de carbonos, dividindo-se em alcanos, alcenos, alcinos, cicloalcanos e
aromaticos. Uma vez inseridos no ambiente aquatico, os 6leos e seus derivados
tendem a ser adsorvidos no material particulado e estes, sdo depositados nos
sedimentos, e persistem por muitos anos, principalmente sob condicbes andxicas,
ou seja, ha auséncia de oxigénio (READMAN et al., 2002). Entre as substancias que
compdem o petréleo, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) apresentam
grande preocupacao ambiental, pois possuem ampla distribuicdo e s&o encontrados
como constituintes de misturas complexas em todos os compartimentos (PEREIRA
NETO et al., 2000).

Uma das principais vias de entrada dos HPAs no meio ambiente € atribuida a
diversos acidentes ambientais, relacionados ao processo de extragao do petrdleo,

28



REVISAO BIBLOGRAFICA

seu transporte e possiveis vazamentos no decorrer dos processos ligados a cadeia
extrativa/produtiva.
Pode-se observar na Figura 1, imagens de trés acidentes ambientais que

ilustram o exposto anteriormente.

Figura 1. Imagens de acidentes ambientais causados pelo vazamentode petrdleo. A)
Parana 2000: 6leo cru nos rios Arroio Saldanha, Barigui e Iguagu; B) Parana: caranguejo
coberto de petréleo C) Golfo do México: 2010 explosédo da plataforma Deepwater Horizon;
D) Louisiana, 2000:passaro coberto de petréle; E) Alagoas, 2019: mancha de dleo praia do
Pontal do Peba; F) Cabo de Santo Agostinho, 2019: caranguejo coberto de 6leo na praia.
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O maior vazamento de petrdleo no estado do Parana ocorreu na cidade de
Araucaria nos dutos da Refinaria Presidente Getulio Vargas (Repar)no Oleoduto
Santa Catarina-Parana (OSPAR) (LUBYI, 2021), pertencente a Petrobras em julho
de 2000 com o vazamento de quatro milhdes de litros de petréleo cru (25.000 barris)
causando a contaminacao de toda a regiao dos rios Arroio Saldanha, Barigui e
Iguacgu, prejudicando todo o ecossistema exposto (Figura 1A e 1B). De acordo com
Roni Barbosa, membro da Comissao de Investigacdo do Acidente, membro do
Sindicato dos Petroleiros do Parana e Santa Catarina (Sindipetro), ap6s 20 anos, as
consequéncias do vazamento ainda podem ser percebidas: “Ainda hoje tem petrdleo
brotando do solo no terreno da refinaria. Os danos sdo quase que permanentes”
(CUT BRASIL online 17/07/2020). Em 2021 no dia 8 outubro a Petrobras assinou
acordo no valor de R$ 1,4 bilhdo em trés Agdes Civis Publicas (ACPs) que apuram
danos ambientais decorrentes deste vazamento. A companhia, entretanto, ressalta
que o acordo ndo implica reconhecimento juridico dos danos alegado, nem de
pratica de conduta ilicita pela Petrobras. Mesmo apds 21 anos nao ha indicios de
uma responsabilizagao séria envolvendo acdes e esforgos na recuperagao da regiao
afetada (O GLOBO online 08/10/2021).

A Figura 1C ilustra acidente de grandes proporgdes no Golfo do México em 2010
com o vazamento de 4 milhdes de barris no mar em decorréncia da explosdo da
plataforma Deepwater Horizon, pertencente a inglesa British Petroleum (BP). Em
seguida observamos derramamento de petréleo, em 2000 na Louisiana (EUA) que
deixou cerca de 200 aves correndo sério risco de morte, e por ultimo nas Figuras 1E
e 1F um dos mais recentes vazamentos no Brasil que atingiu 409 localidades no
Nordeste do pais. Segundo balango divulgado pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Ibama), ao menos 104 municipios
de todos os nove Estados do Nordeste foram afetados por fragmentos ou manchas
de petroleo cru desde 30 de agosto de 2019. Segundo o Ministério da Saude, o
Nordeste tem 153 municipios litordneos, o que significa que o 6leo chegou em cerca
de 67,9% das cidades da costa da regido. Balango do Ibama indica que apenas 166
das 409 localidades atingidas estdo "limpas", isto €, sem vestigios ou manchas do

petroleo.
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1.1. HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo contaminantes
historicamente conhecidos, sendo relatados primeiramente pelo médico inglés
Percivall Pott na segunda metade do século XVIII. Percivall diagnosticou diversos
casos de cancer no saco escrotal em pacientes que tinham como Unica
caracteristica em comum a atividade laboral, todos exerciam a profissao de
limpadores de chaminé (COGILANO et al., 2010).

Os HPAs sao contaminantes organicos compostos apenas por carbono e
hidrogénio, constituidos de dois ou mais anéis aromaticos fundidos (Tabela 1), de
origem natural ou antropogénica, sendo resultante de pirdlise de material organico e
combustao incompleta. Sao onipresentes no meio ambiente, ocasionando niveis
mensuraveis de exposicdo de fundo na populagdo em geral (COGILANO et al.,
2010). Estes compostos apresentam propriedades carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas, sendo considerados dentre a classe de hidrocarbonetos, os mais
téxicos existentes, razado da grande importancia dos estudos acerca desta classe de
compostos. (SISINNO, 2003).

Apesar do conhecimento da existéncia de centenas de HPAs diferentes, apenas
alguns sao considerados importantes para estudos ambientais, a Unido Européia
(LERDA et al., 2011) recomenda o monitoramento de 15 HPAs, a Agéncia de
Protecao Ambiental norte Americana (Environmental ProtectionAgency, EPA)
considera um grupo de 16 HPAs como sendo prioritarios para estudos ambientais
(JRC European Union 66955, 2011) e a NIOSH (National Institute for Occupational
Safety and Health) instituigdo também norte americana, recomenda 17 HPAs como
prioritarios, além dos 16 da EPA adiciona-se o benzo(e)pireno. Para este estudo
consideramos os recomendados pela EPA, sumarizados na Tabela 1 (WHO, 2011).

A Agéncia Internacional de Pesquisas para o Cancer (International Agency of
Researchon  Cancer, IARC) estabelece uma classificagdo quanto a
carcinogenicidade dos compostos (Tabela 1). Esta classificacédo é determinada por
diversos estudos revisados e avaliados de possiveis agentes carcinogénicos como
os HPAs, em cenario controlado (laboratério) e ndo controlado, com exposi¢éo ao
composto ou a mistura complexa de compostos, considerando também o estilo de

vida e os fatores bioldgicos e fisicos dos expostos (IARC, 2020).
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Tabela 1. Estrutura dos 16 HPAs considerados prioritarios pela Environmental Protect Agency (EPA) dos Estados Unidos e as respectivas
massas molar (g mol ), nimero CAS, ponto de fus&o (°C), pressao de vapor, solubilidade em agua (mg mL™" a 25°C), Log K., constante de
Henry (Pa m®mol™ a 20°C) classificacdo de carcinogenicidade pela International Agency of Research on Cancer (IARC):

EPA/
Naftaleno Naf 128,171 91-20-3 NIOSH
Antraceno Ant 178,229 120127 2164 0X10 g 0,0436 5,64 3 1\1151%%
. - [
Acenaftileno Acef 152,192 208-96-8 - NIOSH OO
- ()
Acenafteno Ace 154,208 83-32-9 95 0,29 3,92 39 18,5 - NI
0SH
0,977 EPA/ O
Fenantreno Fen 178,229 85-01-8 100,5 0,016 4,52 g 4,29 3 NIOSH O ‘
EPA/
Fluoreno Flu 166,219 86-73-7  115-116 0,08 418 1,68 9,81 3 NIOSH
0,205 EPA/ O
Fluoranteno Flt 202,251 206-44-0 1088 000123 520 ke 1,96 3 NIOSH O.O
) . 0,130 EPA/ “
Pireno Pir 202,251 129-00-0 1504  0,00060 5,00 0,135 1,71 3 NiOSH OO
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Tabela 1. (continuagéo)

Criseno

Benzo(a)antraceno

Benzo(a)pireno

Benzo(b)
fluoranteno

Benzo(k)
fluoranteno

Benzo(g,h,i)
perileno

Dibenzo(a,h)
antraceno

BaA

BaP

BbF

BKF

BghiP

Dib

228,288

228,2879

252,309

252,309

252,309

276,331

278,347

218-01-9

56-55-3

59-32-8

205-99-2

207-08-9

191-24-2

53-70-3

253,8

160,7

178,1

168,3

215,7

278,3

266,6

2,8x10-
5

5,89

591

6,35

5,78

6,11

6,90

6,75

0,00179

0,0090

0,00162
-0,0038

0,0015

0,0008

0,00026

0,00050

0,53

1,22

0,034

0,051

0,044

0,0027
(20°C)

REVISAO BIBLOGRAFICA

EPA/EU/
NIOSH

EPA/EU/
NIOSH

EPA/EU/
NIOSH

EPA/EU/
NIOSH

EPA/EU/
NIOSH

EPA/EU/
NIOSH

EPA/EU/
NIOSH

S
»,
O.

{4
&
(1
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Tabela 1. (continuacao

Indeno 0,029 EPA/EU/ i i
(1,2,3-cd)pireno Ind 276,331 193-39-5 163,6 0,00019 (200) 2B NIOSH .

LEGENDA:

Kow: constante de equilibrio octanolagua

P.F: ponto de fusédo

CAS: Chemical Abstract Service

EPA: Environmental Protect Agency

EU: European Union

NIOSH: National Institute for Occupational Safety and Health
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CLASSIFICACAO IARC:

Grupo1: O agente (mistura) é carcinogénico em humanos*;

Grupo 2A: O agente (mistura) é provavel carcinégeno para humanos®;

Grupo 2B: O agente (mistura) é possivel carcinégeno para humanos;

YV V V VY

Grupo 3: O agente (mistura) nao possui classificacdo de sua
carcinogenicidade em humanos®;

» Grupo 4: O agente (mistura) é provavel ndo carcinébgeno em humanos*.

*As circunstancias de exposig¢édo implicam nesta carcinogenicidade em humanos

As propriedades fisico-quimicas das substancias sdo importantes ferramentas
para o entendimento da dinamica dos contaminantes no ambiente e nos seres
expostos. Ao iniciar os estudos ambientais com o conhecimento das propriedades
dos compostos, como constante de equilibrio octanol-agua (Kow), presséo de vapor e
a constante de Henry, a escolha das matrizes a serem estudadas é mais assertiva
para a conducao dos estudos de exposi¢cado. A baixa solubilidade em agua e os altos
valores de log Kow demonstram maior afinidade por matéria organica e nao pela fase
aquosa, ou seja, se o estudo é conduzido em ambiente aquatico, pode-se encontrar
HPAs ao analisarmos ndo somente a agua, mas na matéria organica e o sedimento
gque se encontram suspensos na agua ou depositados.

A presséo de vapor e a constante de Henry nos indicam a probabilidade de se
encontrar estas substancias na atmosfera, os baixos valores de pressdo de vapor
nos mostra que os compostos sdo pouco volateis, logo, sera mais provavel
encontra-los investigando o material particulado atmosférico e ndo a fase vapor.

A relacdo do tamanho molecular dos HPAs e sua consequéncia a saude ja € bem
estabelecida na literatura. HPAs de menor massa molar sdo téxicos para
organismos aquaticos, enquanto os de maior massa molar apresentam extrema
carcinogenicidade e mutagenicidade (KARLSSON e VIKLANDER, 2008).

Portanto, conhecendo as propriedades fisico-quimicas podemos aumentar as
chances de localizar esses contaminantes nos organismos que habitam o local de
estudo ou que percorrem o local para se alimentar, pois teremos uma ideia se houve
efetiva exposicdo a estes contaminantes por via dérmica e6u alimentar. Assim, é

possivel definir ndo somente as amostras ambientais escolhidas, como também os
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tipos de organismos expostos e partes destes a serem estudadas para verificar o
provavel acumulo e danos causados pela exposi¢cdo aos HPAs.

Os HPAs prioritarios podem ser divididos de acordo com o tamanho, e separados
por semelhangas em suas propriedades fisico-quimicas, fornecendo informacdes
das fases mais provaveis de serem encontrados: fase gasosa ou agregados em
material particulado na atmosfera (PEREIRA NETO et al., 2000).

> BAIXA MASSA MOLAR- HPAs constituidos de trés anéis aromaticos ou
menos, com faixa de massa molar 128-178 gmol” sdo suficientemente
volateis para estarem presentes como compostos gasosos no ambiente.
Estdo nesta classe as seguintes substancias: acenaftileno (Acef), acenafteno

(Ace), naftaleno (Naf), fluoreno (Flu), fenantreno (Fen) e antraceno (Ant)

> MEDIA MASSA MOLAR- HPAs com massa molar de 202 g.mol 'podem estar
presentes tanto na fase gasosa quanto nas particulas suspensas, sendo

estes o fluoranteno (Flt), pireno (Pir), criseno (Cri) e benzo(a)antraceno (BaA).

» ALTA MASSA MOLAR- HPAs de baixa volatilidade, sendo classificados como
compostos semi volateis (OLLIVON et al.,1999) encontrados em sua maioria
nas particulas. Caracterizados pela massa molar maior de 228 g mol™”
constituidos de 5 anéis aromaticos ou mais, incluem as seguintes
substancias:  benzo(b)fluoranteno  (BbF), benzo(k)fluoranteno (BKF),
benzo(a)pireno (BaP), Indeno(1,2,3-cd)pireno (Ind), dibenzo(a,h)antraceno
(Dib) e benzo(g,h,i)perileno (BghiP).

1.1.1. HPAs e Saude Humana

Os HPAs sao moléculas com grande potencial mutagénico (HAN et al., 2019) e
por isso ha grande interesse no desenvolvimento de métodos que possam
diagnosticar a ocorréncia e dindmica ambiental destes compostos, bem como a
exposicdo do homem e da biota.

A mutagenicidade se refere acapacidade que uma substancia ou condi¢cao
ambiental possuem em induzir ou aumentar a frequéncia de mutagdes no

organismo. As mutagdes podem ocorrer espontaneamente, ou podem ser
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provocadas por agentes fisicos (mutagenos fisicos) ou quimico (mutagenos
quimicos) (KARP et al., 2005).

O DNA, material genético dos organismos vivos, contém a informacao genética
codificada na sequéncia de suas bases nitrogenadas. Se esta sequéncia é alterada
por mutagcdo, a informacédo genética é modificada (genotoxicidade), e caso isto
ocorra em células germinativas, esta alteracdo pode ser transmitida de geracéo para
geragao. Por outro lado, quando estes agentes atingem o DNA de células somaticas,
isto é, as demais células do corpo, ocorre a alteracdo dos mecanismos celulares
normais que controlam a multiplicagao celular, podendo originar células cancerosas
(PRADO, 2014).

Uma grande variedade de dados cientificos endossa a hipotese de que fatores
ambientais constituem a maior causa de cancer, conforme explica a teoria da
mutacdo somatica. Existem também sodlidas evidéncias experimentais de que as
substancias carcinogénicas ou seus derivados metabdlicos sao também
mutagénicos, este fato fortalece a hipotese de que estes agentes quimicos atuam de
modo a produzir alteragdo no DNA, por meio de reagdes quimicas (KARP et al.,
2005).

Conhecido ha muitos séculos, o cancer foi amplamente considerado como uma
doenca de paises desenvolvidos e com grandes recursos financeiros. Ha
aproximadamente quatro décadas, o cenario foi modificado e a maior parte do énus
global do cancer pode ser observada em paises em desenvolvimento,
principalmente aqueles com poucos e médios recursos (DA SILVA et al., 2020). Isto
se deve principalmente a questbes relacionadas a problemas ambientais e falta de
recursos.

Assim, nas Uultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensdo maior,
convertendo-se em um problema evidente de saude publica mundial. A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) estimou que, no ano de 2030, pode-se esperar 27 milhdes
de novos casos de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de
pessoas com cancer, diagnosticado ou nao. O maior efeito desse aumento vai incidir
em paises de baixa e média renda (DA SILVA et al., 2020).

Para o Brasil as estimativas para o biénio de 2018-2019 (Figura 2) foram de 540

mil novos casos (INCA 2017) e para cada ano do triénio 2020-2022 apontam que
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ocorrerao 625 mil casos novos de cancer, mostrando um aumento de mais de 15%

por ano entre as ultimas estimativas realizadas pelo INCA (INCA, 2019).

Figura 2. Estimativa anual de novos casos de displasia no Brasil para o triénio 2020-2022
para cada 100 mil habitantes.
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As exposicdes aos HPAs e a outros varios contaminantes conhecidos
ocorrem de maneira passiva, pois estes estdo presentes constantemente no
ambiente em que habitamos, no ar que respiramos, na alimentacdo que
consumimos dentre outras exposicdes mais especificas como as ocupacionais e

pontuais.
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1.1.1.1. Carcinogeniciade

As atividades carcinogénicas de um composto em particular sdo dependentes
de diversos fatores estruturais da molécula como forma, tamanho, fatores estéricos
e potencial de ionizagdo. Varias investigacdes estdo sendo efetuadas em sistemas
bioldgicos, tecidos de animais e em sistemas de bioensaios, para decifrar o
mecanismo de agao carcinogénica quando expostos a determina concentragao de
HPAs (TOMASETING et al., 2020; SERNA et al., 2020).

As caracteristicas comuns dentre os carcinégenos organicos € a reatividade
quimica de um de seus metabdlitos quando exposto ao organismo da espécie
suscetivel, uma fracdo do composto administrado é convertido em um metabdlito
reativo o qual pode iniciar o processo carcinogénico. MILLERS e MILLERS apud
KATIYAR; AGARWAL; MUKHTAR (1993, p. 11) sumarizaram pela primeira vez a
relacao estrutura-atividade indicando que todos os carcindgenos sao eletrofilicos no
inicio ou sdo transformados em um metabdlito eletrofilico.

A atividade carcinogénica dos HPAs foi descrita primeiramente por BROOKES e
LAWLEY p. 781 (1964 apud KATIYAR, AGARWAL e MUKHTAR, 1993, p. 11):

“‘Os metabdlitos responsaveis pela atividade
carcinogénica devem ser também os responsaveis pela ligagéo
covalente com o DNA, uma vez que apés o tratamento dérmico
com HPA radioativos, em estudos com ratos, estes sé&o

encontrados ligados covalentemente ao DNA da pele.”

A maioria dos carcindgenos, especialmente os HPAs, sdo quimicamente pouco
reativos. Para se tornar reativos, os HPAs devem ser ativados metabolicamente
pelas enzimas do sistema citocromo P450 no figado, que sédo responsaveis pelas
reacdes oxidativas. O metabdlito reativo formado é capaz de se ligar ao DNA e a

organelas citoplasmaticas; iniciando a resposta carcinogénica final (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo proposto para a agdo mutagénica do benzo(a)pireno
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1.1.1.2. Alteracao Endécrina

O Sistema Endocrino é constituido por diversas glandulas e tecidos que secretam
substancias responsaveis pelo controle da maioria das fungcbes biologicas. As
substancias secretadas sdo chamados horménios e atuam em tecidos alvos ligando-
se a receptores especificos.

Um alterador endécrino € um agente externo que interfere na sintese, secregao,
transporte, ligagéo ou eliminagdo de hormdnios no organismo, que sao responsaveis
pela manutencao da homeostase, reprodugao, desenvolvimento ou comportamento.
Podem causar alteragbes em diferentes niveis atingindo, células, 6érgaos, individuos
e até mesmo populagées inteiras (JUVANCZ et al., 2008).

Os HPAs como alteradores endécrinos foram primeiramente descritos em
modelos animais, e depois em ensaios com células e proteinas (ZHANG et al.,
2016).

Algumas publicacdes sugerem que os HPAs, seus derivados hidroxilados e os
nitro HPAs contendo 4 e 5 anéis podem interagir como alteradores endécrinos. Na

Figura 4A observamos a acgado natural do hormdnio, se ligando ao sitio receptor

40



REVISAO BIBLOGRAFICA

especifico e ativando assim a resposta hormonal, na Figura 4B uma substancia atua
de forma agonista, se passando pelo hormbnio natural, se encaixando no sitio de
ligacao especifico, provocando uma resposta hormonal potencializada e na Figura
4C observamos o efeito antagonista, que causa a diminuigao da resposta hormonal,
a substancia se liga ao sitio de ligagdo especifica o inutilizando, diminuindo a
disponibilidade destes receptores, causando a queda da resposta (SANTODONATO,
1997).

Figura 4. Disfungdes enddcrinas: (a) resposta natural; (b) efeito agonista; (c) efeito
antagonista.
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Estudos de exposi¢cbes prolongadas ao benzo(a)pireno em células de Leyding
(células que quando estimuladas produzem o horménio testosterona) de ratos
mostraram uma diminuigdo da qualidade do esperma do epididimo (pequeno ducto
gue coleta e armazena os espermatozoides produzidos nos testiculos) que pode
estar associado a redugdo nos niveis de testosterona (CHUNG et al., 2011;
CAMPQOS, 2020).

MANSOUR e colaboradores (2020) correlaciona uma baixa saude reprodutiva de
homens que exercem atividades na industria de coque. Neste estudo varios
parametros foram investigados em sangue e sémen para correlacionar com as
concentragcoes encontradas de 1-hidroxipireno em urina. O 1-hidroxipireno é
metabdlito do pireno que ocorre comumente em abundancia e por isso € indicado
como biomarcador de exposi¢cao aos HPAs (ALEKSEENKAO, et al. 2020).
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Segundo os estudos de KUBINCOVA e colaboradores (2019) os HPAs de baixa
massa molar contendo regido de baia (bay) ou similar (baylike) Figura 5, causam
rapida desregulacdo na comunicacdo intercelular em células dos testiculos,

resultando em disfungao reprodutiva.

Figura 5. Estrutura da regido de Baia (Bay) e regido similar de Baia (Baylike)
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Fonte: HENKLER, STOLPMANN e LUCH; 2012

Outras consequéncias a exposicdao aos HPAs podem ser citadas como a
alteragdo no mecanismo responsavel por guiar a expressao de genes que
desempenham papel essencial na regulagado da diferenciagéo celular, alteragédo no
desenvolvimento e metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, aumentando o
risco de desenvolvimento de diabetes (ROSLUND et al., 2019).

1.1.2. HPAs e Meio Ambiente

Os HPAs sao contaminantes ambientais onipresentes gerados de forma natural e
antropica. Sao investigados em diversas matrizes e ambientes, como solo de
creches e bercarios (ROSLUND et al., 2019), de area urbana (HINDERSMANN &
ACHTEN, 2018) de plantacbes(ZHAN et al., 2014), aerossois atmosférico (MIURA
et al., 2019), sedimento de rios (KIM et al., 2018), sedimento marinho e organismo

marinho (FRAPICCINA et al., 2018), fitoplancton (KOTTUPARAMBIL e AGUSTI,
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2020), lodo de rios (CHOUERI et al., 2008; WANG et al., 2012; BANIEMAM et al.,
2017), dentre outros. Estas investigagdes tem por objetivo avaliar as fontes pontuais
ou a influéncia de outras fontes ja extintas, a relacdo entre concentragdo de
contaminantes e consequéncias observadas, ou a constatagdo de valores de
exposigao humana permitidos ou nao pelas leis ambientais de cada pais.

No Brasil, existem o CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) 6rgao
consultivo e deliberativo responsavel pelas leis de protecdo ao meio ambiente e a
CETESB (Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo), érgdo estadual
responsavel por controlar, fiscalizar, monitorar e licenciar as atividades geradoras de
contaminacdes ambientais.

Em relacdo as legislacdes vigentes no Brasil para HPAs em amostras
ambientais, existem apenas os dispostos pelas Resolugcdes CONAMA 420/2009 e
357/2005 que tratam das concentragbes de alguns HPAs em solo e aguas potavel,
salobra, subterranea, doce e salina. A CETESB como 6rgdo responsavel pelo
monitoramento no Estado de Sao Paulo forneceu importante documento consultivo
para este estudo, reportando em 2001 concentragdes de HPAs em diversos locais
no litoral de S&o Paulo, incluindo a Baixada Santista.

A Baixada Santista agrega grande diversidade tanto ambiental quanto de fontes
antrépicas geradoras de HPAs. Em sua zona costeira ha grande diversidade de
ecossistemas que alternam entre mangues, praias, campos de dunas e estuarios,
além de outros ambientes com significativa riqueza natural, muitos destes
localizados dentro de areas de preservacao ambiental como o Parque Estadual
Restinga de Bertioga. Quanto as fontes de contaminagao por HPAs podemos citar:
combustado de matéria organica, combustdo de combustivel féssil, cadeia extrativa

do petréleo e contaminagdes provenientes do Porto de Santos.

1.1.3. Ocorréncia de HPAs no Mangue

Ao iniciar um estudo ambiental, € importante ter acesso a informagdes de
concentracoes reportadas para os analitos de interesse em matrizes e contexto
ambiental similar, para que as estratégias ambientais e analiticas escolhidas tenham

a confiabilidade requerida.
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O ecossistema de mangue é de grande importancia, sendo rico em matéria
organica e biomassa que fornecem alimentagdo, protecdo e condicdes de
reproducdo para uma grande variedade de espécies animais locais e da zona
costeira que freqlientam esses ecossistemas, fazendo deles verdadeiros bergarios e
celeiros naturais da biodiversidade marinha. Representam ecossistema-chave, pois
estima-se que 70 a 80% das espécies de interesse comercial passam pelo menos
uma fase da vida neste ambiente, sendo a sua preservacaode suma importancia
para o bom funcionamento de outros ecossistemas maiores e mais diversos que se
estendem além dos limites de um bosque de mangue (SCHAEFFER-NOVELLI,
1999; KATHIRESAN; BINGHAN, 2001).

Reconhecendo a elevada importancia ecolégica e os beneficios diretos e
indiretos desse ecossistema, no Brasil os manguezais sdo considerados “Areas de
Preservacdo Permanente” quando forem fixadoras de dunas ou estabilizadoras de
mangues conforme o artigo 4° da Lei Federal 16.651 de 2012, “em toda a sua
extensao”, também sao considerados ecossistemas integrantes do bioma Mata
Atlanticaprotegido pelas Leis 11.428 de 2006 (Lei da Mata Atlantica) e 12.651 de
2012 (Codigo Florestal). Além destas também existem os tratados internacionais aos
quais o Brasil é signatario, que protegem as areas de mangue por serem parte
integrante das zonas umidas e possuem prote¢céo da sua fauna e flora e de toda a
sua biodiversidade: Convencdo de Washington (1946), Convencao de Ramsar
(1971), Convengéao de Bonn (1979) e a Convencédo da Diversidade Bioldgica (1992)
(THAMES, 2017).

O CONAMA (Conselho Nacional de Meio Ambiente) possui a resolugdo 303 de
2002, que estava sendo discutida judicialmente para que ocorra a diminuigdo da
protecdo das restingas e dos manguezais.

As concentracoes reportadas na literatura para soma de HPAs em amostras
ambientais de sedimento de mangue ou marinho possuem valores bastante variados
que podem ser observados na Tabela 2. No Brasil, valores unitarios de
concentracdo em pg kg~ foram encontrados na Baia de Todos os Santos (BA) e em
oposicao na China valores de milhares ug kg'1 foram observados em estudo de
sedimento de mangue em 2014. Estas concentracbes geralmente sdo expressas
como o somatodrio dos HPAs estudados, em sua maioria os 16 considerados

prioritarios como citado no item 1.1.
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Tabela 2. Concentragbes de Y HPA encontradas em sedimentos marinho e mangue em
amostras provenientes de diferentes regides.
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2018

2017

2017

2017

2014

2014

2012
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2009
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2006
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2004
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MACIAS-ZAMORA,
MENDONZA-VEGA e
VILLAESCUSA-
CELAYA

EL MADNY

ASSUNGAO et al.

BANIEMAM et al.

TIWARI, SAHU e
PANDIT

CESAR et al.

Ll et al.

WANG et al.

CHENG-DI DONG,
CHIH-FENG CHEN e
CHIU-WEN CHEN

TORRES et al.

VENTURINI et al.

BICEGO et al.

MARTINS et al.
MEDEIROS e BICEGO

VENTURINI e
TOMMASI

Pais

Brasil

Aréabia Saudita

Brasil

india

Brasil

China

China

Tailandia

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

ZHPAs

16

16

16

16

16

23

16

16

16

16

23

23

24

12

13

Concentragao
IHPASs (ug kg')

7,6-813

105,39

6,8-437,3

17,3- 926,7
14,3-85,8

219-1925
0-576,5

1649-7925
313-2847
1189-5168
38,7-136,2
13,196
679,3
479,05

8,29 - 4163

22,6 - 68130

44,3 - 4945

79,6 - 6843,6

8-4163

Matriz

Sedimento superficial

Sedimento superficial

Sedimento de mangue

Sedimento superficial
marinho

Inverno
outono

Sedimento

Sedimento

Sedimento mangue
Futian
Baguang
Waterland

Sedimento mangue

Sedimento superficial

Sedimento (draga)

Sedimento (T. Alemoa)

Sedimento < 0,63mm

Sedimento superficial

Sedimento

Sedimento

Sedimento
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1.1.4. HPAs Ratios

De acordo com as concentragbes de HPAs individuais e seus isGmeros,
encontrados no ambiente, pode-se estimar a origem da contaminagéo por meio dos
calculos de razao de diagnéstico chamados de RATIOS. Ja sao conhecidos diversas
razdes diagnostico aplicadas na literatura, alguns calculando a simples razédo e
outras aplicando a Equacéo 1 sendo utilizados HPAs de mesma massa molar (A e
B)

A
A+B

Equacao 1:

Quando nado se conhece a regido estudada a primeira investigagdo a cerca da
origem dos HPAs é a definigdo da origem petrogénica, pirogénica ou natural,
existindo diversas razdes utilizadas como fenatreno/antraceno, fluoranteno/pireno e
benzo(a)antraceno/criseno (YUNKER et al., 2002). Apds esta analise a aplicacao de
outras razbes podem ser usadas para inferir a possivel fonte pirogénica, se
combustivel féssil ou ndo benzo(b)fluoranteno/benzo(k)fluoranteno (TOBISZESKI e
NAMIESNIK, 2012) e indeno(1,2,3-cd)pireno/benzo(g,h,i)perileno (ZHANG et al.,
2005).

Foram obervadas na literatura razées de diagndstico que verificam o aumento de
emissdes industriais (benzo(a)antraceno/benzo(g,h,i)perileno); diferenciagdo entre
as fontes de trafego, combustdo de carvdo, madeira e o6leo (benzo(a)pireno/
benzo(g,h,i)perileno) (JIANG et al., 2009) dentre outras.

Fontes petrogénicas sao todos os produtos de origem do petréleo, pirogénica é
a fonte adivinda da combustao em altas temperaturas com a deplegdo do oxigénio,
fontesnaturais sdo as maneiras que se formam HPAs na natureza, processos de
plantas e fungos por exemplo. As fontes pirogénicas podem ser diferenciadas de
acordo com o material utilizado para a combustdo, de origem vegetal (madeira,
carvao vegetal, vegetacgao, etc) ou fossil.

O uso dessas proporcoes € baseado na estabilidade termodindmica relativa de
alguns isébmeros de HPAs. HPAs formados por reacdes rapidas de condensagao

serao termodinamicamente menos estaveis do que aqueles formados por processos
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mais lentos, como diagénese que é o conjunto de processos quimicos e fisicos que
ocorrem no sedimento, desde a sua deposi¢cdo até sua consolidagdooucatagénese,
processo em que com 0 aumento de pressao a parte insoluvel da matéria organica
formada a partir dos lipidios, proteinas e carboidratos dos seres vivos (querogénio),
se altera, resultando em matéria organica fossil, como petréleo ou carvao, definida
como fontes petrogénicas que sao enriquecidas com estes isdbmeros (SANTOS,
BREHM et al., 2017; YUNKER et al., 2002). Portanto, essas relagbes/ratios podem
ser empregadas para entender melhor a distribuicdo dos HPAs e diagnosticar as
principais fontes geradoras no ambiente (SOUZA, 2010).

Para este trabalhoforam utilizadas algumas destasrazbes de diagndstico,

conforme descrito a seguir.

1.1.4.1. Diferenciacao entre AlgumasFontes Petrogénicas e
Pirogénicas

1- _Fenatreno/Antraceno (Fen/Ant): a relagdo € dependente apenas da

temperatura, fenantreno é o isomero triaromatico mais estavel e quando sua
concentracdo € muito maior que a concentracdo do antraceno, a hipdtese de
possivel fonte petrogénica € suportada, podendo ser utilizada relagdo simples como:
Fen/Ant>>>1,0: indica possiveis fontes petrogénicas e Fen/Ant<1,0: indica
possiveis fontes pirogénicas.
Ha varias interpretacdes na literatura, para este trabalho utilizamos limites mais
abrangentes:
v" Fen/Ant<5 provavel origem pirogénica (exceto para a queima de gasolina que
apresenta valores entre 5-9);
v 10> Fen/Ant>5 fontesmistas;
v" 30>Fen/Ant>10 fontes mistas (descartando a combustado do diesel, carvao e
creosoto);
v" Fen/Ant>30 provavel fonte petréleo.
Algumas consideragdes importantes sobre o fenantreno em relagcdo ao
antraceno: quando livres o fenantreno é muito menos fotodegradavel do que o
antraceno, no solo ele é mais degradavel, é protegido por substancias humicas qd

nao esta ligado a particulas, ndo ha mudanga entre as degradagdes quando se
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estuda sedimentos e a influéncia da deposicdo atmosférica. Esta relacdo é

totalmente dependente da matriz em estudo.

2- Fluoranteno/Pireno (FIt/Pir): semelhante ao anterior, esta razdo &

correlacionada com a temperatura de formacao, termodinamicamente o fluoranteno
€ menos estavel que o pireno:
v" FIt/Pir <0,5 indica provavel fonte petrogénica, porém a combustédo de diesel e
outros lubrificantes também apresentam essa razao;
v' 0,5> FIt/Pir>1,0 fontes mistas, porém emissédo de automoéveis também resulta
neste intervalo;
v" FIt/Pir>1,0 fontes pirogénicas como combustdo de carvdo ou biomassa sao
provavelmente dominantes.

v" FIt/Pir>1,2 é utilizado como limite maximo para fontes petrogénicas.

3- Benzo(a)antraceno/Criseno (BaA/Cri): o benzo(a)antraceno é preferencialmente

formado durante a combustao de biomassa e combustivel féssil, quando comparado
ao criseno.

v' BaA/Cri< 0,25 fontespetrogénicas

v' 0,25 <BaA/Cri < 0,5 fontesmistas

v' BaAJCri=0,50 fontespirogénicas

1.1.4.2. Diferenciacao entre algumasfontes pirogénicas:

1- Benzo(b)fluoranteno/Benzo(k)fluoranteno (BbF/BKF): a relacao é utilizada em

amostras de solo e sedimentos urbanos, sendo minimamente influenciada sob
condicbes aerdbicas de degradacdo e evaporagcdo, € limitada a aplicacdo de
diferentes tipos de creosoto.

v" BbF/BKF = 0,9 madeira e fuligem

v" BbF/BKF = 1,2 creosoto

v BbF/BKF = 1,3 emissdesveiculares

v’ 2,5 < BbF/BkF<2,9 derretimento de aluminio

v" BbF/BKF = 3,7 forno de coque
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2- Indeno(1,2,3-cd)pireno/Benzo(g.h.i)perileno (Ind/BghiP): a relagdo é utilizada

para distinguir diferentes fontes piroliticas especificamente as emissdes veiculares
em sedimentos contaminados (ZHANG et al., 2005; VAN DROOGE et al., 2012)
v" Ind/BghiP<0,25 forte influénciapetrogénica
v' 0,25<Ind/BghiP <1,0 possivel fontes mistas, a maioria das fontes
pirogénicas se encontram neste intervalo, exceto alguns lubrificantes,
combustao de gasolina e de diesel.
v" Ind/BghiP >1,0 combustivel petrogénico, se certas fontes petrogénicas

forem descartadas (asfalto, particulas de pneu e carvao).

3- Pireno/Benzo(a)pireno(Pir/BaP): esta razdo pode indicar a contribuicdo de

fluxos terrigénicos negligenciados no sistema aquatico, pode ser usado para
discriminar combustdo de madeira da combustdo de carvdo, mas ndo para
diferenciar as fontes de combustao de espécies de diferentes de madeira.

v" Pir/BaP~0,7 queima de madeira

v" Pir/BaP~1,0 queima de gasolina
v' Pir/BaP~ 10 diesel
v

Pir/BaP> 10 fontes petrogénicas

Existem também algumas razdes de diagndstico que utilizam a somatéria dos
HPAs separados em grupos de baixa massa molar (L) e alta massa molar (H):

Equacgéao 2:

L >Fen + Ant + Pir + Flt
H Y BaA + Cri + BKF + BaP + Ind + Dib + BghiP

L/H>1 FONTE PETROGENICO L/H <1 FONTE PIROGENICA

Equacgéo 3:

LHPA Y'Naf + Ace + Act + Fen + Ant
HHPA  YFlt + Pi + Cri + BaA + BbF + BKF + BaP + Ind + Dib + BghiP

Lupa/Hupa2 2,3 FONTE PETROGENICO  Lypa/Hupas< 0,4 FONTE PIROGENICA
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Na Tabela 3 estdo apresentados alguns dos valores para relagcdes de

diagndsticos encontrados na literatura, segundo a Equacdo 1 (pag.46), sao

apresentadas tambémas fontes correspondentesatribuidas.

Tabela 3. Relagbes de diagnostico (RATIOS, eq.1, pg 19) para HPAs, encontradas na

literatura

REFERENCIA

SANTOS et al., 2016
PIES et al., 2008

VILLAR-VIDAL, 2014

DE LA TORRE et al.,
2009

RAVINDRA et al.,
2008

YUKER et al., 2002

Antraceno

Indeno(1,2,3-
cd)pireno

Fluoranteno

Fluoreno

Benzo(a)antraceno

Fenantreno

Benzo(ghi)perileno

Pireno

Pireno

Criseno

RATIOS
(Eq.1)

<0,1
>0,1

<0,2

0,2-0,5

>0,5

<0,4
0,4-0,5
>0,5
>0,5
>0,5
<0,2
>0,35

>0,5

FONTES
ATRIBUIDAS

Petrogénica

Pirogénica

Petrogénica

Combustao de
combustivel
fossil
Combustao de
lenha, carvéo,
etc

Petrogénica

Combustivel
fossil
Combustao de
madeira e
gramineas

Emisséao diesel

Emisséo de
petréleo

Petrogénica

Combustao de
petréleo

Combustao de
plantas, madeira
e petréleo

Os RATIOS tém sido utilizados no diagndstico da fonte emissora de HPAs em

diferentesmatrizes ambientais como agua, sedimento, solo, folhas, caule, pinhas de

coniferas e mexilhdes (TOBISZEWSKI & NAMIESNIK, 2012).
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1.2. Spartina alterniflora

O género Spartina é formado por 16 espécies de gramineas perenes que estdo
largamente distribuidas, sendo nativas de toda a costa do Oceano Atlantico,
ocorrendo principalmente nas Américas do Norte e Sul, € uma graminea adaptada a
estuarios, ocorrendo na regido de entre marés, onde existe variagéo de salinidade e
periodos de exposi¢cédo e inundagado. Dentre as representantes do género, Spartina
alterniflora (Figura 6A e 6B) & a mais caracteristica de manguezais, ndo se
restringindo a regi&o de marisma (KLEIN et al., 1981 apud AMERICO 2010).

A espécieocupa as zonas mais baixas de estuarios em diversas regides costeiras
ao longo do continente americano (COSTA & DAVY, 1992) Figura 6C. Vegetagao
tipica de marismas da regido sul do Brasil, a S. alterniflora apresenta-se como

espécie dominante das porg¢des frequentemente alagadas.

Figura 6. A) Floracdo de Spartina alterniflora; B) Predominancia da espécie em regido
alagada de mangue; C) Ocorréncia mundial.

2

Fonte: google imagem 2017 Fonte: Global Biodiversity Information Facility 2017

A Spartina alterniflora foi escolhida para este estudo por ser uma espécie
invasora, resistente, abundante e pelos inumeros relatos na literatura de seu
potencial de biorremediacdo de solos e sedimentos contaminados, como nos
estudos envolvendo evento de derramamento de petrdleo com os objetivos de:
avaliar sua capacidade de recolonizagao apdés o evento (LINDAU et al., 1999;
PEZESHKI, 2000; LIN et al., 2002), investigar o acumulo de metais em seus tecidos
e seus efeitos (LACERDA, 1997; VIANA, 1999, YANG, DING e YUAN, 2020; CAl et
al., 2020) e seu uso em projetos de fitorremediagdo observando as respostas desta
espécie aos contaminantes (PEZESHKI, 2000; MENDELSSOHN & LIN, 2003; XIE et

al., 2020).
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A quantificacdo de HPAs em amostras provenientes de regides estuarinas
(sedimento, agua e Spartina alterniflora) pode indicar o nivel de contaminagao do
local, em relagcdo a estes contaminantes, bem como auxiliar na identificagdo de
possiveis fontes desta contaminagao por meio dos calculos de razao de diagndstico.
Além disso, os dados podem apontar para o possivel potencial de Spartina

alteniflora na biorremediagao de mangues impactados por HPAs.

1.3. HISTORICO DA BAIXADA SANTISTA COM RELAGAO A
EXPOSICAO AOS HPAS

Utilizou-se mapas da CETESB (2001), para o reconhecimento do histérico e as
possiveis fontes de HPAs na regido em estudo, sendo de grande importancia a
localizacdo das instalagbes industriais (Anexo A), dos locais de disposicao de
descarte industrial (Anexo B), fontes de poluicdo associados a falta de saneamento
basico (Anexo C) e principalmente as concentragcdes de alguns HPAs relatados pela
CETESB (Anexos D1 a D12).Além disso, foram investigados outros possiveis locais
afetados por eventos de natureza antrépica, occorido nos ultimos anos antes da
coleta de amostras na Baixada Santista.Os acontecimentos que foram considerados

de relevancia para o estudo estdo relatados a seguir.

1.3.1 ~ ANO DE 2010: EXPLORAGAO EM ESCALA COMERCIAL DO
PRE-SAL.

O pré sal foi descoberto no final de 2007, e compreende uma extensa reserva de
petréleo e gas natural abaixo de uma camada de sal, deste fato deriva o nome.
Localizado em grandes profundidades oceanicas que se estende por 800 km entre
os litorais do Espirito Santo e de Santa Catarina (Figura 7) formando as Bacias de
Santos que abrange os estados de S&o Paulo, Parana, Santa Catarina e uma parte
do Rio de Janeiro, e a Bacia de Campos que abrange parte do Rio de Janeiro e

Espirito Santo.
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Figura 7. Localizacdo da faixa do pré sal em azul mais escuro e divisdo das Bacias de
Campos e de Santos.
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Fonte: google imagem 2021

A capacidade produtiva do pré-sal esta em constante evolugdo, nos anos de
2010, 2014, 2016 e 2018 a producao respectiva foi de 41mil, 500 mil, 1 milhdo e 1,5
milhées de barris de petrdleo por dia, em 2018 haviam 77 pocos de extracdo em
atividade.No ano de 2020, nos meses de julho e agosto, a produgcdo no pré-sal
registrou novos recordes consecutivos de 2,18 e 2,20 milhdes de barris por
dia,extraidos de 117 pogosematividade,correspondendo a 70,7% da producao
nacional (BRASIL, 2020).

Devido a localizagado que pode atingir 300 km da costa, profundidade de até 5000
metros de coluna d'agua e acréscimo da camada de sal, a extensa faixa e a rapida
evolugcao na capacidade extrativa do pré-sal, o impacto ambiental proveniente desta
atividade é bastante preocupante. No intuito de amenizar tais preocupacoes a
Petrobras encomendou um Relatério de Impacto Ambiental (RIMA), efetuado pela
Mineral Engenharia e Meio Ambiente (VIGLIO, DI GIULIO e FERREIRA, 2017).

O relatério de outubro de 2017 (Atividade de produgcao e escoamento de petroleo

e gas natural do polopré-sal da Bacia de Santos — ETAPA 3), que trata das
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atividades de producdo e escoamento de petroleo e gas natural do polo pré-sal da
Bacia de Santos, determina que em caso de vazamento de 6leo na Bacia de Santos
sera acionado imediatamente o Plano de Emergéncia para Vazamento de Oleo da
Area Geografica da Bacia de Santos (PEVO-BS), com disponibilizagdo de recursos
materiais € humanos em tempo habil, pois o tempo de chegada dos recursos é
menor do que o tempo de toque na costa.

O estudo abrange as consequéncias sécio econbmicas e ambientais imediatas
sem levar em conta o acumulo de contaminantes nos compartimentos ambientais
atingidos e consequéncias aos organismos e subsequentes geragdes, nao
diminuindo as preocupacdes em relacido a influéncia da cadeia extrativa do petrdleo

no meio ambiente.

1.3.2 ANO DE 2015: INCENDIO ALEMOA

O incéndio em tanques de armazenamento da empresa COSIPA, situado no
bairro da Alemoa, localizado em Sao Vicente (SP) (Figura 8A e 8B) durou cerca de 9
dias, causando prejuizos ambientas a curto e longo prazo. Como prejuizos imediatos
foram observados: o aumento da temperatura das aguas em torno do local,
ocasionando a morte de milhares de peixes (LYRA, 2015) e a alta taxa de problemas
respiratorios da populagdo proxima, por consequéncia da espessa nuvem negra
(Figura 8C e 8D) que permaneceu por varios dias no local do incéndio (SALLES,
2015).

54



REVISAO BIBLOGRAFICA

Figura 8.Incéndios que atingiram a regido de S&o Vicente A) localizagdo do bairro da
Alemoa; B) localizagdo dos terminais de armazenamento liquido que explodiram; C) foto do
evento; D) fumaga vista da rodovia.

A F m

Rodovia Anchisia
530 Vieente

] ¥oAY
Fonte:google imagens 2017

A grande quantidade de material utilizado para combater o incéndio LFE (liquido
formador de espuma) ou LGE (liquido gerador de espuma), somada ao combustivel
queimado por dias ocasionou uma grande descarga de substancias quimicas no
meio ambiente, atingindo rios e estuarios préximos, causando possiveis danos aos
compartimentos atingidos e a biota local. De acordo com informag¢des do corpo de
bombeiros cerca de 300 mil litros de LFE/LGE foram utilizados para combater o
incéndio na Alemoa (MONTONE et al.,, 2018). Segundo pesquisas os AFFF
(aqueous film forming foam), em portugués espumas formadoras de filme aquoso,
um tipo de LFE/LGE em altas concentragdes sao toxicos para as plantas e altera o
perfil microbiano dos solos contaminados modificando o equilibrio existente no
ambiente (MONTAGNOLLI e BIDOIA, 2015).
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1.3.3 ANO DE 2017: INCENDIO NA COMUNIDADE DE PALAFITAS
DENOMINADA CAMINHO DE SAO SEBASTIAO.

A regido de Santos possui 0 que ja foi conhecido como o maior complexo de
favelas sobre palafitas do Brasil, este complexo € chamado de DIQUE DA GILDA e
€ composto por seis subareas: Mangue Seco (homenagem a novela Tiéta do
Agreste), Vila Telma (homenagem a ex-prefeita Telma de Souza), Caminho de Sao
Sebastido (homenagem a um famoso morador benzedeiro), Caminho Sdo José
(homenagem a 43 moradores homoénimos), Caminho da Capela (existéncia de um
marco religioso) e Caminho da Gilda (ultimo aglomerado que se estende até a
divisa de Sao Vicente).

O incéndio de 2017 ocorreu no Caminho de Sao Sebastido (amarelo Figura 9B),
um dos maiores aglomerados que compde o DIQUE DA GILDA, localizado mais ao

norte da cidade de Santos (Figura 9 A).

Figura 9. Localizagéo do Dique da Gilda (A) organizagéo do Dique da Gilda, localizagao do
Caminho de Sao Sebastido em amarelo (B)
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O incéndio atingiu o Caminho de Sao Sebastido (Figura 10B) destruindo cerca de
200 moradias de palafita (Figura 10D), os bombeiros demoraram 2 horas e meia
para que o fogo fosse extinto. Como podemos observar na Figura 10A, a regiao
onde se encontra a comunidade de palafitas ja possui perfil de mangue fortemente
impactado pelo aumento populacional desordenado as margens do Rio dos Bugres
(Figura 10A) onde n&do ha saneamento basico, ocasionando o acumulo de lixo e
esgoto descartados sem controle (Figura 10C) proximo ao rio segundo informagdes
da AGENCIA BRASIL (2017).

Figura 10. Caminho de S&o Sebastido: A) foto de parte do conjunto de construgdes
irregulares de palafita; B) foto do evento; C) foto da degradagdo ambiental préximo a estas
construgdes; D) fotos apds o evento.

Fonte: google imagenn 2017

Por decorréncia destes e outros eventos na regidao escolhida para o estudo, a
literatura apresenta valores diversificados de somatério dos HPAs em amostras
ambientais, podendo ser atribuidos aos diferentes locais de amostragem de cada
estudo, refletindo a diversidade das fontes destes compostos nesta regido.

Observamos na Tabela 4 valores que variam de 0,100 a 733 mil ug kg™'. O menor
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valor encontrado de somatéria de HPAs foi observado entre a Baia de Santos e o

inicio do Estuario de Santos, sob a influéncia da movimentacdo das correntes

maritimas que podem transportar os contaminantes para outros locais.

A maior

concentracao foi relatada pela CETESB em amostras do Canal da Cosipa que pela

denominacao geografica compreende o limite fisico de um rio, lamacal ou estreito de

oceano, nao estando a influéncia de grande movimentagdo para transporte de

contaminantes, podendo ser considerado um local de armazenamento continuo.

Tabela 4. Valores de Y HPAs na Baixada Santista, informadas em estudos na literatura

ANO

2018

2009

2009

2007

2006

2006

2004

2001

2001

AUTORES

PERINA et al.

TORRES et al.

CHOUERI et al.

CESAR et al.

BICEGO et al.

CESAR et al.

MEDEIROS E
BICEGO

NISHIGUIMA,
WEBER e BICEGO

CETESB

LOCAL

Estuario Santos-
Sao Vicente

Porto de Santos

Santos e Sao
Vicente

Estuario de Santos
e Sao Vicente

Estuario de Santos
e Sao Vicente

Estuario Santos-
Sao Vicente

Estuario de Santos

Santos

Canal da Cosipa

SHPA
Mg kg

0,025-6,84
27,8-679,3
2-42 x 10°
0,11-0,95
22,6-6,8 x 10°
0,50-576
79~15x 10°
80-42 x 10°

109 x 10°~734 x 10°

TIPO DE
AMOSTRA

Sedimento
superficial

Sedimento dragado

Sedimento

Sedimento

Sedimento

Sedimento

Sedimento

Sedimento

Sedimento mangue

Canal de Bertioga

2,9 x 10°~5,9 x 10°

Sedimento mangue

1.4. EXTRAGAO E ANALISE DOS HPAS.

Diferentes métodos de extracdo de HPAs sado observados na literatura em

matrizes de interesse ambiental, como pode ser visto na Tabela 5, na qual foram

incluidos trabalhos que abordam a extracdo de HPAs em amostras solidas,

semelhantes aos deste estudo, incluindo de 12 a 23 HPAs.
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Tabela 5. Algumas técnicas de extracao e quantificagdo de HPAs em amostras ambientais.

2018

2017

2017

2015

2015

2015

2015

EL MARADNY

MONTANO et al

MAHUGIJA, AHMED
eMAKAME

AICHNER et al.

AL DABBAS, ALLl e
AFAJ

HE et al.

Ll et al.

Arabia Saudita

Brasil

Tanzania

Alemanha

Iraque

Tibet

China

Sedimento
Raizes
Folhas

Sedimento

Sedimento

Solo

Folhas de Eucalyptus

Solo

Solo

Sedimento superficial
(mangue)

Pantano

Raiz

Plantas

Soxhlet

Soxhlet

Ultrassom

ASE

Soxhlet

ASE

REVISAO BIBLOGRAFICA

GC-MS

GC-MS

GC-MS

HPLC-FLU e GC-MS

GC-MS

GC-MS

16

12

16

15

16
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Tabela 5. (continuagao

Folhas de Q. ilex

2015 ALBANESE et al. Italia Ultrassom GC-MS 14
Solo
OBRIST,ZIELLINSKA
2015 e PERLINGER EUA Solo ASE GC-MS 23
2015 SUKHDHANE et al. india Sedimento mangue Soxhlet GC-FID 16
Solo urbano
2015 WANG et al. China 2D EUBLTEMS Soxhlet GC-MS 19
Solo rural

Folhas, caule e raiz
de Phragmites
Folhas, caule e raiz
2012 WANG et al. China de Spartina ASE GC-MS 16
alterniflora

Folhas,sementes e
rizoma de Scirpus

2011 FUJITA Brasil Solo superficial DiSpefgﬁ’ om = HPLC-FLU 16

LEGENDA:

GC-MS: gas chromatograph-mass spectrometryGC-FID: gas chromatograph-detector flame ionization
ASE: accelerated solvent extraction HPLC: High performance liquid chromatograph
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Considerando-se os trabalhos compilados na Tabela 5, a técnica de extracdo por
solventes (Soxhlet e ASE) aparece com maior frequéncia, a extragao por Soxhlet,
apesar de consumir mais tempo e volume de solventes do que outras técnicas,
ainda é utilizada, por ser a técnica preconizada pela EPA (U.S. EPA SW-846 Method
3545A: PAH Extraction from Soil, Sludge, and Marine Sediment). A extracao
acelerada por solventes (ASE - Accelerated Solvent Extraction) € a mais empregada
dentre as técnicas modernas de extracido, pela possibilidade de adaptacdo da
técnica descrita pela EPA em um dispositivo utilizando menor volume de solvente
organico que suporte altas pressdes, o problema desta técnica é a quantidade de
compostos que sdo extraidos, gerando interferentesna separagdo e quantificagao
dos compostos de interesse.

A extragao por solventes em banho de ultrassom e a dispersdo de matriz em fase
sélida, sdo técnicas de extragdo que também sdo empregadas na extracdo de HPAs
em sedimento. Das técnicas de extracdo descritas é a técnica de maior
acessibilidade, por nao apresentar utilizacdo de equipamentos sofisticadoos e
especificos e foram aplicadas a este trabalho.

Ainda segundo o levantamento bibliografico da Tabela 5 o detector mais utilizado
para analises de HPAs separados por cromatografia gasosa € o espectrémetro de
massas, que na verdade € uma analisador dividido em 3 etapas, ionizacao, analise
e deteccdo. Primeiramente o composto é separado no cromatografo, passa por uma
fonte de ionizacdo e ocorre o processo de ionizacao, este ion formado passa pelo
analisador e espectros de massa (com os valores de m/z em fungdo da sua
abundancia) serdo gerados, os ions sdo ejetados em ordem crescente de sua
relagcdo massal/carga. Esse movimento gera uma corrente idnica que € multiplicada e
produz um sinal proporcional ao numero de ions da amostra que sao detectados.

A identificagdo dos compostos é feita pela combinacao Unica de atomos que as
moléculas possuem e como cada tipo de atomo e seus is6topos existem em uma
Unica razdo na natureza, a razao entre a intensidade do ion molecular e as
intensidades dos picos isotopicos fornecem informagbdes sobre o niumero de cada
tipo de atomo presente na molécula (AMARAL, OLIVEIRA e BUSTILLOS, 2011).

Muitos sistemas dispdem de um banco de dados (biblioteca), esta biblioteca
permite a identificacdo da estrutura pela comparagcdo entre os espectros da

substancia estudada e os da base de dados, gerando uma probabilidade de
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confirmagao da identidade do composto (NASCIMENTO et al., 2019). Apesar de
todas as vantagens apresentadas pela cromatografia gasosa a cromatografia liquido
com deteccao de fluorescéncia (HPLC-FLU) continua a ser empregada, pela grande
detectabilidade, baixo custo (quando comparado aos custos de manutengao de GC-
MS) e alta seletividade. O que torna esta técnica seletiva e especifica € a
possibilidade de trabalhar com comprimentos de ondas especificos de excitagcao e
emissao, podendo selecionar os melhores comprimentos de absor¢cédo e emissao do
analito de interesse e assim excluir ou atenuar o sinal de demais interferentes da
amostra. A sensibilidade da técnica advém da posicao dos detectores, a fonte de luz
€ geralmente colocada a 90° em relagao ao feixe de luz incidente para minimizar o
risco de luz incidente transmitida ou refletida atingir o detector. A espécie
necessariamente precisa ser um fluoréforo, ou seja, a espécie quimica deve ter a
capacidade de absorver energia e liberar radiacdo eletromagnética para ocorrer o
fendbmeno da fluorescéncia (LAKOWICZ, 2010).

Este detector consiste em uma lampada, seguida por um filtro ou uma rede de
difracdo. A luz gerada incidira sobre a amostra causando a excitagdo da mesma. Ao
retornar ao estado fundamental, o composto emite um feixe de luz que é dirigido a
um filtro ou monocromador, que seleciona o comprimento de onda emitido, fazendo-

o incidir no fotodetector.

1.5. TESTES BIOLOGICOS:

O conhecimento da toxicidade tem como objetivo ampliar o entendimento do
impacto da exposigao aos contaminantes presentes em matrizes ambientais, nao
somente na flora como na fauna dos pequenos organismos que ali vivem e se
expdem continuamente. Estes estudos sdo chamados de estudos toxicolégicos ou
ecotoxicologicos.

A toxicidade, segundo RODRIGUES (2005), € uma propriedade inerente a
agentes toxicos ou nao, na qual reflete o potencial em causar efeitos danosos a
diferentes organismos sob condigdes especificas de exposicado, além de ser uma
propriedade, a qual deve ser levada em consideracdo quando se estuda
contaminantes ambientais, pois o impacto causado ndo dependera somente das

quantidades e sim da caracteristica individual danosa ou nao aos seres vivos.
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A ecotoxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos adversos das substancias
quimicas (naturais ou sintéticas) nos ecossistemas e a sua agdo nos organismos
(WISEMAN et al., 2001). A avaliacdo da toxicidade das substancias presentes em
matrizes ambientais pode ser medida por meio de ensaios de fitotoxicidade, que € a
acao téxica ou reacdo adversa que uma substancia presente no meio provoca nas
plantas, a qual pode ser determinada pela germinacado das sementes, alongamento
da raiz e crescimento da muda (LABRE et al., 2008). Os testes de toxicidade em
organismo sao efetuados expondo os organismos em seu meio natural com adigao
do contaminante em estudo, seja agua, sedimentos ou solo e avaliando assim os
efeitos da contaminagao na sobrevivéncia, crescimento, reprodugcdo, comportamento

e/ou outros atributos que possam ser monitorados.

1.5.1. TESTE DE FITOTOXICIDADE

O teste de fitotoxicidade € um critério para avaliar os niveis de toxidez, a
germinagao de plantas e o comprimento da raiz tém sido bastante utilizado na
determinacgao da toxicidade de residuos por ser uma técnica simples, rapida, segura
e reproduzivel para avaliar os danos causados pelas combinacdes toxicas presentes
nesses materiais (KOMILIS; TZIOUVARAS, 2009).

Os testes que utilizam plantas superiores sdo considerados eficientes para a
avaliacdo e monitoramento da toxicidade de poluentes e tém sido utilizados em
estudos sobre a fitotoxicidade em aguas e sedimentos contaminados (FERNANDES
et al., 2007; CZERNIAWSKA-KUSZA & KUSZA, 2011). Sua principal vantagem ¢é a
ampla variedade de parametros de toxicidade, como a taxa de germinacédo, ganho
de biomassa, alongamento de raizes e aspectos bioquimicos, além de apresentar
baixo custo e possibilidade de serem realizados continuamente (ZALTAUSKAITE &
CYPAITE, 2008).

As sementes de Lactuca sativa tém sido bastante utilizadas e fornecem diversas
vantagens sobre outros organismos testes, principalmente devido ao baixo custo e
facil cultivo (KOMILIS; TZIOUVARAS, 2009),esta entre os organismos-teste mais
utiizados para avaliar a fitotoxicidade e a citogenotoxicidade de efluentes
domésticos e industriais (ZALTAUSKAITE&CYPAITE, 2008; ANDRADE et al., 2010)

sendo esta espécie recomendada por agéncias internacionais para tal finalidade.
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A necessidade de testes rapidos e sensiveis para o diagnostico da qualidade de
agua e solos reflete-se no mundo todo. Bioindicadores tém sido aplicados em
ensaios eficazes de toxicidade aguda, complementando os parametros fisico-
quimicos de efluentes ou lixiviados. Salienta-se que o ensaio com semente de alface
pode ser utilizado para amostras contaminadas com alguma substancia ou mistura

complexa liquida ou de sdlidos solubilizados em solugdo aquosa.

1.5.2. TESTES EM ORGANISMOS

No Brasil os ensaios com organismos aquaticos sao solicitados pela CETESB em
diversas ocasides, como processos de licenciamento, para caracterizacao e
acompanhamento de impactos de novos empreendimentos, na avaliagdo de risco
em areas contaminadas, no controle de efluentes, em autorizagdes para uso de
produtos em corpos hidricos e avaliagdes de acidentes ambientais (CETESB, 2017).
Esses testes auxiliam mostrando se as concentracdes de contaminantes em um
determinado local sdo altas o suficiente para causar efeitos adversos nestes
organismos (EPA, 1994).

Existem na literatura e na legislacao brasileira organismos testes considerados
modelos para cada tipo de andlise de acordo com o ambiente onde sera efetuada a
coleta de material e o propdsito das analises. A primeira caracteristica importante a
ser avaliada sobre o organismo teste € a sua disponibilidade durante o ano, nao
sofrer com a sazonalidade, podendo ser obtido a partir de fontes internas ou
comerciais para atender ao monitoramento.

Segundo a resolugao 454 do CONAMA a caracterizagao ecotoxicoldgica deve ser
realizada, quando couber, em complementacdo a caracterizacao quimica, com a
finalidade de avaliar os impactos potenciais a vida aquatica.

Nas amostras de sedimento de mangue os ensaios ecotoxicolégicos devem ser
realizados com amostras de sedimento integral e preferencialmente para
organismos do grupo dos anfipodos (CONAMA, 2012).

Para a verificacdo de efeitos toxicos em amostras ambientais como agua bruta,
sedimento, efluentes ou de produtos, sdo aplicados ensaios ecotoxicolégicos as
amostras em estudo. A CETESB indica métodos normatizados pela Associacio

Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), no entanto, caso necessario, a CETESB
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pode solicitar estudos complementares, na inexisténcia de uma publicacdo do érgao,
serao indicados métodos cientificamente reconhecidos como os publicados pela
International Standardization Organization (ISO), United States Environmental

Protection Agency (USEPA) dentre outras.

Para EPA s&o considerados os seguintes organismos para teste em amostras de
estudrios e marinhos (EPA, 1994)

1. Mysidopsis bahia (para aguas marinhas e estuarina)
2. Cyprinodon variegatus (para aguas marinhas e estuarianas)
3. Ordem dos Amphipodas (para sedimento marinho): Rhepoxynius abronius,

Eohaustorius estuarius, Ampelisca abdita, Grandidier lla japonica.

A publicacdo da ABNT de 2015 (ANT NBR 15638) que aborda os ensaios com
anfipodes marinhos e estuarino, em sedimentos para analises ecotoxicolégicas
aquaticas, também indicam o uso da ordem dos Amphipodas como sendo a ideal
para as analises das matrizes deste estudo.

O Amphipoda € uma ordem que agrupa pequenos crustaceos que habitam todos
0s ambientes marinhos, aguas salobras e doces. Integram mais de sete mil
espécies, entre elas cavadores de tuneis e tubos e de natacéo livre. Sdo utilizados
para testes em sedimento, por possuir altas taxas de sensibilidade em locais
contaminados (BELLAN-SANTINI, 1980; LAMBERSON et al., 1992), além de ter
uma importante fungdo nos ecossistemas benténicos ( REISH & BARNARD, 1979).

Segundo a ABNT NBR 15638 de 2015 os seguintes Amphipodas para testes em
sedimento sao descritos Leptocheirus plumulosus e Tiburonella viscana (Figura 11),

para testes de toxicidade aguda em toxicologia aquatica.
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Figura 11. Amphipodos Leptocheirus plumulosus e Tiburonella viscana

Fonte ABNT NBR 15638 (2015)

1.6. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os processos analiticos séo realizados por meio de procedimentos que avaliam o
efeito de uma variavel por vez (univariado), apresentando desvantagens tais como o
tempo gasto para otimizacédo e a falta de avaliagdo acerca das interagcbes entre as
variaveis que afetam o processo em estudo. De acordo com BRASIL e
colaboradores (2007) estas desvantagens resultam numa otimizagao ineficiente,
impedindo o rapido estabelecimento de condi¢bes otimas "verdadeiras”, as quais
sdo atingidas pelo emprego de sistemas multivariados.

Existem duas grandes areas de atuacdo para a analise multivariada: o
Planejamento de Experimentos (Design of Experiments - DOE) e a Analise
Multivariada de Dados (Multivariate Analysis - MVA). O DOE parte do principio de
que um bom planejamento pode gerar resultados 6timos com tempo e custos
reduzidos.

No DOE ha trés objetivos principais:

a) triagem de variaveis, ou seja, focar as atengdes apenas na determinagao dos
fatores relevantes para se atingir o objetivo desejado;

b) otimizagdo de experimentos: obter um modelo que fornega as condi¢cbes de
trabalho a serem aplicadas para se obter as melhores respostas e

c)robustez: consequéncia refletida nos resultados quando ha pequenas

oscilagdes no método otimizado.
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Apods a obtencao de bons resultados torna-se necessaria uma ferramenta para
entender e interpretar todos os dados obtidos experimentalmente. Neste sentido, o
MVA tem como objetivo reconhecer as principais fontes de variagcdo de dados
complexos (muitas variaveis) e tornar as informacdes interpretaveis através de
graficos simples.

Ha diversas estratégias que podem ser empregadas, e sua escolha deve se
adequar a realidade de cada experimento e o objetivo a ser atingido. Dentre os
diversos tipos de planejamento experimental, os sistemas de planejamento fatorial
destacam-se, pois permitem avaliar simultaneamente o efeito de um grande numero
de variaveis a partir de um numero reduzido de ensaios experimentais quando
comparados aos processos univariados (PERALTA-ZAMORA, MORAIS e NAGATA,
2005).

O planejamento fatorial 2 utiliza k fatores analisados em 2 niveis. Este tipo de
planejamento €& particularmente 0til nos estagios iniciais de um trabalho
experimental, quando se tém muitas variaveis a investigar. Esses fatores podem ser
estudados em um planejamento fatorial completo ou fracionado. O planejamento
fatorial fracionado pode ser do tipo 2" ou 22 e estao entre os tipos mais usados de
planejamento para projetos de produtos industriais e para melhoria de processos
(BRASIL et al., 2007).

O planejamento fracionado € utilizado principalmente para selecionar quais
fatores exercem os efeitos mais significativos na resposta desejada. Na etapa inicial
de um planejamento com muitas variaveis independentes, as mais importantes sao
detectadas e um novo planejamento é feito considerando apenas as variaveis que

apresentaram significancia para o processo.

1.6.1. A superficie de resposta (RSM: Response Surface
Methodology)

Superficie de Resposta € uma técnica de otimizagdo baseada em planejamentos
fatoriais que possuem duas etapas distintas: modelagem e deslocamento. A
modelagem é feita normalmente ajustando-se modelos simples (em geral lineares ou
quadraticos) as respostas obtidas com planejamentos fatoriais. O deslocamento

sempre ocorre ao longo do caminho de maxima inclinacdo de um determinado
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modelo ao ponto 6timo desejado, que € a trajetdria na qual a resposta varia de forma
mais pronunciada.

Para a localizagdo do ponto 6timo pode-se utilizar o planejamento em estrela
acrescentando ao modelo inicial um planejamento idéntico, porém girando de 45
graus em relagcado a posigao de partida. O resultado € uma distribuicdo octogonal,
como pode ser vista na Figura 12. Um argumento geométrico simples permite
concluir que 0s novos pontos, assim como os primeiros, estdo a uma distancia de V2
unidades codificadas do ponto central. Todos eles estdo, portanto, sobre uma
circunferéncia de raio V2 (BARROS NETO, BRUNS e SCARMINIO, 2001).

Figura 12. Planejamento em estrela
2
|

x

Fonte: BARROS NETO, BRUNS e SCARMINIO, 2001.

Exemplos de superficies de reposta na otimizagcao de duas variaveis pode ser
visto na Figura 13. Os tons escuros indicam os locais onde se encontram as
condicbes experimentais que fornecem as melhores respostas. As Figuras 13A e
13B representam uma superficie onde o ponto maximo esta localizado dentro da
regidao experimental estudada; a Figura 13C demonstra o ponto maximo fora da
regido experimental estudada sendo necessario deslocar, se possivel, as condi¢cdes
iniciais do planejamento. A Figura 13D apresenta o ponto minimo, onde
encontramos as piores respostas e pode ser visto na Figura 13E o ponto de sela
como ponto critico. O ponto de sela € uma inflexdo entre os pontos de maximo
relativo e minimo relativo. E possivel encontrar as regides 6timas observando as

superficies de resposta (BEZERRA et al., 2008).
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Figura 13. Superficies de respostas geradas por modelos quadraticos na otimizagdo de
duas variaveis: (A) maximo; (B) plato; (C) maximo; fora da regido experimental; (D) minimo
e (E) superficie de sela.
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Fonte: BEZERRA et al., 2008.

1.7. VALIDAGAO ANALITICA

Segundo a ANVISA a validagdo analitica deve garantir, através de estudos
experimentais que o método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (PORTAL ANVISA, 2019).

E de extrema importancia que os estudos de validacdo sejam representativos e
com adequadas faixas de concentragbes para analise de determinado analito
contido em uma matriz. Métodos para compostos que se encontra em altas
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concentragdes requerem critérios de aceitacdo e uma abordagem diferente de um
método desenvolvido para determinagcdo de baixas concentragdes. Os parametros
analiticos normalmente encontrados para validacdo de método analitico que inclua
técnicas cromatograficas sao: seletividade; linearidade; faixa de aplicacao; precisao;
exatidao; limite de deteccao; limite de quantificacéo e robustez (RIBANI et al., 2004).

Estes termos s&o conhecidos como paréametros de desempenho analitico,
caracteristicas de desempenho e algumas vezes, como figuras analiticas de mérito e

serdo detalhados a seguir:

1.7.1. Seletividade: de um método instrumental de separacao € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir na sua determinagcdo em uma amostra complexa.
A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente
ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como outros
compostos de propriedades similares que possam estar, porventura, presentes. A
seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse. Se a seletividade n&o for assegurada, a linearidade, a exatidédo e a

precisdo estarao seriamente comprometidas.

1.7.2. Linearidade: corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicagdo. A correlagao entre sinal medido (area ou altura do
pico) e a massa ou concentracéo da espécie a ser quantificada. Na maior parte dos
casos, a relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo ou massa da espécie de
interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para
massas ou concentracbes conhecidas dessa espécie. Essa relacdo pode ser

expressa como uma equacao de reta chamada curva analitica.

1.7.3. Precisao: representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes sob condicbes definidas. A precisdo é avaliada pelo desvio padrao absoluto
que utiliza um numero significativo de medidas, normalmente maior que 20. Na
pratica, em validacdo de método, o numero de determinagdes € geralmente pequeno
€ 0 que se calcula é a estimativa do desvio padrao absoluto. A precisdo também

pode ser expressa através do intervalo de confianga da média, que é uma faixa de
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valores no qual existe uma determinada probabilidade de se encontrar um certo
valor de uma variavel. Outra expressdao da precisdo é através da estimativa do

desvio padrao relativo, também conhecido como coeficiente de variacao.

1.7.4. Exatidao: representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito
como verdadeiro. A exatidao é sempre considerada dentro de certos limites, a um
dado nivel de confiangca ou seja, aparece sempre associada a valores de precisao.
Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentragcdo elevados e mais

amplos em niveis de tragos.

1.7.5. Limite de deteccao: representa a menor concentragdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, utilizando
procedimento experimental, este valor corresponde a menor concentragao injetada,

estando ou ndo no intervalo linear.

1.7.6. Limite de quantificacao: representa a menor concentracdo da substancia
em exame que pode ser medida, quantificada utilizando um determinado
procedimento experimental com confiabilidade analitica adequada, ou seja, no
grafico de linearidade corresponde a menor concentragdo pertencente ao intervalo
linear (RIBANI et al., 2004).

1.7.7. Robustez: de acordo com o INMETRO (INMETRO, 2020) mede a
sensibilidade que o método apresenta frente a pequenas variagbes. Diz-se que um
método é robusto quando ele ndo é afetado por uma modificacdo pequena e
deliberada em seus parametros.
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2 OBJETIVOS

Considerando-se a vulnerabilidade da Baixada Santista em termos de
contaminacao por HPAs e o potencial da espécie Spartina alterniflora em processos
de fitorremediagao, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o comportamento
da espécie Spartina alterniflora, quanto ao acumulo de HPAs em estuario da zona

litoranea do estado de Sao Paulo.

Como objetivos especificos destacam-se:

—>0Otimizacao e validagdo de método para determinagdo de HPAs em sedimento
de mangue,bem como folhas e raizes de Spartina alterniflora, utilizando a técnica
GC-MS e/ou HPLC-FLU;

—~>Comparagao das concentracdes de HPAs das folhas e raizes encontradas
emamostras de Spartina alterniflora coletadas em regido impactada (Baixada

Santista) e ndo impactada;

—>Avaliacao das relagdes de diagndstico (ratio) para inferir a origem dos HPAs;

—>Avaliagao do potencial toxico do sedimento e a contribuigdo dos HPAs .
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estudos realizados para respondé-los.

PARTE EXPERIMENTAL

Para melhor entendimento da parte experimental, a Tabela 6 a seguir sumariza os questionamentos deste trabalho e

Tabela 6. Sumario das etapas referentes a parte experimental, apresentando pergunta a ser respondida em cada item e estratégia adotada.

ITEM

3.1.2
3.1.3
3.1.4
3.1.5

3.2

3.3
3.4
3.5

3.6

3.7

3.8

QUESTAO

A Baixada Santista possui grande influéncia industrial e
urbana. Dentro desta regido onde poderiamos obter
amostras fidedignas que refletissem esta exposi¢do e em
quais matrizes?

Como e onde seriam feitas as amostragens de forma a
obter resultados representativos do local, mantendo a
integridade das amostras?

Considerando as informagdes encontradas na literatura
como quantificar os HPAs?

Como extrair os HPAs das amostras de forma eficiente?

Existe relagéo direta entre tamanho de particula de
sedimento e a concentragdo dos HPAs?

A relagao entre quantidade de carbono total e concentragao
dos HPAs é diretamente proporcional?

As amostras de sedimento coletadas possuem efeitos
toxicos em organismos? Estes efeitos podem ser
relacionados as concentragdes de HPAs encontradas?

ESTRATEGIA

Mapeamento de areas impactadas e de facil

acesso.

Planejamento da amostragem:
Levantamento bibliografico e histérico

Cromatografia Gasosa acoplado a
Espectrometro de Massas
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com detector de fluorescéncia

Otimizagao dos testes de extragdo em
sedimento e Spartina alterniflora

Peneirar as amostras em diferentes mesh

Analisar o carbono total de cada amostra

Ensaios biolégicos.

<

TECNICA/LOCAL

Sao Vicente (Portinho)
TIPOS DE AMOSTRAS:
Sedimento e Spartina
alterniflora

Sao Vicente —via
aquatical/terrestre
Bertioga- via terrestre

CG MS (Nubbe)
HPLC-FLU (lab
GRESCO)

Extracéo por Ultrassom
Extracao por dispersao
na fase solida
Planejamento
experimental

Granulometria

TOC (lab Raquel Puppo)

Testes ecotoxicologicos
Lactuca sativa (UNESP
Rio Claro)

Tiburonella viscana
(UNESP Séo Vicente)
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3.1. AMOSTRAGEM

3.1.1. Coleta das Amostras para Otimizagcdo do Método de
Extracao

Coletaram-se amostras de Spartina alterniflora e sedimento superficial de
mangue na cidade de S&o Vicente no estado de S&o Paulo (Figura 14A) no local
conhecido como Portinho (Figura 14B).

Figura 14. Localizacdo do ponto de coleta A) mapa de S&o Vicente com a localizagdo do
Instituto de Biociéncias Campus Litoral UNESP em destaque e o ponto de coleta; B)
Portinho ponto de coleta.
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Fonte: Googlemap

Apos as coletas, as amostras foram conservadas em caixa térmica e gelo
reciclavel até o transporte ao Instituto de Quimica em Araraquara, onde foram
preparadas para as etapas subsequentes.

O sedimento foi distribuido em frascos de vidro, previamente limpos e secos, a
Spartina alterniflora foi lavada (Figura 15A) para a retirada de todo sedimento
impregnado nas folhas e raizes. As raizes foram separadas das folhas e caule
(15C), quando estas estavam presentes (Figura 15B) e acomodadas em frascos de
vidros, previamente limpos e secos. Todos os fracos foram adequadamente
identificados quanto o ponto de amostragem e congeladas a —-20°C até serem

liofilizadas.
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Figura 15.Spartina alterniflora limpeza e preparo, inteira (A); somente as raizes (B) e
somente as folhas (C).

FONTE: a autora

As amostras foram liofilizadas (Liofilizadores Christ Alpha 1-2 LD plus Bomba
Vaccubrand modelo RZ25 e Christ Alpha 2-4 LD plus e Bomba Vaccubrand modelo
RC 6) até a total retirada de umidade que variou de 3-5 dias para a Spartina
alterniflora (folhas, caule e raiz) e de 5-10 dias para as amostras de sedimento.

Apds a liofilizagdo as amostras de Spartina alterniflora foram trituradas em
moinho de facas de ago inox (IKA® A11 basic) e as amostras de sedimento foram
peneiradas de mesh 25, particulas, <63um (Bertel Ind. Metalurgica LTDA, Caieiras-
SP). Apos este preparo uma parcela de cada amostra foi pesada (~1,000 gramas)
em balanga analitica (Mettler Toledo AG 245), dentro de vial ambar de 40 mL, que
foram etiquetados com o valor da massa e acondicionados em geladeira (5°C ) até

os testes de extracdo.

3.1.2. Plano de Amostragem

O plano de amostragem foi estabelecido com base nos estudos realizados pela
CETESB em 2001 e levantamento de dados sobre as recentes modificacbes na
regido. Para este trabalho foram escolhidas duas principais regides, Santos/Sao
Vicente e Bertioga, considerando caracteristicas fundamentais para uma
amostragem representativa de locais com alta probabilidade de exposi¢cao aos HPAs
(impactados) e regides com o minimo possivel de exposi¢cao a estes contaminantes

(ndo-impactados). Outro determinante para a escolha dos locais foi a disponibilidade
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da Spartina alterniflora e da possibilidade de se efetuar a coleta, ou seja, acesso aos
locais.

As coletas de amostras de locais impactados foram efetuadas em pontos nas
regides de Santos e Sao Vicente (area vermelha destacada no mapa). E as
amostras de locais ndo impactados (branco ou testemunha) em locais proximos a
reserva florestal localizada em Bertioga (area roxa em destaque no mapa) (Figura
16).

Figura 16.Regiao de estudo, area impactada em destaque vermelho e area ndo impactada
(amostra branco) area em destaque roxo

Fonte: google map modificado pela autora.

3.1.3. Pontos de Coleta Area Ndo Impactada

As amostras do branco foram obtidas proximo ao rio Itaguaré com extensao
localizada em areas dentro e fora do perimetro da Reserva Ecoldgica Parque
Estadual Restinga de Bertioga (area em destaque verde escuro no mapa da Figura
17A), cerca de 2 horas de distancia do Institudo de Biociéncias _Campus Litoral da
UNESP onde as amostras de sedimento foram entregues para os testes biolégicos
(Figura 17B). Os pontos ideais, escolhidos inicialmente eram pontos no canal do Rio
Itaguaré na divisa do Parque Ecoldgico. Este local é de dificil acesso e apenas pode
ser explorado por via aquatica, com auxilio de pequenos caiaques, impossibilitando
a coleta; portanto a amostragem foi efetuada no final deste canal na foz delta (onde

o rio desemboca no mar).
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Figura 17. Localizacdo dos pontos de coleta das amostras provenientes de areas néo
impactadas: A) destaque para o local de coleta; B) distancia até o Instituto de Biociéncias
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3.1.4. Area impactada

Os pontos de amostragem em areas impactadas foram definidos de acordo com
o histérico de influéncias antrépicas e possivel acessibilidade para as coletas. No
mapa da Figura 18 pode-se observar dados da CETESB de locais onde se
encontram diversas industrias instaladas de armazenamento de petrdleo e
derivados, locais onde foram coletadas amostras de sedimento as quais foram
detectados HPAs de alta e/ou baixa massa molar. Também estédo destacados locais
onde ocorreram eventos que podem contribuir para o0 aumento das concentracdes
destes contaminantes. No ponto A (Figura 18 préximo ao ponto de coleta 19)
ocorreu em 2017 o incéndio em moradias irregulares (palafitas) e o ponto B (Figura
18 proximo ao ponto de coleta 18) local que em 2015 ocorreu o incéndio no terminal

da Alemoa, local de armazenamento de combustiveis.
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Figura 18. Pontos de amostragem CETESB influéncias nas regdes
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Fonte: googlemap modificada pela autora
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Considerando as informacdes disponiveis e as condigbes operacionais, foi
decidido por uma unica campanha de amostragem, nesta campanha o maior numero
de pontos, dentre os pontos estudados pela CETESB em 2001 seriam incluido.

As coordenadas dos pontos de coleta e as datas estdo sumarizados na Tabela
7, na Figura 19 estédo os pontos de coletas indicados.

Dia 10 de julho de 2017 foram coletados sedimento (marcador vermelho . )e
Spartina alterniflora (marcador verde .).

Dia 11 de julho de 2017 apenas sedimento (marcador amarelo Q )-

Tabela 7. Pontos de coletas, coordenadas e data de coleta.

COORDENADAS DATA
PONTO
latitude longitude COLETA
1 -23.9947 -46.3074 10/07/2017
2 -23.9859 -46.2866 10/07/2017
3 -23.9191 -46.2958 10/07/2017
4 -23.9208 -46.2507 10/07/2017
6 -23.9174 -46.3318 10/07/2017
7 -23.8986 -46.3844 10/07/2017
8 -23.8816 -46.4012 10/07/2017
9 -23.8711 -46.3717 10/07/2017
10 -23.9198 -46.3824 10/07/2017
11 -23.9345 -46.3869 10/07/2017
12 -23.9193 -49.4509 10/07/2017
13 -23.96302 -46.4801 10/07/2017
14 -23.9533 46.4744 10/07/2017
15 -23.9519 -46.4354 10/07/2017
16 -23.9559 -46.4385 10/07/2017
17 -23.9835 -46.4327 10/07/2017
20 -23.9864 -46.4034 11/07/2017
21 -23.9865 -46.4031 11/07/2017
22 -23.9865 -46.4032 11/07/2017
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Figura 19. Pontos de amostragem 2017.

Fonte: google map modificado pela autora.
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3.1.5. Coleta de Amostras

As amostras de sedimento superficial foram coletadas em balde de metal
onde as porc¢des foram separadas com pa de metal e dispostas em recipientes de
aluminio em 3 porgdes, uma que seria destinada Instituto de Biociéncias —-UNESP
Sao Vicente (220 ml) , uma para as analises quimicas deste trabalho (500 ml) e
outra para ensaios de fitotoxicidade (220 ml) no Instituto de Biociéncias — UNESP
Rio Claro. As amostras de Spartina alterniflora foram embaladas completamente
com papel aluminio e armazenadas em saco plastico sob refrigeragdo (5°C). Todas
as amostras foram etiquetadas com identificacdo de numeragdo do ponto
previamente estabelecida e acondicionadas em caixa térmica contendo gelo
reciclavel. A amostragem no Portinho, pontos 20, 21 e 22 da Figura 19, também foi
efetuada com posterior acondicionamento das amostras conforme descrito
anteriormente. Informagdes de via, horarios e datas de todas as coletas podem ser

vistos na Tabela 8.

Tabela 8. Detalhes das campanhas de amostragem.

Data Horario Via utilizada Pontos Matriz
1007/2017 5:30-11:00 Aquatica 1 a 17 (Figura 18) sedimento
10072017 | 14:00-17:00 Aquética A a H (Figura 18) Spartina

alterniflora
11072017 10:00 Terrestre 20, 21 e 22 (Figura 18) sedimento
11072017 10:00 Terrestre led (Figura 18) Spartina

alterniflora

Amostras de sedimento proveniente do distrito de Ariri na cidade de
Cananéia, litoral norte do estado de Sao Paulo foram analisadas para comparagao
pois o local é pouco impactado. As amostras foram gentilmente cedidas pelo grupo
de pesquisa do Prof Dr Dénis Abessa, docentedo Instituto de Biociéncia Unesp do

Campus de Sao Vicente.
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3.2. METODOS CROMATOGRAFICOS DE ANALISE

Considerando-se os métodos mais utilizados nas analises de HPAs descritos na
literatura (revisdo bibliografica, Tabela 5, pag. 59-60), optou-se pela utilizacdo de
cromatografo gasoso para as analises de separagdoe quantificagdo dos HPAs em
amostras ambientais.

Também utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescénciana otimizagao de parametros dos métodos de extracdo, em
amostras de sedimento e Spartina alterniflora.

O trabalho foi desenvolvido utilizando os seguintes equipamentos:

1- Cromatégrafo Gasoso da Varian CP-3800 com espectrémetro de massas Saturn
2000 ion trap, possui fonte de ionizagao por impacto eletrénico e analisador ion trap.
2- Cromatégrafo Gasoso MS/MS-QP 2020 SHIMADZU com analisador quadrupolo,
possui fonte de ionizagcao de impacto eletrénico e analisador quadrupolo.

3- Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia LC 920 Varian com detector de
fluorescéncia.

A seguir estdo detalhados os métodos desenvolvidos em cada equipamento,

padrdes e solventes utilizados.

3.21. GC-MS Varian CP 3800 MS 2000

Para a solugao estoque utilizou-se o padrao analitico da AccuStandar Z-014G-R
PAH Mix 2 mg mL" em diclorometano:benzeno (1:1). A partir de 1 mL da solugao
padrao, foram efetuadas duas diluigbes, utilizando-se n-hexano (95% pureza, Tedia).
A primeira diluicdo foi efetuada com o volume total da solugdo padrao (1,000 mL)
diluindo-se a 5,0 mL (baldo volumétrico limpo e seco), obtendo-se assim a solugao
A. A segunda diluicao foi efetuada tomando-se 1,000 mL da solugdo A com o auxilio
de micropipeta, em baldo volumétrico diluindo-se a 10,0 mL (baldo volumétrico limpo
e seco), obtendo-se a solugdo B. As concentragbes das solugbes A e B e
informacdes sobre o padrdo estdo sumarizados na Tabela 9. As solugdes estoque
foram transferidas dos balbes volumétricos para frascos de vidro com batoque de
teflon e tampa de rosca (frascos para “headspace”, de 40mL), apds serem

devidamente identificados, foram armazenados a -20°C em freezer.
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Tabela 9. Concentragdes dos HPAs na solugédo padrao e nas solugbes estoque preparadas

Solugao Solugao Solugao
HPA . CAS padrao* Estoque A Estoque B

(mg mL™) (Mg mL™)
Acenafteno 83-32-9 2 400 40
Acenaftileno 208-96-8 2 400 40
Naftaleno 91-20-3 2 400 40
Fluoreno 86-73-7 2 400 40
Fluoranteno 206-44-0 2 400 40
Pireno 129-00-0 2 400 40
Fenantreno 85-01-8 2 400 40
Antraceno 120-12-7 2 400 40
Criseno 218-01-9 2 400 40
Benzo(a)antraceno 56-55-3 2 400 40
Benzo(b)fluoranteno 205-99-2 2 400 40
Benzo(k)fluoranteno 207-08-9 2 400 40
Banzo(a)pireno 50-32-8 2 400 40
Dibenzo(a,h)antraceno 53-70-3 2 400 40
Benzo(g,h,i)perileno 191-24-2 2 400 40
Indeno(1,2,3-cd)pireno 193-39-5 2 400 40

* AccuStandard Z-014G-R, em diclorometano:benzeno (1:1)

Nessa técnica de analise GC-MS um ion tipico do analito é formado, denominado
ion precursor ou ion pai, o qual é fragmentado, em ions com relagdo massa/carga
menores denominados ions fragmentos ou ions filhos, que auxiliam na identificacdo
e quantificagdo das substancias estudadas. As condigdes cromatograficas
otimizadas para analise de HPAs por GC-MS, incluindo os ions precurssores ou pais

para o métodos, estdo apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10. Especificagbes do GC-MS/MS VARIAN CP 3800 MS 2000 utilizado e dados do
método de analise dos compostos.

Coluna PHENOMENEX Zebron ZB 5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 pm)
Ter’n_p 0.de 38 minutos

analise

Injetor 300°C; splitless; volume 1 pL

1_149,9m/z_NR_55m/z_30V

2 136,3 m/iz_NR_49,8 m/z_20V
7,00 11,00 126 138

3_128,0m/z_NR_48,0m/z_20V
11,00 12,50 170 172 4_172,0m/z_NR_63,1m/z_70V
5_153,2m/z_NR_71,3m/z_10V
12,50 14,00 151 162 6_162,2m/z_ NR_71,3m/z_40V
7_152,1m/z_NR_55,7m/z_50V
14,00 16,00 164 167 8_165,2m/z_NR_60,9m/z_58V
9_188,1m/z_R_69m/z_0,30V
16,00 20,00 176 189 1o
e11_178,1m/z_NR_65,3m/z_56V
20,00 2500 200 203 12e 13_202,2m/z_74,2miz_66V
14_240,3m/z_R_105,8m/z_0,90V
25,00 28,00 225 240 45
e16_228,2m/z_NR_100,5m/z_23V
28,80 29,82 250 255 17e18_252,3 NR_111,1m/z_50V
19_263,7m/z_R_116,4m/z_0,99V
29,82 32,00 250 264

20_252,1m/z_NR_111,1m/z_18V9
21_276,3m/z_NR_121,7m/z_20V

32,00 38,00 275 279
22 278,2m/z_NR_122,6m/z_40V
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3.2.2. GC MS-QP 2020 Shimadzu
Apds alguns meses de testes o equipamento GC-MS (VARIAN CP 3800 MS

2000) ficou inoperante por tempo indeterminado, impossibilitando a continuidade
dos testes. Assim sendo, as condi¢gées cromatograficas otimizadas anteriormente
foram mantidas e o estudo da resposta do detector MS foi re-avaliado no
equipamento GC-MS Shimadzu QP 2020, onde se deu a continuidade até a
finalizagdo deste trabalho. Por se tratar de outro tipo de analisador (quadrupolo), os
parametros do espectrOmetro de massas referentes ao TRAP nao foram utilizados.
As especificagdes do equipamento, coluna e detalhes do método podem ser vistos

na Tabela 11.

Tabela 11. Especificagdes do GC/MS-QP 2020 SHIMADZU e do método otimizado.

Coluna Rtx-SMS (30m x 0,25 mm x 0,25 uym)
Tempo de analise 38 minutos
Injetor 300°C; split 1:5; volume 1 pL

Para o estudo de linearidade dos métodos em cromatografia gasosa preparou-

se uma solugao estoque B1 de concentragédo 20 ug mL" a partir da solucdo estoque
B (Tabela 9, pag 83) de 40 ug mL™. A partir de B1 foram preparadas 19 solucdes de
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mistura de padroes de HPAs, em n-hexano, utilizando-se micropipetas e baldes
volumétricos, as concentragdes preparadas foram de 100 ng mL" e 10 Mg mL". As
solugbes foram transferidas para frascos ambar (20 mL) com batoque de teflon e
tampa de rosca, identificados e acondicionados em temperatura de -20°C. Para
analise, aliquotas de aproximadamente 1,5 mL de cada uma das 19 solugbes foram
inseridas em vial &mbar de volume de 2 mL. Estas solu¢gdes foram utilizadas para a
verificacao da linearidade dos métodos desenvolvidos nos equipamentos descritos
nos itens 3.2.1 (pag. 83) e 3.2.2. (pag. 85).

3.2.3. HPLC-FLU VARIAN LC 920
Solugao padrao dos 15 HPAs foram preparados a partir de uma solugéo estoque
proveniente da diluicao do padrao misto da Sigma Aldrich TCL HPAs MIX 49156 em
acetonitrila. Foram analisadas 10 solug¢des diluidas com concentracdes entre 0,16 a
800 ng mL™" (Tabela 12) em duplicata.

Tabela 12. Concentragdes (ng mL™") das solugdes padrdo inicial (adquirida) e da solugao
padrao estoque, utilizada no estudo com o sistema HPLC-FLU

HPA nCAS  Lldthe  EstomeA  trabaihow
Naftaleno 91-20-3 20000 400 4,00-400
Acenaftileno 208-96-8 - - -
Acenafteno 83-32-9 40000 800 8,00-800
Fluoreno 86-73-7 4000 80 0,800-80
Fenantreno 85-01-8 1600 32 0,32-32
Antraceno 120-12-7 800 16 0,16-16
Fluoranteno 206-44-0 2000 40 0,4-40
Pireno 129-00-0 4000 80 0,80-80
Benzo(a)anraceno 56-55-3 2000 40 0,4-40
Criseno 218-01-9 2000 40 0,4-40
Benzo(b)fluoranteno 205-99-2 800 16 0,16-16
Benzo(k)fluoranteno 207-08-9 800 16 0,16-16
Benzo(a)pireno 59-32-8 2000 40 0,4-40
Dibenzo(a,h)antraceno 53-70-3 8000 160 1,6-160
Benzo(g,h,i)perileno 191-24-2 3200 64 0,064-64
Indeno(1,2,3-cd)pireno 193-39-5 2000 40 0,4-40

* Sigma Aldrich TCL HPAs MIX 49156, em acetonitrila
** a partir da solugéo estoque, foram preparadas 10 solugdes de trabalho
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O método analitico para a quantificacdo dos HPAs foi baseado em método
desenvolvido neste grupo de pesquisa para amostras de hortalicas (SUGAUARA,
2013). Esta técnica permite a detecgao de 15 HPAs, excluindo o acenaftileno dentre
os 16 prioritarios da EPA, por apresentar baixa fluorescéncia, sendo necessaria uma
concentracéo elevada e nao aplicavel as amostras em estudo.

Os comprimentos de ondas de excitacdo e emissdo otimizados para o detector
de fluorescéncia, os parametros previamente otimizados para o HPLC e

especificagdes do equipamento, estdo sumarizados na Tabela 13.

Tabela 13. Condigbes cromatograficas (HPLC-FLU) otimizadas para determinagéo de
HPAs.

Equipamento VARIAN LC 920

Coluna SUPELCOSIL PAH (250mm x 4,6 mm x 5 mm)

Tempo de analise 42 minutos

Volume Injecéao 20 yL

gimazratura ek Sala climatizada sem forno de coluna

Fase Moével ACN:H,O

Gradiente ACN(60%)5"  -—--—-—-- 257 ACN(100%) 12~

Vazio 1,2 mL min”

Tempo (min) Acxcitagzo Acmissao PMT

0,0 275 325 Médio
13,0 252 370 Médio
15,0 240 398 Médio
17,0 290 460 Médio

Detector 18,5 240 389 Médio
247 260 380 Médio
27,0 290 430 Médio
35,5 300 419 Médio
37,6 302 503 Médio

O forno de coluna do equipamento nao foi utilizado por nao apresentar
estabilidade no controle de temperatura, na tentativa de evitar oscilacbes a sala do

HPLC-FLU permaneceu climatizada por todo o periodo de analise.
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3.3. EXTRAGAO

3.31. Preparo das Amostras Fortificadas

As amostras liofilizadas foram pesadas em balanga analitica (250 mg Spartina
alterniflora 500 mg sedimento) em vials ambar de 40 mL. Os padrdes utilizados para
analise em cromatografia gasosa possuem a mesma concentragdo para todos os
analitos, pois o sinal é proporcional a quantidade de ions formados, enquanto para
cromatografia liquida com detector de fluorescéncia as concentragdes dos analitos
sao variadas, pois o sinal sera proporcional a propriedade de fluorescéncia de cada
analito.

As amostras foram organizadas em 3 conjuntospara cada matriz sendo
separadas por 1- AMOSTRAS FORTIFICACAO (ANALISE EM GC/MS) 2-
AMOSTRAS FORTIFICACAO (HPLC-FLU); 3- AMOSTRAS TESTEMUNHA
(BRANCO); totalizando 6 conjuntos de amostras.

Os dois conjuntos de amostras (sedimento e Spartina alterniflora) ANALISE EM
HPLC-FLU foram fortificados utilizando solugcdo estoque preparada a partir da
solugdo Sigma Aldrich TCL HPAs MIX 49156 em acetonitrila. A descricdo em
detalhes esta sumarizada a seguir:

e Spartina alterniflora (partes aéreas) — adigao de 150 pyL de solugao
padrao estoque dos 15 HPAs com concentracdes de 16 a 400 ng mL”’
(Tabela 14)

e Sedimento — adicdo de 300 uL de solucido padrao estoque dos 15
HPAs com concentracdes de 16 a 400 ng mL™ (Tabela 14)

Para a fortificacdo das ANALISE EM GC-MS foi necessario a diluicdo de uma
nova solugéo estoque a partir da solugao estoque B descrita na Tabela 9 (pag. 83),
proveniente da solugdo AccuStandar Z-014G-R PAH Mix. Esta nova solugéo
estoque que chamaremos de estoque C foi preparada da seguinte maneira, em um
baldo volumétrico de 10,0 mL previamente limpo e seco, foi adicionado 500 pL da
solugao estoque B, ao baldo volumétrico foi adicionado n-hexano até o volume final
de 10,0 mL. A solugao estoque C possui concentracao final de 2 ug mL" dos 16
HPAs.
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Os dois conjuntos de amostras (sedimento e Spartina alterniflora) ANALISE EM
GC-MS foram fortificados da seguinte forma:
e Spartina alterniflora — adicdo de 50 uL de solugao padrao estoque C
com concentragéo de 2000 ng mL™" .
e Sedimento — adicdo de 100 pL de solucao padrao estoque C com
concentragao de 2000 ng mL".
As matrizes permaneceram em contato com a solugdo padrao por no minimo
24 horas antes do prosseguimento dos testes. Asconcentragdes finais das matrizes
fortificadas estdo na Tabela 14.

Tabela 14. Concentragéo em ng g™ dos HPAs ap6s a fortificagdo das amostras com as
solucdes estoques.

Amostras de Sedimento e Spartina alterniflora

HPAs
ANALISE EM HPLC-FLU ANALISE EM GC/MS

Naftaleno 240 400
Acenaftileno - 400
Acenafteno 480 400
Fluoreno 48 400
Fenantreno 19,2 400
Antraceno 9,6 400
Fluoranteno 24 400
Pireno 48 400
Benzo(a)anraceno 24 400
Criseno 24 400
Benzo(b)fluoranteno 9,6 400
Benzo(k)fluoranteno 9,6 400
Benzo(a)pireno 24 400
Dibenzo(a,h)antraceno 96 400
Benzo(g,h,i)perileno 38,4 400
Indeno(1,2,3-cd)pireno 24 400
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Ao terceiro conjunto de amostras (BRANCO) foi adicionado 500 yL do mesmo
solvente utilizado na conservacdo dos padrdes, acetonitrila (padrao HPLC) e n-
hexano (padrao GC).

Todas as amostras apés a adicdo de solucdo padrdo ou solvente, foram
submetidas a agitacdo em vortex por 30 segundos e deixadas por 24 horas
acondicionadas a -20°C. Apds este periodo de 24 horas as amostras foram
colocadas na capela sob fluxo moderado de Nyg) até a secagem completa, os vials
foram fechados com tampa de rosca contendo septo de silicone facetado com
TeflonR, vedados com Parafilm“? e armazenados a 5°C (refrigerador) até o inicio
de cada teste. Estas amostras foram utilizadas em todos os testes preliminares de

extracao.

3.3.2. Otimizacao do Processo de Extragao

O método de extracdo por ultrassom possui parametros que devem ser
ajustados no decorrer de sua otimizagdo, como tempo de extragdo, solvente ou
misturas de solventes extratores, volume do solvente e numero de extragdes
consecutivas por amostra. A eficiéncia do método de extracdo de HPAs em
amostras de sedimento e Spartina alterniflora foi testada utilizando as amostras
fortificadas no item 3.3.1de concentracdes finais indicadas na Tabela 14 (pag. 89).
Na Figura 20 podemos observar os detalhes dos métodos otimizados.

Como base para a extracdo dos HPAs foi utilizado método previamente
desenvolvido no nosso grupo de pesquisa para extragdo de HPAs em amostras de
hortalicas (SUGAUARA, 2013), como pode ser observado na Figura 20.

Os parametros otimizados inicialmente foram:

- Mistura de solventes:diclorometano (Panreac"'?99,9%) e acetona (Honeywell"?
100%) 1:1; n-hexano (TediaV® 95%) e diclorometano 1:1 e acetona e n-hexano 1:1.

- A utilizagéo de vortex (Phoenix Luferco, Sao Paulo, Brasil) antes de cada etapa
de extracao foi testada pois potencializa a dispersdo do solvente extrator, podendo
resultar em aumento da eficiéncia do processo. O teste de extracdo de HPAs nas
matrizes fortificadas e do branco em banho de ultrassom (Arruda Ultrassons SX50

de capacidade de 20 litros), apds agitagao por vortex, foram realizadas em duplicata.

90



PARTE EXPERIMENTAL

Figura 20. Método de extracdo previamente otimizado para amostras de hortalicas (A); método aplicado as amostras de Spartina alterniflora
(B), sedimento superficial provenientes de mangue (C).

C SEDIMENTO

HORTALICAS Spartina
(Sugauara, 2013) alterniflora

\

Secagem Ny
Ressuspensio 1 mL ACN

v

Andlise
HPLC-Flu

Fonte: a autora
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3.4. Spartina alterniflora

3.4.1. Otimizagao do Método de Extracao de HPAs - Planejamento
Experimental

Apds observar os testes preliminares e definir os solventes extratores (acetona e
n-hexano) e a utilizagdo de vortex, efetuou-se um planejamento experimental
completo (2k) onde k representa o numero de variaveis a serem otimizadas.

Algumas observagdes e ajustes foram necessarios para que 0s experimentos
fossem conduzidos considerando os custos e a possibilidade de execug¢ao, sabendo
que seriam analisadas um grande numero de amostras. Para isso os parametros
ajustados foram, massa da amostra fixada em 500 ug, o volume minimo de solvente
extrator necessario para que a amostra fosse totalmente encoberta (minimo de 10
mL), numero de extragdes consecutivas (maximo de 3), propor¢ao da mistura de
solvente e tempo de extragdo. Os fatores contendo os ajustes dos niveis estdo
sumarizados na Tabela 15.

Tabela 15. Fatores testados no planejamento completo e os niveis estabelecidos.

FATORES MENOR NIVEL (-1) MEDIO (0)  MAIOR NIVEL (+1)
A) Solvente de Extra¢do 50% 75% 100%
(n-hexano:acetona)
B) Volume do Solvente (mL) 10 15 20
C) Tempo de Extragdo (min) 10 20 30
D) Numero de Extragoes 1 2 3

Concecutivas

As amostras foram pesadas (500 ug ) em vial @ambar de 40 mL e fortificadas com
adi¢ao de 30 uL de solugéo estoque B (item 3.2.1 Tabela 9, pag. 83), obtendo uma
concentragao de 1200 ng mL", apos a adigdo do padrio seguiu-se a sequéncia
descrita ao final do item 3.3.1 (pag. 88). Os experimentos gerados pelo programa
Statistica¥™® 7.0 referentes ao planejamento experimental completo (2k) com k= 4

estao detalhados na Tabela 16.
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Tabela 16. Planejamento Experimental Completo 2k (k=4)

E'j(lgr:ﬁr?e:?o & = . 2
1 1 1 1 -1
2 1 -1 -1 1
3 1 -1 1 -1
4 -1 1 1 -1
5 -1 1 -1 1
6 -1 -1 -1 1
7 1 1 1 1
8 -1 1 1 1
9 -1 1 -1 -1
10 1 1 -1 -1
11 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 1 1
13 -1 -1 -1 -1
14 1 1 -1 1
15 1 -1 1 1
16 -1 -1 1 -1

M1 0 0 0 0

M2 0 0 0 0

M3 0 0 0 0

M4 0 0 0 0
LEGENDA:

A: tipo de solvente

B: volume de solvente

C; tempo de extragéo no ultrassom
D; numero de replicatas

M: experimento nos niveis médios

3.4.2. Validagao do Método de Extragao de HPAs (Analise em GC-
MS)

Amostras de raizes e folhas+caule de Spartina alterniflora previamente liofilizada

foram pesadas (aproximadamente 1,000 g) e fortificadas com 12 concentragdes em

duplicatas (100, 300, 600, 700, 900, 1100, 1200 e 1300 ng g'1) e triplicatas (30, 40,
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50 e 60 ng g'). As fortificaces das amostras de concentracdo 30; 40; 50; 60; 100;
300; 600; 700 e 900 ng mL™", foram efetuadas com a adicdo de solucéo estoque C,
descrita no item 3.3.1 (pag. 88) nas seguintes aliquotas: 15; 20; 25; 30; 50; 150; 300;
350 e 450 uL respectivamente. Para as amostras de concentracdo 1100; 1200 e
1300 ng mL™" foi utilizada a solucdo estoque B, descrita na Tabela 9 item 3.2.1, com
a adicao das seguintes aliquotas 27,5; 30 e 32,5 uL respectivamente, apos a adigéo
do padrdo seguiu-se a sequéncia descrita ao final do item 3.3.1(pag 88).

Amostras do branco foram extraidas em triplicata, todas as extragbes seguiram

o método descrito na Figura 21.

Figura 21. Método otimizado para extragcdo de HPAs em Spartina alterniflora.

Spartina
alterniflora

-
1
]
-

Fonte: A autora.
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3.5. SEDIMENTO

3.5.1. Extracao por Ultrassom —Monitoramento de Temperatura

O método de extragdo foi baseado no descrito por SUGAUARA (2013)
adicionando-se monitoramento de temperatura de acordo com reportado por LI e
colaboradores (2010).

As amostras foram preparadas de acordo com o descrito no item 3.3.1 (pag. 88),
em ftriplicata utilizando os seguintes solventes extratores: acetona e mistura de
acetona:diclorometano (1:1). As extragdes foram realizadas com o monitoramento

da temperatura do banho de ultrassom, que variou de 35-42°C.

3.5.2. Planejamento Experimental Fracionado (2*?) - GC-MS Varian

A otimizacdo do método foi iniciada com a aplicacdo de planejamento
experimental fracionado 22, indicado para métodos com 4 fatores ou mais, a serem
otimizados. Os fatores avaliados sdo mostrados na Tabela 17, com os respectivos

niveis testados.

Tabela 17. Variaveis estabelecidas para a otimizagdo de método de extracdo de HPAs das
amostras de sedimento.

FATORES MENOR NiVEL 0 MAIOR NIVEL
::)cse";’:)"nea':gfcﬁ*l';x“a?ﬁo >0% 70% 90%
B) Volume de Solvente (mL) 10 20 30
C) Tempo de Extragao (min) 10 20 30
D)Numero de Extragées Consecutivas 1 2 3
E) Massa da Matriz (g) 1,000 1,500 2,000

* diclorometano

As amostras utilizadas nesta etapa foram pesadas (aproximadamente: 1,000;
1,500 e 2,000 g ) em vial ambar de 40 mL e fortificadas com adicao de 30 uL de

solucao estoque B (item 3.2.1 Tabela 9, pag. 83), obtendo uma concentracdo de
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1200 ng mL™", apos a adicdo do padrao seguiu-se a sequéncia descrita ao final do
item 3.3.1 (pag 88).

As amostras foram extraidas de acordo com o descrito na Tabela 18, de forma
aleatorio, sendo em trés niveis: baixo, intermediario e alto. Amostras do branco
foram extraidas de acordo com o planejamento experimental, obtendo-se ao final o

dobro de experimentos, 26 no total (13 amostras fortificadas + 13 amostras branco).

Tabela 18. Planejamento experimental fatorial fracionado para extragdo de HPAs em
amostras de de sedimento.

Numero do

. A B C D E
Experimento

1 -1 -1 -1 1 1

2 -1 1 1 -1 -1

3 1 -1 1 -1 1

4 1 1 -1 1 -1

5 1 1 1 1 1

6 1 -1 -1 -1 -1

7 -1 1 -1 -1 1

8 -1 -1 1 1 -1

9 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

12 0 0 0 0 0

13 0 0 0 0 0

A: solvente extrator +1: maior nivel estudado

B: volume do solvente 0: nivel médio estudado

C: tempo de extragao -1: menor nivel estudado

D: numero de extragdes

E: massa da matriz
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3.5.3. Planejamento Experimental do Ponto Central - GC-MS
Shimazu

As amostras utilizadas nesta etapa foram pesadas (aproximadamente: 1,000;
1,500 e 2,000 g) em vial ambar de 40 mL e fortificadas com adi¢gdo de 30 pL de
solucado estoque B (item 3.2.1 Tabela 9, pag. 83) obtendo uma concentracéo de
1200 ng mL™ no extrato, apds a adicdo do padréo seguiu-se a sequéncia descrita ao
final do item 3.3.1.

Apds a finalizagao do planejamento experimental fatorial fracionado, aplicou-se o
segundo planejamento experimental, com a fixagdo de alguns fatores: massa do
analito em 1,000g e a quantidade de extragdes consecutivas, 2. Neste planejamento
foram avaliados os seguintes fatores: tempo de extragdo, composi¢céo e volume do

solvente extrator (Tabela 19, pag.88 ).

Tabela 19. Planejamento experimental do ponto central dos trés fatores estudados.

FATORES -a -1 0 +1 +a
A) Solvente de Extragdo (acetona:DCM*) 60% 70% 80% 90% 100%
B) Volume de Solvente (mL) 10 15 20 25 30
C) Tempo de Extragcdo (min) 5 8 12 15 20

* diclorometano

3.5.4. Validagao do Método de Extragcao (GC-MS Shimadzu)

Dois métodos foram otimizados e validados de acordo com o exigido pela
ANVISA. No método A 1,000 g de cada amostra de sedimento liofilizado foi pesado
em vial ambar de 40 mL, estas amostras foram fortificadas em cinco niveis, 50, 100,
200, 500 e 1000 ng mL™" em duplicata com adigdo de 25; 50; 250 e 500 pL de
solucao estoque C respectivamente. A solugcao estoque C foi descrita no item 3.3.1
pag. 88.

Para o método B o mesmo procedimento foi aplicado modificando a massa de
sedimento (2,000 g) resultando na adi¢ao de aliquotas de 12,5; 25; 125 e 250 uL de
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solucao estoque C, descrita no item 3.3.1 (pag. 88)para obtencéo das concentracdes
finais de 50, 100, 200, 500 e 1000 ng mL™". O método B esta descrito na Figura 22.

Figura 22. Fluxograma método otimizado e validado para extracado de HPAs em amostras
de sedimento.

SEDIMENTO

Amostra Liofilizada
2000 mg

Extragdo Ultrassom

Solvente: 60% acetona
Volume: 25 mL

N. Extragdes: 2

Tempo: 10 minutos
TEMPERATURA: 35-42°C

1

Secagem Ny
Ressuspensao 1 mL n-hexano

[

Analise
GC-MS

Fonte: A autora.

3.6. COMPOSIGAO: TAMANHO DAS PARTICULAS

3.6.1. Granulometria

Os testes granulométricos foram efetuados no intuito de se obter a
composigcao da matriz em estudo. Apds as amostras de sedimento serem liofilizadas,

foram peneiradas em peneiras de aco inoxidavel (Bertel Industria Metalurgica LTDA,
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Caieiras-SP) nas malhas 18, 250 e 500 mesh que correspondem a separag¢ao das

seguintes fragdes: fracao <25; 25> fragao <63 e fragdo =63 pm.

3.6.2. Espalhamento de Luz Dinamica (DLS)

DLS é técnica nao invasiva e bem estabelecida para medir o tamanho e a
distribuicdo do tamanho de moléculas e particulas, normalmente na regido dos
submicrométricos. A fragcdo mais fina(s 63um) foi dispersa em agua deionizada,

disposta em cubeta e analisada no equipamento Zetasizer Nano ZN.

3.7. CARBONO ORGANICO TOTAL

As analises foram feitas pesando-se separadamente a fracédo fina de sedimento
(< 63um) e a amostra total em vial de 20mL. A cada amostra adicionou-se 10 mL de
agua deionizada e misturadas por 30 segundos em vértex. Apds aguardar 24 horas
acondiconadas a 5°C as amostras foram submetidas as analise de teor de carbono

organico total no TOC-5000A Shimadzu catalizador de sensibilidade normal.

3.8. TESTES ECOTOXICOLOGICOS

O conhecimento da toxicidade no auxilio da avaliagdo da qualidade ambiental se
faz cada vez mais necessario na complementacdo dos resultados das analises
quimica. Esta € uma consequéncia da atual necessidade social perante a constante
exposicdo aos contaminantes gerados pela atividade humana, seja ela industrial ou
urbana. Os estudos de toxicidade tem como objetivo ampliar o entendimento das
consequéncias da exposicdo a estes contaminantes, presente em matrizes
ambientais, gerando dados dos possiveis impactos, ndo somente na flora como
também na fauna dos pequenos organinos que habitam o local e se expdem
continuamente. A toxicidade, segundo RODRIGUES (2005), € uma propriedade
inerente a agentes toxicos ou de alguns subprodutos moleculares, na qual reflete o
potencial em causar efeitos danosos a diferentes organismos sob condi¢bes
especificas de exposicdo. A toxicidade de um agente deve ser avaliada
minuciosamente, pois o impacto ambiental dos contaminantes nao depende
somente das quantidades, mas também da susceptibilidade individual danosa aos

seres vivos expostos.
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A ecotoxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos adversos das substancias
quimicas (naturais ou sintéticas) nos ecossistemas e a sua agdo nos organismos
(LYNCH; WISEMAN; DE LEIlJ; SIMON, 2001). A avaliagcdo da toxicidade das
substancias presentes nos residuos solidos pode ser medida por meio de ensaios de
fitotoxicidade, que é a acgao toxica ou reacao adversa que uma substancia presente
no meio provoca nas plantas, a qual pode ser determinada observando a
germinagao das sementes, o alongamento da raiz e crescimento da muda (LABRE;
SILVA; MILLIOLI; CARVALHO, 2008).

3.8.1. Teste com Lactuca sativa

Testes em que séo utilizadas plantas superiores sao considerados eficientes
para a avaliagdo e monitoramento da toxicidade de poluentes e tém sido utilizados
em estudos sobre a fitotoxicidade de aguas e sedimentos contaminados
(FERNANDES et al., 2007; CZERNIAWSKA-KUSZA & KUSZA, 2011). Sua principal
vantagem €& a ampla variedade de parédmetros de toxicidade, como a taxa de
germinagdo, ganho de biomassa, alongamento de raizes e aspectos bioquimicos,
além de apresentar baixo custo e possibilidade de serem realizados continuamente
(ZALTAUSKAITE & CYPAITE, 2008). A Lactuca sativa L. (alface) esta entre os
organismos-teste mais utilizados para avaliar a fitotoxicidade e a citogenotoxicidade
de efluentes domésticos e industriais (ZALTAUSKAITE & CYPAITE, 2008;
ANDRADE et al., 2010), sendo esta espécie recomendada por agéncias
internacionais para tal finalidade.

Os ensaios foram cionduzidos pela aluna de doutorado em Biologia Celular e
Molecular Lais R. D. Sommaggio do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de
Rio Claro. O bioensaiofoi realizado com a variedade Grand rapids da marca Isla,
com algumas modificacbes da metodologia proposta por SOBRERO E RONCO
(2004). O teste de germinacado foi realizado em placas de Petri contendo as
amostras de sedimento (Figura 23B). Para os controles (Figura 23A) utilizou-se areia
lavada e autoclavada como controle negativo (CN) e uma solugdo de sulfato de
zinco 0,05 M como controle positivo (CP). Todos os tratamentos foram realizados
em triplicata e em duplicata. Sobre as amostras de sedimento e tratamentos

controles foram dispostas 20 sementes de alface. As placas de Petri contendo as
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amostras foram colocadas em estufa encubadora com demanda bioquimica de
oxigénio no escuro, por 5 dias a 22 °C. Apos este periodo se realizou uma contagem

das sementes que germinaram.

Figura 23. Teste Lactuca sativa (A) controle, areia lavada (B) amostra de sedimento

Crédito das fotos: MSc. Ana Carolina Feitosa Cruz (UNESP-CLP)

3.8.2. Teste com Tiburonella viscana

Os testes foram realizados pelo grupo de pesquisa do Professor Dr. Denis
Moledo de Souza Abessa, do Instituto de Biociénicas, UNESP- Campus Litoral
Paulista. As etapas experimentais estdo descritas a seguir.

Os exemplares de Tiburonella viscana foram coletados no nivel superior do
infralitoral da Praia do Engenho D’Agua, em llhabela, com auxilio de uma draga
manual, desenvolvida especialmente para coleta de anfipodos. Apds a coleta, os
animais foram transferidos para frascos de polietileno contendo sedimento e agua do
mar do local, e transportados para o laboratério, dentro de caixas de isopor.

Apods triagem e identificacdo dos individuos de Tiburonella viscana em
estereomicroscopio, os animais foram aclimatados por 5 dias em tanques contendo
agua do mar filtrada e uma camada de 2 cm de sedimento controle, a 25+2 °C, com
iluminagéo e aeragao constantes, conforme orientagdes de MELO (1993) e ABNT
(2016).0 meétodo utilizado na execucédo dos testes de toxicidade de sedimentos
seguiu basicamente uma adaptagdo do protocolo descrito por MELO &ABESSA
(2002) e ABNT (2016) para Tiburinellaviscana, o qual foi miniaturizado segundo
USEPA (1994), KUBITZ et al. (1996) e SHIELDS et al. (1991).
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Os testes foram conduzidos em frascos de polietileno de alta densidade com
volume de 350 mL (Figura 24). Cerca de 24 horas antes do inicio de cada
experimento, as amostras de sedimento foram homogeneizadas manualmente e as
réplicas preparadas, em numero de 4 por amostra testada; para algumas amostras,
havia pouco volume de sedimento e nesses casos apenas 3 réplicas foram
preparadas. Em cada uma foi introduzida uma camada de 1,5 cm (=100 mL) de
sedimento ndo peneirado e 200 mL de agua do mar filtrada em elemento filtrante do
tipo CUNO (0,1 um).

cotoxicolégico com Tiburinella viscana
= A = :

Crédito das fotos: MSc. Ana Carolina Feitosa Cruz (UNESP-CLP)

Parametros fisico-quimicos da agua circundante nos frascos-teste contendo as
amostras foram medidos antes e ao final do teste: a salinidade foi medida com
auxilio de um refratbmetro da marca ATAGO-S/Mill com precisao de 1 %o; o pH foi
medido por meio de pHametro Lutron modelo PH-206 (precisdo de 0,01); o teor de
oxigénio dissolvido foi por meio do oximetro YSI modelo 550A (com precisao de 0,01
mg L™); temperatura, com auxilio de um termémetro de mercurio com precisdo de
0,5 °C; e concentragdo de nitrogénio amoniacal, pelo método de titulagdo por
colorimetria descrito por KOROLEFF (1970) e tem limite de deteccdo de 0,1 mg L™
de nitrogénio amoniacal total.

No dia seguinte, foram iniciados os testes. Cada réplica recebeu 5 individuos

adultos sadios e de mesmo tamanho. De acordo com MELO (1993), séao
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considerados saudaveis 0s organismos que apresentam movimentagao regular dos
apéndices e do tubo digestivo, respondem a estimulos contraindo o corpo, néo
apresentam deformagdes ou anomalias morfolégicas e se enterram num periodo de
até uma hora apds serem introduzidos nos frascos-teste. Nao foram utilizadas
fémeas ovadas. Durante os experimentos os animais ndo foram alimentados e

permaneceram sob aeracdo e iluminagdo constantes, e temperatura de 25+2 °C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. METODOS INSTRUMENTAIS DE ANALISE

411. GC-MS CP3800 Varian Saturn 2000

Na fase preliminar de testes de identificagcdo foi utilizado solugdo padrao

h"R contém 13

previamente adquirida.A solugdo padrao do fabricante Sigma Aldric
HPAs (acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno, benzo(k)fluoranteno, criseno,
dibenzo(a,h)antraceno, fluoreno, indeno(1,2,3-cd)pireno, fenantreno e pireno) com
porcentagem de pureza > 97% para o pireno, >98% para o fluoreno,>99% para os
demais, com concentragdo informada pelo fabricante de 500 ug mL™", o padréo foi
dissolvido em isoctano, obtendo ao final concentracdode 20 ug mL™" (solugao
estoque) que foi diluida em isoctano em baldo volumétrico a uma concentragao
aproximada de 5 ug mL"'para cada HPA.

Apds as primeiras injecbes verificou-se que a linha de base nao era
adequada, apresentando ruido excessivo, prejudicando a analise das areas dos
picos referentes aos analitos. Ruido é todo o sinal apresentado no grafico da analise
que ndo possui como origem a amostra estudada.

Com o objetivo de melhorar a linha de base e diminuir o ruido optou-se por
trocar o solvente do padrao e verificar qual a influéncia deste fator na analise. A
solugdo padrao foi seca e ressuspensa em n-hexano com mesmo volume, nao
alterando a concentracao.

O padrao dissolvido em n-hexano foi testado apresentando melhores
resultados vistos na Figura 25. A linha de base na Figura 25A, referente a injegéo do
padrao em isoctano, apresenta ruido elevado, em 25B, referente ao padrao diluido
em n-hexano, a linha de base se mostra mais estavel e os sinais dos compostos

podem ser observados de forma mais precisa.
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Figura 25. Cromatograma (GC-MS CP 3800, Varian Saturno 2000), obtido da analise de solugdo padrdo mista de concentragdo de 5 ug mL™
para cada HPA diluido em diferentes solventes: (A) solvente isoctano; (B) solvente n-hexano.
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Apés esta observacao foi definido o solvente utilizado para a curva analitica e
para a ressuspencao do extrato como sendo o n-hexano.

A continuidade do processo se da pela otimizacao da separacdo dos compostos
estudados, com o intuito de quantifica-los. Nesta etapa novo padrao foi utilizado da
AccuStandard“R
item 3.2.1 (pag. 82).

Foi testado alguns HPAs deuterados, o padrao deuterado utilizado para os

Z-014 G-R contendo 16 HPAs que foi preparado de acordo com o

testes foi o AccuStandard"R Z-014J Internal Standard de concentragéo 4,0mg mL™
em diclorometano, contendo acenafteno-d10; criseno-d12; 1,4-diclorobenzeno-d4,
naftaleno-d8, perileno-d12 e fenantreno-d10. O padrdo deuterado foi diluido em
baldo volumétrico (10,0 mL) previamente limpo e seco (SOLUCAO ESTOQUE A
deuterado) concentracdo de 400 ug mL”’ que foi novamente diluida em baldo
volumétrico de 10,0 mL (SOLUCAO ESTOQUE B deuterada) concentragéo de 40 ug
mL™"

As solugdes analisadas adicionou-se 50 pL da solugdo estoque B deuterado,
obtendo a concentracéo de 2,0 ug mL"no volume final de 1,0 mL.

As condigbes cromatograficas otimizadas para analise de HPAs por CG-MS
estdo apresentadas Tabela 10 (pag 84). Na Figura 26 podemos observar que o0s
compostos de estruturas semelhantes nao foram separados com boa resolugao, o
criseno e o0 benzo(a)antraceno; benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno;

indeno(1,2,3-cd)pireno e o dibenzo(a,h)antraceno.

Figura 26. Cromatograma (GC-MS, Varian CP 3800 MS 2000) solug&o padrdo dos HPAs, a
5 ug mL e solucdo padrao deuterado a 2,0 ug mL'modo scan, destaque para os compostos
onde ndo houve total separagéo.




Os HPAs com estruturas similares sdo de dificilseparagcao por cromatografia a
gas, pois a fragmentacao destes compostos também é similar, o que prejudica a sua
identificagao utilizando os respectivos ions majoritarios.

A analise no modo SCAN da solugao padrao e da solugdo dos padrées
deuterados sao mostradas na Figura 26, observamos que ndo houve separagao
entre os HPAs e os respectivos deuterados, pois co-eluem devido ao principio da
separagdo em cromatografia gasosa que é baseado na diferenga das interagbes
entre os compostos e a fase estacionaria. Sabendo que os compostos deuterados
possuem estruturas iguais aos ndo deuterados com excegdo da substituicdo dos
atomos de hidrogénio por deutério, consequentemente as interagbes com a fase
estacionaria serao iguais e a separagdo nao ocorrera, esta separagao so é possivel
quando identificamos e selecionamos o ion majoritario de cada composto.

O modo Scan observado na Figura 26, é indicado para verificar a qualidade do
método de separacdo, se ha separacdo entre os picos dos analitos, caso seus
analitos possuam fragmentacdo semelhante entre si, os ions escolhidos estardo
interferindo na quantificagdo, para resolver este problema podemos selecionar o
modo Selected lon Monitoring (SIM) onde apenas os ions escolhidos sao
monitorados, podendo especificar no programa um ou varios ions a serem
analisados. Para a escolha do ion quantificador devemos buscar por ions com duas
carcteristicas,"unico" e "intenso" segundo BUSTILLOS, O. V. (2011).

Para o estudo de linearidade do método cromatografico foi utilizada o modo SIM
para cada composto desejado, uma solugao estoque B descrita no item 3.2.1 (pag.
82) foi utilizada, cada diluicdo foi analisada em triplicata. Com os dados obtidos,
construiu-se graficos de linearidade e os valores de coeficiente de determinacéo(r?),

faixa de trabalho, LD e LQ estdo sumarizados na Tabela 20.

107



Tabela 20. Parametros obtidos do método otimizado e validado no equipamento GC-MS
Varian CP 3800, valores em ng mL™.

HPAs

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Benzo(a)anraceno
Criseno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno

Benzo(a)pireno

Dibenzo(a,h)antraceno

Benzo(g,h,i)perileno

Indeno(1,2,3-cd)pireno

Curva Analitica

y=111,65x + 4823,9
y= 275,11x - 28864
y=91,747x + 18070
y=91,747x + 18070
y= 150,0x + 3684,3
y=182,24x + 6215,8
y=79,699x - 10359
y=142,87x - 11572
y=72,615x - 86,088
y= 106,76x - 5763,5
y=298,21x -85385
y=30,661x - 2514,7

y=98,687x - 29891

CD

0,99
0,99
0,94
0,97
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,97
0,99
0,99

0,99

LD

100

200

200

200

100

200

100

200

200

100

100

100

100

LQ

100
200
300
200
100
300
100
300
200
100
100
100

100

Nao foi possivel a separagao

y= 77,326x + 6086,7

y=56,109x - 9395,3

LEGENDA:CD-Coeficiente de Determinagéo

4.1.2.

GC-MSQP 2020 Shimadzu

0,99

0,97

100

100

100

100

Faixa
detrabalho

100-5000

200-5000

300-5000

200-5000

100-5000

300-5000

100-5000

300-5000

200-1000

100-1000

100-900

100-5000

100-5000

100-5000

100-2000

O sistema GC-MSQP 2020 SHIMADZU foi testado com solugédo padrao de HPAs

obtida como descrito no item 3.2.1 (pag.82). O cromatograma da Figura 27 mostra a

separacdo dos compostos de massas molares iguais ou semelhantes, que

demonstraram pouca resolugdo nas analises com o sistema GC-MS CP3800 da

Varian (Figura 27). Estdo em destaque as separagdes do benzo(a)antraceno e do

criseno (Figura 27B),

indeno(1,2,3-cd)pireno e dibenzo(a,h)antraceno (Figura 27D).

benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno (Figura 27C) e
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Figura 27. Cromatograma solugdo padréo 2,5 yg mL™" (GC-MSQP 2020 Shimadzu método
descrito Tabela 10. A) cromatograma da aquisigdgomodo SCAN; B) BaA+CriD10+Cri; C)
BbF+BkF e D) Ind+Dib

[F 4 TLTRTAETRY
5
14 13 A
h
1.3
1.2
1.14 6 12
1
1.04
4 7 8 15
LR 1
z
¥ 13 e | '3
0.5 o
0.7 2
E
0.6 10
8.6
0.3 a
0.2
014
s | -
¢ v
0.1
T T T T T T T T T T
75 1 25 s0 175 20 225 25.0 27.5 0.0 s s 378
= =
12 E 7 A
B 1 Cc i D

S Y A S T e e " Y™ " Wl 0" el " " k"

LEGENDA:1: Naf D8; 2:Naf; 3:PI; 4: Acen; 5:AceD10; 6:Ace; 7: Flu; 8:FenD10; 9: Fen; 10: Ant; 11: Fluor; 12: Pir;
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7

A melhora da resolugdo é atribuida as diferentes colunas cromatogréaficas
utilizadas, apesar de ambas serem indicadas para compostos semi volateis como os
HPAs, formadas por silica fundida e possuirem 95% de dimetilpolissiloxano em sua
composicao (Figura 28) a coluna RTX-5MS (Figura 28B) possui anéis aromaticos
(difenil) em suas cadeias laterais que melhoram a seletividade da separacao de
compostos como o benzo(b)fluoranteno e o benzo(k)fluoranteno. Informagdes do

fabricante também corrobora essa afirmacao.
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Figura 28. Estruturas das fases estacionarias das colunas ZB-5MS (1,4-
bis(dimetilsiloxi)fenileno dimetil polissiloxano ) e RTX-5MS (difenil dimetil polissiloxano).
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FONTE:www.restek.com/en/technical-literature-library/articles/GC-column-cross-reference/

Para o estudoda linearidade do método de separacdo e quantificacdo foram
injetadas solugbes padrao diluidas com concentragdes de 5,0 a 2000 ng mL™". De
acordo com os limites e o coeficiente de determinacdo o método foi considerado
adequado para as analises pretendidas, uma vez que os coeficientes apresentaram
valores iguais a 0,99 e os limites de deteccdo e quantificacdo 5,0 ng mL". Os

valores de limites e as curvas analitica podem ser observados na Tabela 21.
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Tabela 21. Valores obtidos no meétodo de separacdo e quantificacdo por GC-MS

SHIMADZU, concentragdes em ng mL™"

HPAs Curva Analitica cD LD LQ frf;;gg
Naftaleno y= 149,6x — 6435,1 0,99 5,0 5,0 5,0-2000
Acenaftileno Y=96,955x — 2170,1 0,99 50 5,0 5,0-1300
Acenafteno y=90,022x — 4533,4 0,99 50 5,0 5,0-1300
Fluoreno y= 87,583x — 4699,6 0,99 50 50 5,0-2000
Fenantreno y=117,34x — 3486,5 0,99 5,0 5,0 5,0-2000
Antraceno y=107,4x — 3002,4 0,99 5,0 5,0 5,0-1300
Fluoranteno y=110,2x — 3092,2 0,99 50 5,0 5,0-1300
Pireno y=118,76x — 3513,6 0,99 50 5,0 5,0-1300
Benzo(a)anraceno Y= 130,57x — 4298,6 0,99 5,0 5,0 5,0-1300
Criseno y=105,49x — 2988,6 0,99 5,0 5,0 5,0-1300
Benzo(b)fluoranteno y=122,11x — 3600,8 0,99 5,0 5,0 5,0-1300
Benzo(k)fluoranteno y=130,0x — 4535,0 0,99 5,0 5,0 5,0-1300
Benzo(a)pireno y=111,49x — 4823,6 0,99 5,0 5,0 5,0-1300
Dibenzo(a,h)antraceno y=127,96x - 4430,7 0,99 5,0 5,0 5,0-1300
Benzo(g,h,i)perileno y= 115,73x — 3364,3 0,99 5,0 5,0 5,0-1300
Indeno(1,2,3-cd)pireno Y= 139,5x — 5568,5 0,99 5,0 5,0 5,0-1300

LEGENDA: CD-Coeficiente de Determinagéo

4.1.3. HPLC- FLUVarian LC 920

O método analitico de quantificagdo dos HPAs utilizando cromatografia liquida,
foi baseado em método desenvolvido neste grupo de pesquisa para analise de
extrato de hortalicas (SUGAUARA, 2013). O método esta descrito na Tabela 14 no

item 3.2.3(pag. 89). O acenaftileno néo foi quantificado nesta etapa do trabalho, pois
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apresenta baixa fluorescéncia, sendo necessaria uma concentragcao elevada e nao
aplicavel as amostras em estudo.

Alguns dos compostos estudados na fase inicial, apresentaram baixo sinal de
fluorescéncia, sendo insatisfatérios para estudos em amostras ambientais, entre
estes compostos estdo, fenantreno, criseno, benzo(b)fluoranteno e indeno(1,2,3-
cd)pireno em destaque setas amarela ( ﬁ) na Figura 29 e fluoranteno e
benzo(ghi)perileno em destaque, setas verde ( ﬁ ) na Figura 29, sinal bastante

baixo muito préximo ao ruido.

Figura 29. Cromatograma obtido na analise em HPLC-FLU de solugado mista de padroes de
HPAs de concentracdes 256 a 5,12 ng mL™ com destaque aos compostos de baixa resposta
(setas amarelas e verdes).
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LEGENDA:1: Naf; 1: Ace; 3: Flu; 4: Fen; 5: Ant: 6: Fluo; 7: Pir; 8: BaA; 9: Cri; 10: BbF; 11: BKF; 12: BaP; 13: Dib;
14: BghiP; 15: Ind
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Com intuito de se obter valores de limites comparaveis aos encontrados na
literatura, na faixa de ng mL™, alterou-se algumas configuragdes no sistema de
deteccao do PMT (Photomultiplier Tube).

Os PMTs sao responsaveis pela amplificacdo do sinal que ocorre devido a
mudancga de tensdo nos dynodes. No HPLC-FLU utilizado, é possivel escolher cinco
modos de operagcao do PMT, denominadas "muito baixa, baixa, média, alta e muito
alta”. Avaliando-se as condi¢des “alta” Figura 30A e “média”, Figura 30B, foi possivel
notar que houve aumento do sinal, 0 que era desejado, no entanto, o ruido também

aumentou.
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Figura 30. Cromatogramas HPLC-FLU obtidos na analise da mistura de padrées de HPAs
(concentragdo 0,8~40,0 ng mL™) com a utilizagdo de diferentes intensidades de PMT; (A)
alta; (B ) média.
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LEGENDA:1: Naf; 1: Ace; 3: Flu; 4: Fen; 5: Ant; 6: Fluo; 7: Pir; 8: BaA; 9: Cri; 10: BbF; 11: BkF; 12: BaP; 13: Dib;
14: BghiP; 15: Ind

Observou-se apos os calculos de novos limites que o aumento do sinal obtido
com essa modificacdo nao era favoravel. Apesar do consideravel aumento no sinal
dos compostos o ruido também obteve aumento significativo n&do mostrando
comportamento linear. Desta maneira, optou-se por utilizar a condicdo “média” para
o PMT em todo o tempo de analise e iniciou-se o estudo de melhores comprimentos
de onda de excitagao e emissao para os compostos com baixa resposta.

Para melhorar a intensidade do sinal e a sensibilidade do método, varios
comprimentos de onda individuais e em grupo foram testados, adicionou-se
intervalos separados para cada HPAs ou para um conjunto de HPAs com tempo de
retencao proximo e melhores comprimentos de onda de excitagdo e emissao. Os 3
intervalos de comprimento de onda do método inicial e os 9 intervalos do método

final podem ser observados na Tabela 22.
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Tabela 22. Comprimentos de onda do método inicial € do método final com PMT fixo em
médio.

Método inicial Método final
Tempo (min)
Aexcitagio Aemisszo Aexcitagso Acmisszo

0,0 260 320 275 325
13,0 240 398 252 370
15,0 - - 240 398
17,0 - - 290 460
18,5 - - 240 389
24,5 - - 260 380
27,0 - - 369 446
30,0 - - 290 430
35,56 - - 300 419
37,6 300 466 302 503

LEGENDA:
- sem alteragdo do comprimento de onda

Na Figura 31, pode-se observar que o0 novo método com 9 intervalos de
comprimento de onda (cromatograma em azul), apresentou melhora no sinal de
todos os compostos quando comparado ao método inicial de 3 intervalos
(cromatograma cinza) principalmente os compostos que nao mostraram sinais
suficientemente altos para que houvesse a diferenciagdo com o ruido em destaque
com setas amarelas na Figura 31, pico 4 (fenantreno), 9 (criseno), 10
(benzo(f)fluoranteno) e 15 (indeno(1,2,3-cd)pireno).

Os picos em destaque (Figura 31 em azul), setas verdes, 6 e 14 referentes ao
fluoreno e benzo(g,h,i)perileno respectivamente apresentaram sinal analitico que
pode ser diferenciado do ruido, o que nao ocorreu quando aplicado o método com
apenas 3 intervalos de comprimentos de onda (cromatograma cinza Figura 31).

Os demais picos da Figura 31 que nao foram destacados também apresentaram
melhora do sinal analitica quando comparados os dois métodos descritos na Tabela
22.
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Figura 31. Cromatogramas HPLC-FLU referentes as anélises de solugdo padrdo de concentragdo 4,56 a 228 ng mL" com diferentes
programagcodes no detectos em cinza (3 intervalos de comprimento de onda) e em azul (9 intervalos de comprimento de onda).
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Com os pontos pertencentes a faixa linear estabeleceram-se a faixa de trabalho,

curva analitica para cada HPA e coeficiente de determinacdo (r’). Os valores de

todos estes parametros estdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Parametros das curvas analiticas obtidas para HPAs, determinados por HPLC-
FLU, concentragdes em ng mL™

HPAs

Naftaleno

Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno

Antraceno

Fluoranteno

Pireno

Benzo(a)anraceno

Criseno

Benzo(b)fluoranteno

Benzo(k)fluoranteno

Benzo(a)pireno

Dibenzo(a,h)antraceno

Benzo(g,h,i)perileno

Indeno(1,2,3-cd)pireno

LEGENDA:

Curva Analitica

y=0,3556x + 0,1687
y=1,06x + 0,4638
y=3,8171x + 1,0214
y=1,2464x + 0,2304
y=5,3622x + 0,1295
y=0,4577x + 0,1051
y=0,7028x + 0,5051
y=0,6409x + 0,1944
y=2,119x + 0,4637
y=0,9903x + 0,078
y=5,4285x + 0,3703
y=1,94x + 0,4227
y=0,8126x + 0,3666
y=0,5329x + 0,036

y=0,3531x + 0,0004

CD-Coeficiente de Determinagao

CD

0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99
0,99

0,99

LD

4,0

8,0

3,2

1,0

0,8

2,6

4,0

2,6

0,4

0,3

0,3

1,6

1,6

3,2

2,0

La ¢anaihe
8,0 8,0-340
16,0 16,0-294
5,2 5,2-68,0
1,3 1,3-27,2
1,0 1,0-13,6
3,2 3,2-34,0
5,2 5,2-4,1

3,2 3,2-34,0
0,8 0,8-34,0
0,5 0,5-13,6
0,5 0,5-13,6
2,0 2,0-34,0
3,2 3,2-136
4,2 4,2-54,5
2,5 2,5-34,0
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4.2. METODO DE EXTRAGAO

A extracdo do analito € a etapa mais importante do processo de preparo de
amostra que pode incluir outras etapas como, pré tratamento, limpeza da amostra
(clean up), enrriquecimento do analito e derivatizagao, dependendo da complexidade
da matriz, compatibilidade do método instrumental disponivel, forma que o analito se
encontra na matriz, dentre outras.

Para delinear como serao os testes para otimizacdo da extracdo do analito, o
estudo do analito e da matriz sdo essenciais. Conhecer a dinamica entre eles,
afinidades, tempo de vida e as diferentes maneiras encontradas na literatura de se

efetuar a extragdo da forma mais eficiente e representativa possivel.

4.21. Testes Preliminares

Os métodos de extragado foram escolhidos de acordo com o que ja se conhecia
da eficiéncia do ultrassom quando aplicado em material vegetal (SUGAUARA,
2013), presupondo que ndo ha muitas diferencas entre as hortalicas e a Spartina
alterniflora. Iniciou-se os testes verificando a eficiéncia do método em extrair HPAs
em Spartina alterniflora e sedimento. Caso a eficiéncia se confirmasse os testes
para otimizacdo seriam iniciados. Se a eficiéncia ndo fosse comprovada outros

métodos seriam investigados.

4.21.1. TESTE da eficiéncia de extragao de HPAs em
amostras de Spartina alterniflora e sedimento pelo método de
ultrassom

Devido ao alto teor de matéria organica no sedimento, foi necessario a utilizagao
de solvente mais polar, ou mistura de solventes com maior polaridade,
acetona:diclorometano (1:1) resultando em maior poder de extragao necessario para
que a quebra da interacao entre analito e matéria organica da matriz fosse possivel.

Amostras de sedimento e Spartina alterniflora em duplicata foram pesadas (500
mg e 250 mg, respectivamente) e fortificadas com solugdo padrdo preparada de
acordo com o descrito na segao 3.2.3 (Tabela 12, pag 86). A concentragao final em

cada matriz pode ser observada na Tabela 24.

117



RESULTADOS E DISCUSSOES

Tabela 24.Valores de concentragdes nas matrizes estudadas, apos a fortificagdo e no
extrato obtido apos o processo explicitado na figura 32 (pag 118)

Naftaleno 20 80 40
Acenafteno 40 160 80
Fluoreno 4,0 16 8,0
Fenantreno 1,6 6,4 3,2
Antraceno 0,8 3,2 1,6
Fluoranteno 2,0 8,0 4.0
Pireno 4,0 16 8,0
Benzo(a)antraceno 2,0 8,0 4,0
Ciseno 2,0 8,0 4,0
Benzo(b)fluoranteno 0,8 3,2 1,6
Benzo(k)fluoranteno 0,8 3,2 1,6
Benzo(a)pireno 2,0 8,0 4,0
Dibenzo(ah)antraceno 8,0 32 16
Benzo(ghi)perileno 3,2 12,8 6,4
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2,0 8,0 4.0

O processo de extragao diferenciou-se apenas pela mistura de solvente extrator,

0s demais parametros foram mantidos de acordo com o observado na Figura 32.
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Figura 32.Teste de eficiéncia do método de extragdo de HPAs por ultrassom em amostras

de sedimento e Spartina alterniflora

Spartina
alterniflora

Amostra Liofilizada
250 mg

4

Extracdo Ultrassom

Solvente: n-hexano:acetona (1:1)
Volume: 10 mL

N. Extracdes: 3

Tempo: 10 minutos

i

Secagem N; g
Ressuspensao 1 mL SOLVENTE*

.

SEDIMENTO

Amostra Liofilizada
500 mg

4

Extragdao Ultrassom

Solvente: % DCM:acetona (1:1)
Volume: 10 mL

N. Extracdes: 3

Tempo: 10 minutos

4

Secagem N,
Ressuspensdo 1 mL SOLVENTE *

-~

Analise
GC-MS ou HPLC-Flu
*n-hexano para GC-MS e acetonitrila para HPLC-FLU

Fonte: A autora

Os extratos em acetonitrila foram analisados em HPLC com detector de
fluorescéncia (VARIAN LC920) de acordo com o método detalhado na Tabela 13
pag. 87 com as modificagdes dos comprimentos de onda mostrados na Tabela 22
pag. 113. Os resultados de recuperagcado estdo sumarizados na Tabela 25, em
destaque na cor vermelha os valores fora do intervalo aceitavel preconizado pela

ANVISA, recuperacgdes entre 70 e 120% e coeficiente de variagdo menor que 20%.
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Tabela 25. Recuperagcédo e CV, em porcentagem, dos HPAs em amostras fortificadas de
sedimento e Spartina alterniflora. Analise por HPLC-FLU (n=2)

HPAs SEDIMENTO cv e cv
Naftaleno 44 119 12 18
Acenafteno 25 144 38 232
Fluoreno 155 92 102 230
Fenantreno 93 28 64 20
Antraceno 52 22 68 35
Fluoranteno 121 27 92 8
Pireno 109 22 103 26
Benzo(a)antraceno 106 45 101 10
Criseno 105 17 82 24
Benzo(b)fluoranteno -8 20 o1 5
Benzo(k)fluoranteno 64 20 70 18
Benzo(a)pireno 98 19 79 16
Dibenzo(a,h)antraceno 57 10 83 26
Benzo(g,h,i)pireno -52 6 85 6
Indeno(1,2,3-cd)pireno -4 1 40 1

LEGENDA: numero em vermelho: valores em desacordo com o especificado pela ANVISA

A recuperacao dos HPAs nas duas matrizes, sedimento e Spartina alterniflora,
foram menores de 50%. Além da baixa recuperagdo os dados apontam alta
variabilidade demonstrado pelos altos valores de coeficiente de variagédo (CV>20%).
Para o naftaleno e acenafteno, foram observados os valores mais dicrepantes, de
recuperacao 44; 25% e 12; 38% respectivamente em sedimento e Spartina
alterniflora e CV, 119, 144% e 18 e 232% respectivamente, que pode ser explicado e
até esperado por possuirem as maiores pressdes de vapor, favorecendo a
volatilizacdo. Desta observagao surgiu a necessidade de investigar em qual etapa
poderiamos estar perdendo os HPAs mais volateis.

As etapas possiveis de ocorrer perdas, sao as etapas de acondicionamento e
etapa de secagem do solvente da solugao padrao usada na fortificagao.
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Para o sedimento, que apresentou baixa recuperacado e altos valores de CV,

optou-se por investigar outros métodos observados na literatura.

4.2.1.2. TESTE ETAPA DE SECAGEM influéncia da utilizagao
de fluxo de nitrogénio na etapa de secagem, em amostras de
Spatina alterniflora (HPLC-FLU)

Para verificar se as baixas de concentracbes dos HPAs recuperados
anteriormente estdo relacionadas com perdas durante o processo de secagem do
solvente da solugcdo padrdo na etapa de fortificagdo, optou-se por efetuar um
experimento de secagem do solvente sob fluxo de nitrogénio e sob condigbes
normais onde s6 o fluxo de ventilagdo da capela age. As amostras de Spartina
alterniflora foram pesadas e fortificadas da mesma forma que o descrito em 3.3.1
(pag. 88).

Quatro amostras do material vegetal foram fortificadas, duas replicatas foram
submetidas a secagem sob fluxo de nitrogénio; as duas outras replicatas foram
deixadas em frasco aberto, na capela com o fluxo de exaustao ligado. O processo
de secagem foi considerado completo quando, visualmente, ndo era possivel ver o
solvente na amostra. O tempo de secagem foi de 1 hora sob fluxo de Ny e de 15
horas para a secagem natural, na capela.

Para obtencéo do branco, adicionou-se solvente (acenonitrila) a quatro amostras
do material vegetal, sendo o0 mesmo volume utilizado para o padrao nas amostras
fortificadas. Duas replicatas de branco foram submetidas a secagem sob fluxo de
Nog, € as outras duas foram secas naturalmente na capela. Os brancos
acompanharam as amostras fortificadas no processo de secagem.Para comparagao
foi exposto a mesma aliquota de padrao em vial @ambar juntamente com as amostras
de matrizes fortificadas. Totalizando 9 experimentos, 4 Spartina alterniflora para
secagem sob fluxo de Ny (2 fortificadas + 2 branco); 4 Spartina alterniflora para
secagem na capela (2 fortificadas + 2 branco) e 1 apenas contendo o a aliquota de
solugao padrao.

Apds o processo de secagem, aguardou-se 24 horas e as amostras foram
submetidas ao processo de extragdo dos HPAs de acordo com o descrito na Figura
32 (pag. 118). Os resultados de recuperacédo e os coeficientes de variagdo podem
ser observados na Tabela 26.

121



RESULTADOS E DISCUSSOES

Tabela 26. Recuperacéo e CV (n= 2 ), em porcentagem, na avaliagdo da influéncia da

estratégia de secagem das amostras

Naftaleno nq - 9
Acenafteno 9 84 nq
Fluoreno 33 51 ng
Fenantreno 77 13 9
Antraceno 71 7 1
Fluoranteno 83 9 81
Pireno 90 5 56
Benzo(a)anraceno 100 nc 74
Criseno 88 6 86
Benzo(b)fluoranteno 96 2 102
Benzo(k)fluoranteno 95 2 88
Benzo(a)pireno 91 5 57
Indeno(1,2,3-cd)pireno 89 4 80
Dibenzo(a,h)antraceno 93 4 89
Benzo(g,h,i)perileno 92 6 88
LEGENDA:

REC: recuperagao

nimero em vermelho: valores em desacordo com o especificado pela ANVISA
ng: ndo quantificavel

nc: ndo calculado (dados insuficientes)

65

27

33

nc

nc
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Observou-se que ambos os métodos de secagem podem ocasionar perdas de
alguns compostos, sendo o método de secagem em nitrogénio 0 que proporciona
menores perdas de HPAs e valores de CV na faixa considerada aceitavel (CV<20%).
O padrao que foi exposto da mesma maneira que as amostras fortificadas, para fins
de comparagdo, também apresentou grande perda, maior ainda que o0s
apresentados no experimentos anterior. Esta perda pode ser explicada pela
auséncia de uma superficie que tenha afinidade com os compostos estudados, o
que dificultaria a volatilizacdo, fazendo com que esta ocorresse mais lentamente,
mostrando que a volatilizagao dos compostos € um processo presente € que a perda
de HPAs ocorre nesta etapa. A partir dessas observagdes foi decidido que as
amostras seriam fortificadas com o menor volume possivel de padrdo e ndo seriam
secas apo6s a fortificagdo, seriam homogeneizadas em vértex por 30 segundos e

depois de no minimo 24 horas, poderiam ser submetidas ao processo de extragao.

4.2.1.3. TESTE da influéncia da temperatura de
acondicionamento na etapa de fortificagcdo (Spartina
anterniflora e sedimento)

Com o intuito de investigar as baixas recuperagdes apresentadas na Tabela 26,
principalmente dos compostos mais volateis de menor massa molar, foi conduzido o
teste de acondicionamento das amostras. As amostras foram pesadas, 250 mg de
Spartina alterniflora e 500 mg de sedimento e fortificados com solugcao de padrdes

de acordo com a Tabela 27.
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Tabela 27.Concentragdes nominais para as amostras fortificadas e nos extratos obtidos, de
acordo com a Figura 32 (pag. 118)
Concentragado das amostras
fortificadas (ng g™)

Concentragao do

HPAs extrato obtido
(ng mL'1) Spartina alterniflora Sedimento
Naftaleno 20 80 40
Acenafteno 40 160 80
Fluoreno 4,0 16 8,0
Fenantreno 1,6 6,4 3,2
Antraceno 0,8 3,2 1,6
Fluoranteno 2,0 8,0 4,0
Pireno 4,0 16 8,0
Benzo(a)antraceno 2,0 8,0 4,0
Ciseno 2,0 8,0 4,0
Benzo(b)fluoranteno 0,8 3,2 1,6
Benzo(k)fluoranteno 0,8 3,2 1,6
Benzo(a)pireno 2,0 8,0 4,0
Dibenzo(ah)antraceno 8,0 32 16
Benzo(ghi)perileno 3,2 12,8 6,4
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2,0 8,0 4,0

O solvente do padrdo foi seco em fluxo de Nyg), as matrizes fortificadas em
duplicata e as amostras do branco, também em duplicata foram acondicionadas em
temperatura ambiente 25°C, sob refrigeracao a 5°C e em freezer a -20°C.

As amostras fortificadas foram extraidas de acordo com a Figura 28. Os
resultados de recuperagao estdo sumarizados a seguir na Tabela 28, os valores que
nao atendem as especificagdo da ANVISA de intervalo de recuperagéo de 70-120%

e CV abaixo de 20% estao destacados em vermelho.
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Tabela 28.Recuperagdes em porcentagem no teste de acondicionamento das amostras
em diferentes temperaturas. n=2

Sedimento Spartina alterniflora
-20°C 5°C 25°C -20°C 5°C 25°C
HPAs

REC CV REC CV REC CV REC CV REC CV REC CV
Naftaleno 0 83 8 101 10 69 34 77 17 65 25 75
Acenaftileno 15 6 16 53 46 6 82 7 67 9 86 6
Acenafteno 20 2 36 47 52 7 81 7 67 8 85 6
Fluoreno 42 8 46 35 61 8 84 5 72 5 91 3
Antraceno 61 8 55 24 63 19 90 5 79 4 96 2
Fenantreno 56 8 38 24 61 9 92 7 78 4 97 2
Fluoranteno 68 9 59 17 62 10 84 4 69 5 87 2
Pireno 69 8 59 17 64 10 85 5 69 4 88 2
Benzo(a)antraceno 94 7 69 26 86 12 134 4 117 5 144 5
Ciseno 77 35 70 22 76 9 103 4 89 6 109 5

Benzo(b)fluoranteno 67 7 52 17 57 6 119 6 104 5 120 7
Banzo(k)fluoranteno 69 6 60 18 67 6 102 3 88 3 104 2
Benzo(a)pireno 63 8 4 16 56 7 114 6 100 5 114 4
Indeno(1,2,3-cd)pireno 70 8 42 24 42 9 287 6 - - 290 6
Dibenzo(ah)antraceno 74 16 45 29 47 12 223 5 185 7 217 7

Benzo(ghi)perileno 3 50 34 77 45 16 17 65 42 1 25 75

LEGENDA: numero em vermelho: valores em desacordo com o especificado pela ANVISA

Nas amostras de sedimento observou-se baixa recuperacao para o naftaleno,
acenafteno e acenaftileno em todas as temperaturas testadas, esse resultado pode
ser explicado pela alta volatilidade destes compostos. Em baixas temperaturas (-

20°C) observou-se boas recuperacoes (entre 60 e 120%) e valores de coeficientes
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de variagédo abaixo de 20% para os compostos de maior massa molar, com excegao
do benzo(ghi)perileno.

Em temperaturas de acondicionamento de 5 °C e 25°C verificamos baixas
recuperacdes, também para os compostos de alta massa molar como o
benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno e dibenzo(a,h)antraceno. A etapa de
fortificagdo consite em replicarmos de maneira grosseira a interacdo analito-matriz
que ocorre naturalmente na natureza, para posteriormente verificar a eficiéncia do
processo de extragdao. O resultado de baixas recuperacoes de HPAs de massa
molar elevada pode ser atribuido a ineficiéncia do método de extragdo testado
frente a maior interagdo analito-matriz favorecida em temperaturas de
acondicionamento menos elevadas. No sedimento a temperatura que apresentou
piores resultados de recuperacao foi a temperatura testada de 5°C, seguida da
temperatura ambiente 25°C.Nas amostras de Spartina alterniflora observamos o
mesmo desempenho para o naftaleno obtido em amostras de sedimento, mostrando
que este comportamento pode ser atribuido a alta volatilidade do composto. Para os
demais compostos do acenaftieno até o benzo(a)pireno, com excecdo do
benzo(a)antraceno, observou-se valores de recuperacao e CV satisfatérios para um
método de extracdo,neste nivel de concentragdo.Para as amostras de
Spartinaalternifloracomexcegdo do naftaleno,benzo(a)antraceno, indeno(1,2,3-
cd)pireno , dibenzo(a,h)antraceno e benzo(ghi)perileno, foram obtidos valores de
recuperacdo e de CV adequados para um método de extracdo em amostras
ambientais.

Os resultados apresentados mostram que o método precisa de ajustes para ser
aplicado e que a melhor temperatura de acondionamento, segundo os dados de
recuperacao é a de -20°C. Esta conclusdo somente é atribuida as amostras de
sedimento pois as amostras de Spartina alterniflora nao apresentaram diferenga
significativa entre as temperaturas de acondicionamento testadas. Para saber se ha
diferenca estatistica entre as temperaturas de acondicionamento, ou grupos de
teste, os graficos (Figuras 33 e 34) foram plotados com as médias das amostras e
os intervalos de confianca (IC), com nivel de confiabilidade de 0,05.

Os IC possibilitam a comparagdodos resultados experimentais do teste de
temperaturas de acondicionamento, com significancia estatistica. Se houver

sobreposicdo dos intervalos de confiangca dos 3 experimentos conduzidos em
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temperaturas difrentes para o mesmo HPA, significa que ndo ha diferenca

estatisticamente significativa entre eles, ou seja, as amostras acondicionadas a -20

°C, 5°C e 25 °C apresentam resultados semelhantes.

O intervalos de confianga foi calculado de acordo com a equacao 4.

onde:
X:
z
s:
n

Equacao 4:

média das amostras,

: nivel de confiabilidade,
desvio padrao e

: tamanho da amostra.

Figura 33. Comparativo entre os intervalos de confianga das recuperagdes do teste de
diferentes temperaturas de acondicionamento para amostras de sedimento.
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acondicionadas a temperaturas de 25 e 5 °C pertencem a grupos estatisticamente
diferentes, mas ambos se encontram no mesmo grupo de -20°C, ou seja, possuem
diferenca significativa entre eles (25 e 5 °C) mas nado ha diferenca quando
comparamos cada um separadamente com o grupo de -20°C. Esta comparacao se
aplica ao naftaleno, acenaftteno, fluoreno, antraceno, fluoranteno, criseno,
benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno. Comportamento diferente se observou
para o criseno e para o benzo(g,h,i)perileno, o acondicionamento a 5°C ndo mostrou
diferenca para as amostras acondicionadas a -20°C e ambos se encontram dentro
do intervalo de confianga das amostras acondicionadas a 25°C. Nao ha diferenca
estatistica entre os 3 grupos acondicionados em diferentes temperaturas, para os
dois compostos. O indeno(1,2,3-cd)pireno e o dibenzo(a,h)antraceno apresentaram
mesmo comportamento, diferenca apenas para o acondicionamento a 25°C. Para o
benzo(a)pireno observou-se diferenga estatistica para todos os trés grupos testados.

Figura 34.Comparativo entre as temperaturas de acondicionamento para amostras de
Spartina alterniflora
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Em amostras de Spartina alterniflora, acondicionadas em diferentes
temperaturas, observamos para todos os HPAs, valores de IC menores para a
temperatura de 5 °C, sendo essa medida estatisticamente diferente das demais para
guase todos os HPAs, com excecgéo do naftaleno e do ind+dib que nao possuem as
3 medidas. Para a grande maioria dos HPAs nado foi observado diferencga
significativa entre as temperaturas de acondicionamento de 25 °C e -20 °C.

Para sedimento, concluiu-se que a melhor temperatura de acondicionamento é
amenor temperatura (-20°C), apesar de nao mostrar diferengas significativas quando
comparamos os IC deste grupo com os grupos acondicionados a 5 e 25 °C, foi o
grupo que apresentou melhores recuperagoes.

Para a Spartina alternifiora a mesma temperatura seria aplicada, de -20 °C,
apesar de observarmos que ha diferenga significativa entre as temperaturas de
acondicionamento, a Tabela 28 (pag 125) mostrou valores de recuperacao entre 81
e 134% para 15 dos 16 HPAs analisados e CV abaixo de 20% para 14 HPAs, sendo
excecdes apenas o naftaleno e o benzo(g,h,i)perileno que apresentaram valores de

65 e 77% respecivamente.

4.21.4. TESTE influéncia do uso de voértex durante a extragao
de HPAs em amostras de sedimento e Spartina alterniflora (GC-
MS Varian)

Investigou-se durante o processo de extragdo a utilizagdo de vértex que pode
potencializar a dispersédo do solvente extrator, resultando em aumento da eficiéncia
durante o processo. As amostras foram fortificadas da mesma maneira que a
descrita no item 3.1.1 (pag. 88), acondicionadas em freezer (-20 °C) e extraidas
apos minimo de 24 horas. Amostras do brancos foram testadas e os valores
encontrados de concentracdo de HPAs descontados.

Na Figura 35 observamos o resultado de recuperagdo das amostras de
sedimento e Spartina alterniflora, com e sem o uso de vortex. A faixa verde indica a

regiao de recuperacao ideal para o método, de 70 a 120% de recuperagao.
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Figura 35. Porcentagem de recuperagdo dos HPAs em amostras de Spartina alterniflora e
sedimento, extraidos com e sem o uso de vortex.
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Obervando o grafico de forma geral, nota-se que as amostras de Spartina
alterniflora (coloragdo azul) apresentam valores mais altos de recuperagéo quando
comparamos com os valores do sedimento em alaranjado, para os método com e
sem utilizacao de vortex.

Ao analisarmos as extracdes de HPAs apenas em Spartina alterniflora, observa-
se boa recuperagdo (intervalo em verde) entre os compostos acenaftileno e pireno,
criseno, benco(b)fluoranteno e benzo(a)pireno, sendo exceg¢des os resultados
apresentados pelo benzo(a)antraceno, benzo(k)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno. Observa-se também que os resultados sem a utilizacdo de
vortex, apresentaram maiores valores de recuperacdo, observacdo contraria ao
esperado.

Para as amostras de sedimento, como ja esperado, observamos menores
porcentagens de recuperacdo para todos os HPAs quando comparamos as
recuperagdes em Spartina alterniflora. Apesar deste fato as recuperacdes

apresentaram valores que n&o ultrapassaram a faixa de 120% desejada.
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Quanto a comparagdao dos métodos com e sem vortex observamos pouca
diferenca entre os resultados de recuperagcao. Os graficos com os resultados
sumarizados mostram que para as amostras de Spartina alterniflora houve pouca
diferenca entre os HPAs de menor massa molar como o acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fluoranteno e o pireno, para o naftaleno, antraceno e fenantreno essa
diferenca ndo se manteve. Para os HPAs de maior massa molar observamos
comportamento semelhante, com pouca diferenca entre as extragdes com e sem
uso de vortex.

Da mesma forma que o exposto anteriormente foram plotados graficos (Figura
36 e 37) com as médias das amostras e os intervalos de confianga (IC), com nivel
de confiabilidade de 0,05. Se observarmos a sobreposi¢cdo dos intervalos de
confianga significa que ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre eles, ou
seja, as amostras sdo iguais.

Para as amostras de Spartina alterniflora, que apresentaram melhores
resultados de recuperacdo quando comparados com os resultados de sedimento,

observamos que ha pequena diferenga entre os grupos analisados.

Figura 36. Intervalo de confianga do teste da utilizagdo de vortex na extragao de HPAs
em amostras de Spartina alterniflora.
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Na figura 33, observamos os dados de IC referentes ao sedimento, onde
observamos que ha diferenga entre os grupos testados apenas para alguns HPAs

como o acenafteno, acenaftileno, fluoreno, antraceno e benzo(a)pireno, para os
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demais nao foi observado diferenga estatistica significativa, levando a conclusédo que

para os demais HPAs nao ha diferenga na utilizagdo de vértex durante o processo
de extracao.

Figura 37.Intervalo de confianga do teste de utilizagdo de voértex na extragdo de HPAs em
amostras de sedimento.
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A utilizacdo do vortex forneceu recuperacoes e CV melhores somente para as
amostras de Spartina alterniflora, mostrando que houve diferenga significativa entre
os métodos testados. Para o sedimento a melhora da recuperagcdo com a utilizacéo
de vortex nado foi confirmada, pois para o sedimento as recuperagcbes sem a
utilizagdo do vortex mostraram maiores valores de recuperagéo e para esta matriz
os IC dos grupos testados ndo apresentaram diferengas estatisticas para a maioria
dos HPAs.

Espera-se que os HPAs estejam mais fortemente retidos no sedimentos,
principalmente pelo teor de matéria organica (MO),assim sendo a extracdo destes
compostos pode demandar um sistema de extragdo mais enérgico, o que nao foi
alcangado com o uso apenas de solvente e agitacdo em vortex.

No intuito de manter a simplicidade e agilidade nos trabalhos de extracédo e como
nao houve diferenca estastiticamente significativa entre os processos, a utilizacdo do
vortex foi desconsiderada, pois resultaria no aumentando do tempo de extragao das

analises deste estudo sem aumento significativo da eficiéncia.
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4.21.5. Extragdo de HPAs em amostras de sedimento com
aquecimento

O sedimento € uma amostra ambiental bastante complexa, com grande
concentracdo de matéria organica que retém mais fortemente os compostos
organicos, como os HPAs dificultando assim a extracdo destes compostos nesta
matriz. Durante o desenvolvimento do trabalho verificou-se nos testes preliminares
de extracdo, a necessidade de melhoria do método por ultrassom para as amostras
de sedimento. De acordo com propostas de JIANWANG, ZHAO e TANGUAY (2010)
o aumento de temperatura durante a extracdo aumenta a eficiéncia, uma vez que a
temperatura influencia na solubilidade dos analitos e, portanto no processo de
particdo entre duas fases (LANCAS, 2004). A partir deste embasamento teorico
testou-se a influéncia do aumento da temperatura durante a extracdo. O maior
problema foi a falta de um aparelho de ultrassom com controle de temperatura, a
partir desta necessidade efetuou-se o monitoramento da variacdo da temperatura da
agua do banho de utrassom inserindo um termémetro de vidro de liquido (Hg) com
escala entre -10 a 110 °C fixado com garra de metal. O experimento foi efetuado em
trés dias consecutivos e verificou-se que apds ~2 horas em funcionamento a
temperatura de 35°C era atingida e apds 4 horas a temperatura era de 42 °C, tendo
um aumento muito lento apds atingir os 42°C, levando cerca de 5 horas para que a

temperatura aumentasse em 3°C, de 42 a 45°C (Tabela 29).

Tabela 29. Variagdo de temperatura do banho de ultrassom conforme o tempo de uso.

Tempo ligado Temperatura atingida
2 horas 35°C
6 horas 42 °C
11 horas 45°C

O método a ser testado consiste apenas em acrescentar aquecimento no banho
de ultrassom, as analises foram feitas por HPLC com detector de fluorescéncia.

Para este teste amostras foram fortificadas de acordo com o descrito na Tabela
27(pag. 123), apos 24 horas foram extraidas trés replicatas e trés brancos com

acetona e outras trés com uma mistura de acetona:diclorometano (1:1). O tempo de
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extracdo em banho de ultrassom foi fixado em 10 minutos. As extracées ocorreram
com o monitoramento da temperatura do banho de ultrassom, que variou entre 35-
42 °C. Os resultados destes experimentos (Tabela 30) mostraram recuperagdes
entre 60 e 130% para a maioria dos compostos, proximo aos valores preconizados
pela ANVISA, porém elevados coeficientes de variagdo das amostras extraidas com
acetona foram observados, chegando a valores proximo a 50% enquanto as
amostras extraidas com mistura de solventes obtiveram CV entre 1 e 18%. Apds
este teste optou-se por seguir a otimizagdo do método utilizando a mistura de
solventes (acetona:diclorometano).Na tabela 30 em destaque na cor vermelha séo
mostrados os valores fora da faixa desejada, recuperagao entre 70 e 120% e CV
menor que 20%.

Tabela 30.Recuperagdes das extragdes (n = 3, banho de ultrassom, 10 minutos) de HPAs

em sedimento efetuadas com aquecimento monitorado.
SOLVENTE EXTRATOR

HPAs ACETONA: DCM(1:1) ACETONA
REC% Ccv REC% cv
Nafttaleno nd - nd -
Acenaftileno 72 18 9 46
Acenafteno 74 16 11 41
Fluoreno 81 9 40 1
Fenantreno 91 6 92 20
Antraceno 84 6 94 23
Fluoranteno 88 4 99 20
Pireno 87 4 101 21
Benzo(a)antraceno 91 3 107 25
Benzo(b)fluoranteno 105 5 129 35
Benzo(k)fluoranteno 89 4 106 26
Benzo(a)pireno 105 4 135 36
Dbeatimimcenen g 5 ps g
Benzo(ghi)perileno 98 5 119 30

LEGENDA:numero em vermelho: valores em desacordo com o especificado pela ANVISA
DCM: diclorometano-nd n&o detectado
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4.2.2. Extracdo de HPAs em amostras de sedimento por dispersao
em fase soélida (GC-MS Varian)

Este teste foi conduzido paralelamente ao teste de extragdo com monitoramento
de temperatura, com o intuito de se encontrar outro método de extracédo de HPAs
nas amostras de sedimento. A dispersao da matriz em fase solida (DMFS), ou em
inglés Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD), foi introduzida por BARKER e
colaboradores em 1989 (BARKER et al., 1898),e auxiliou na resolugdo de muitos
problemas de extragdo de compostos organicos em baixas concentragcdes de
matrizes solidas e semi-solidas.

A técnica DMFS consiste basicamente em adicionar a amostra em um recipiente
contendo um suporte sélido (adsorvente), submetendo a mistura a massaremento
até homogeneizacdo. O suporte solido ou dispersante serve para varias funcoes,
primeiro atua como abrasivo, promovendo o rompimento da estrutura fisica da
amostra; segundo, como adsorvente de compostos da matrizz. O método
convencional tem como préxima etapa o empacotamento, que € a transferéncia e
empacotamento do material homogeneizado (matriz e adsorvente) para uma coluna
de vidro e subsequente eluicdo com solvente apropriado, promovendo assim uma
separagao de grupos de compostos com maior afinidade ao solvente de eluigao
(BARKER et al., 1898).

O intuito do teste era verificar se 0 método de masserar a matriz (sedimento) com
0 suporte adsorvente romperia a estrutura fisica do sedimento, aumentando a area
superficial. Partindo da premissa de que os HPAs devem possuir maior afinidade
com o adsorvente do que com os constituintes da matriz (sedimento), o que
possibilitaria melhor extracdo dos HPAs que estariam no adsorvente € nao mais
fortemente retidos a matriz.

Oito amostras de sedimento foram fortificadas, obtendo a concentracao final de 5
Mg g'1 . Pesou-se em vial ambar de 40 mL 1,000 grama de sedimento liofilizado, a
este sedimento foi adicionado uma aliquota de 125 uL de solucao padrao estoque B,
mostrada na Tabela 9 (pag.83). Duplicatas destas amostras foram maceradas em
almofariz com pistilo de ceramica utilizando diferentes adsorventes na proporc¢ao de
1:4, de acordo com as recomendacdes de LANCAS (2004). O mesmo procedimento

foi efetuado com os brancos, (somente o adsorvente) e com o sedimento sem
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adsorvente, também em duplicata. A extragcdo seguiu com sucessivos banhos de
ultrassom e separacéo do sobrenadante como o detalhado na Figura 28.

Ao analisar os cromatogramas verificou-se que o sistema utilizado apresentava
grandes varia¢des dos sinais obtidos para a mesma concentracdo de analito em dias
consecutivos. O equipamento foi monitorado por 8 dias com a inje¢cao de solugao
padrdo de concentracédo de 5,0 ug mL" em quintuplicata. A solucdo padrao testada
foi feita tomando-se uma aliquota de 625 pL de solugéo estoque B (concentragao 40
ug mL") descrita na Tabela 9, pagina 56 em um baldo volumétrico de 5,0 mL
previamente limpo e seco. Ao observar a discrepancias dos resultados utilizou-se a
normalizagéo (resposta modificada) em fungado do maior valor obtido nas analises de
cada HPA. Assim sendo podemos comparar os resultados no experimento entre si

sem a interferéncia da variagao do sinal analitico.
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Tabela 31. Resultados do estudo da extragdo por DMFS: resposta modificada (recuperagao normalizada) e coeficientes de variagdo. Sao

apresentados os valores para cada HPA e para a somatoéria.

ALUMINA FLORISIL SILICA

RESP cvV RESP (37 RESP

MOD MOD MOD
Nafttaleno 11 2 6 100 100
Acenaftileno 91 3 92 12 82
Acenafteno 49 2 65 9 58
Fluoreno 83 36 29 25 57
Fenantreno 100 48 nd - 58
Antraceno 100 78 12 100 33
Fluoranteno 100 67 28 38 27
—— 100 61 39 28 39
Benzo(a)antraceno 100 89 1 23 14
Criseno 100 90 12 52 10
BbF+BkF 100 67 nd - 34
Benzo(a)pireno 100 90 40 28 39
Ind+Dib 100 70 32 32 30
100 80 47 27 40

Benzo(ghi)perileno

SOMATORIO RECUPERAGAO
MODIFICADA 1194 413 621

cv

SEM ADSORVENTE
RESP cv
MOD

15 19
100 10
100 7
100 12
23 100
78 5
70 6
58 34
21 10
21 10
65 2
56 9
55 -
62 4
824

LEGENDAS: resp mod: resposta modificada
nd: ndo detectado
nq: ndo quantificado
numero em vermelho: valores em desacordo com o especificado pela ANVISA
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Os resultados mostram que o maior valor da somatéria das respostas dos HPAs
extraidos foi obtida com o uso de alumina (1194), porém esta extracdo forneceu
valores elevados de coeficientes de variagao, de 36 a 90% para 12 HPAs, (excegbes
Naf 2%, Ace 3% e Anf 2%) diminuindo a precisdo do método. Considerando-se que
a extracao do sedimento sem o adsorvente, representa o método de extragcao por
ultrassom, este foi o segundo método com maior somatério (824), apesar de
apresentar baixas recuperagdes para os compostos de alta massa molar (21-65%),
contendo no minimo 4 anéis aromaticos, apresentou coeficientes de variacao
menores que o anterior (2-19%, com excegao de Fen 100% e Pir 34%).

Considerando o aumento de etapas no método de extracao por dispersdo da
matriz em fase sélida e consequentemente o aumento dos erros embutidos nestas
etapas, aumento de custos e tempo, foi decidido manter somente a extracao por
ultrassom e dentro desta técnica pesquisar o que poderia ser modificado para obter

maior eficiéncia.

Apos todos os testes preliminares concluiu-se que:

1) o solvente de fortificagdo n&o seria evaporado;

2) apOs a extracdo, o solvente extrator seria seco sob fluxo de Ny();

3) néao seria utilizada agitagdo em vortex no processo de extragao;

4) a extracao seria feita em banho de ultrassom, sem auxilio de um adsorvente;

5) o aquecimento no banho de ultrassom seria utilizado como aliado nas extragdes

de HPAs em sedimento.

4.2.21. Escolha do solvente de extracdao para amostras de
Spartina alterniflora e sedimento, extragdo por ultrassom
(HPLC-FLU)

Para a escolha do solvente extrator, amostras de Spartina alterniflora e
sedimento foram fortificadas utilizando a solugédo estoque descrita em 3.2.3 (Tabela
12, pag. 86), sendo que as concentragcbes das amostras fortificadas estao
explicitadas na Tabela 24.

Os solventes foram escolhidos para a Spartina alterniflora e sedimento de acordo
com os testes em amostras vegetais (SUGAUARA, 2013), extraidas duas replicatas
de cada amostra fortificada e de cada branco para cada mistura de solvente testada,

resultando em 12 amostras de sedimento e 12 amostras de Spartina alterniflora. Os
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cromatogramas das amostras do branco e fortificadas de spartina alterniflora e

sedimento podem ser observadas na Figura 38.

Figura 38. Cromatogramas (HPLC-FLU) para Spartina alterniflora: amostra branco (A1)
fortificada (A2) extraida com n-hexano:acetona 1:1 .Para sedimento: amostra branco (B1) e
amostra fortificada (B2) extraidas com diclorometano:acetona 1:1..
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continuagao Figura 38
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Assim como as amostras de hortalicas (SUGAUARA, 2013) a Spartina
alterniflora apresentou melhores valores de recuperagao para a mistura de n-hexano
e acetona. Para amostras de sedimento o solvente de extracdo que obteve melhores
valores de recuperacgéao foi a mistura diclorometano:acetona. Na Tabela 32 observa-
se os resultados sendo os valores em vermelho valores fora dos limites aceitaveis

tanto para recuperacao quanto para o coeficiente de variagao.
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Tabela 32. Resultados de recuperagéo obtidos, valores em porcentagem de recuperacao (REC) e coeficientes de variagao (CV), utilizando
diferentes misturas de solventes no processo de extragao por ultrassom e analisados por HPLC-FLU.

HPAs

Naftaleno

Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno

Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Benzo(a)antraceno
Criseno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno

Benzo(ghi)perileno

LEGENDA:DCM: diclorometano HEX: n-hexano

SEDIMENTO Spartina alterniflora
HEX:DCM AC:HEX DCM:AC HEX:DCM AC:HEX DCM:AC
REC cv REC cv REC cv REC Ccv REC Ccv REC Ccv
4 67 1 33 3 22 10 18 8 16 16 10
28 56 13 57 23 13 40 11 38 3 36 11
46 26 -31 53 116 2 47 6 168 3 92 7
69 13 337 68 78 1 33 29 112 15 47 8
-43 7 110 8 82 20 53 4 95 33 57 14
78 5 113 22 98 9 89 2 104 15 83 10
90 10 198 55 86 5 106 4 140 8 63 5
18 65 141 31 86 4 126 27 98 14 79 9
56 12 193 121 95 4 102 5 100 9 45 11
-206 2 164 24 107 3 128 6 96 5 49 8
21 1 97 8 96 1 103 8 83 6 24 10
124 6 86 4 85 3 93 4 83 1 60 8
-4 13 33 19 26 20 33 38 35 32 52 13
78 2 80 3 87 5 94 3 85 1 70 11
-138 62 66 4 89 11 104 2 91 2 60 39

AC: acetona

numero em vermelho: valores em desacordo com o especificado pela ANVISA
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Na maioria dos experimentos, os trés primeiros compostos (naftaleno,
acenafteno e fluoreno) néo obtiveram valores de recuperagao proximo ao desejado
(70~120%), com excecgao das extracdes efetuadas com DCM:acetona para ambas
as amostras 116 e 92%para o fluoreno em sedimento e Spartina alterniflora,
respectivamente. Pode-se observar valores minimos de 2% e maximos de 167%
apresentando também valores negativos de recuperagédo -31% para o sedimento
(acetona:n-hexano).Apesar destes resultados iniciais, o0 método de extragdoo por
solventes em banho de ultrassom é bastante simples e se mostrou eficiente em
estudos anteriores deste grupo de pesquisa, assim, optou-se por otimiza-lo para
este estudo.

Sabendo que os compostos de menores massas molares sdo mais volateis
(naftaleno e acenafteno) a possivel perda no processo de secagem e a influéncia da
temperatura em que as amostras sao acondicionadas foram questionadas. Para o
seguinte teste apenas amostras de Spartina alterniflora foram analisadas para
conclusbes conjuntas pois esta matriz apresentou valores de recuperacédo e

coeficientes de variacdo adequados para que o método fosse considerado confiavel

4.3. OTIMIZAGAO DOS METODOS DE EXTRAGAO

4.3.1. Otimizagao dos Método de Extragdao de HPAs em Spartina
alterniflora

A otimizacdo do método de extracdo de HPAs em Spartina alterniflora por
ultrassom foi iniciada com a selegdao das variaveis consideradas relevantes e
posterior aplicagao de planejamento experimental. A mistura de solventes extratores
(n-hexano:acetona) foi previamente definida e a melhores proporgbes destes
solventes seriam incluidos na otimizagdo juntamente com o volume, o tempo e a

quantidade de extracoes.

43.1.1. Planejamento Completo (GC-MS Varian)

Visando a otimizagcdo do método de extracao optou-se por efetuar planejamento
completo (2") onde Kk representa o numero de variaveis a serem otimizadas,

resultando em um total de 16 experimentos aos quais foram acrescidos mais 4
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pontos médios. As variaveis foram selecionadas, os niveis estudados e os cddigos,
podem ser observados na Tabela 33.

Tabela 33. Fatores estudados no planejamento completo e os niveis estabelecidos.

FATORES MENOR NIVEL (-1) CENTRAL (0) Nilinléll.o(sﬂ
o, _ 0, -
A) Solvente de Extragao 50_/° n 75% n-hexano 1007
hexano:acetona hexano
B) Volume de Solvente 10 15 20
(mL)
C) _Tempo de Extragcao 10 20 30
(min)
D) Numero de Extragoes 1 > 3

Consecutivas

Alguns valores devem ser considerados para que os experimentos fossem
executados, como por exemplo o volume minimo necessario para que a amostra
seja totalmente imersa, assim como o volume de solvente e tempo de experimento,
pois um longo periodo de execucdo aliado a um elevado volume de solvente,
aplicado a um grande numero de amostras, acarretaria maiores custos ao processo
de extragao.

Os experimentos referentes ao planejamento completo pode ser observado na
Tabela 34 juntamente com os resultados de recuperagdo para cada composto. A
soma normalizada foi efetuada com o intuito de expressar em um Unico niamero os

resultados de cada experimento.
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Tabela 34.Planejamento fatorial completo 2* para extragdo de 16 HPAs prioritarios em amostras de Spartina alterniflora e porcentagem de

recuperacao de cada HPA.

1 1 1 -1 7 74 90 81 a0 73 81 78 86 77 95 89 93 98 85 92 11,389
2 -1 1 1 73 90 79 85 77 86 82 83 81 97 96 87 101 89 101 11,323
3 101 -1 5 63 75 67 67 61 70 68 73 65 78 79 79 79 65 76 11,747
4 -1 1 -1 14 74 88 72 74 63 77 75 80 72 88 82 83 87 73 84 11,736
5 11 1 2 59 73 71 79 72 83 80 85 78 104 82 a4 96 84 96 10,483
5] -1 1 1 75 a1 30 84 77 86 83 92 82 a5 a4 96 101 87 a5 11,492
7 1 1 1 68 92 110 24 85 79 80 86 94 86 100 97 107 114 a8 109 11,523
8 -1 1 5 77 92 33 a0 82 91 89 94 82 101 95 106 105 89 75 11,169
9 1 1 1 1 39 83 94 20 77 71 76 74 80 71 85 80 838 89 7o 84 11,526
10 -1 -1 30 80 92 78 71 64 73 71 78 72 83 81 85 &6 76 84 11,487
11 -1 1 -1 1 1 66 68 65 59 67 63 66 63 83 68 76 590 a0 73 10,482
12 -1 -1 1 1 1 58 73 76 a3 76 85 a3 29 79 92 81 96 93 82 92 11,359
3 1 -1 -1 -1 12 69 82 69 65 58 67 65 69 64 76 69 78 79 70 77 11,450
14 1 1 2 51 67 76 84 77 87 85 92 85 112 a0 106 110 a8 108 10,664
15 1 1 1 1 0 49 65 71 84 76 87 84 94 82 100 93 106 59 21 99 7,021
16 -1 -1 1 -1 a4 63 74 66 72 65 73 70 74 69 83 75 82 82 72 78 11,745
M1 O 0 0 0 5 70 98 85 86 78 87 83 a0 81 96 86 102 100 87 96 11,561
M2 0 0o 0 0 2 62 79 30 83 77 84 82 89 80 93 86 97 98 64 92 11,284
M2 0 0 0 0 19 29 107 28 92 85 91 88 94 84 101 29 105 105 91 a9 11,703
M4 0 o 0 0 23 91 109 92 92 a4 a0 87 95 85 102 93 105 108 a7 99 11,742
Legenda:
A: tipo de solvente B(b)F: Benzo(b)fluoranteno
B: volume de solvegte Naf: Naftaleno Fen: Fenantreno B(k)F: Benzo(k]ﬂl_mranteno
C; tempo de extragdo no Acen: Acenaftileno Fluor: Fluoranteno B(a)P: Benzo(a)pireno
ultrassom Pir: Pireno Indeno: Indeno(1,2-cd)pireno

D; nimero de replicatas
M: experimento nos niveis
médios

Ace: Acenafteno
Flu: Fluoreno

Cri: Criseno
B(a): Benzo(a)antraceno

Dibenzo: Dibenzo(a,h)perileno
B(ghi)P: Benzo(ghi)pireno
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Em um método de extracao é desejavel obter recuperacdes na faixa de 70-120%
(BRITO et al., 2003), os programas de tratamento de dados s&o limitados, a
associacao de melhores resultados deve ser efetuada com a escolha de maiores ou
menores valores, ndo um intervalo. Devido a esta limitagao, ajustes foram efetuados
nos valores de recuperagao (normalizagdo), valores acima de 130% foram
convertidos em valores fora da faixa desejada, abaixo de 70%.

O programa Statistc™? 7 forneceu graficos de superficie de resposta que
mostram os resultados dos niveis estudados. Podemos observar as regides onde as
melhores respostas foram obtidas pela diferenga de coloragao do grafico, coloragao
verde para respostas ruim, amarela para médias e vermelho para altas respostas,
tons mais escuros acentuam a resposta, vermelho escuro corresponde a resposta
muito alta e verde escuro resposta muito baixa. A Figura 39 mostra as superficies

de resposta para a somatério de HPAs.

Figura 39. Grafico de superficie resposta da somatdria de concentragdes de HPAs:
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Na Figura 39A, composicdo de solvente x volume, observou-seos melhores
resultados no intervalo de baixo a meédios niveis para composi¢ao dos solventes, ou
seja, de 50 a 75% n-hexano em todo o intervalo de volume estudado, de10 a 30 mL
de solvente extrator. Porém quando a composigéo de solvente se aproxima de 100%
n-hexanos observou-se uma piora do resultado no menor nivel de volume estudado,
préximo a 10 mL.

Comportamento semelhante, pode ser observado na Figura 39 B e D, os
melhores resultados no intervalo de composicdo de solvente de 50 a 75% de n-
hexano, em todos os niveis do niumero de extracdo e do tempo, mas quando a
composigao do solvente se aproxima do maior nivel (100% n-hexano) os melhores
resultados se restringem aos maiores niveis de numero de extragdes (3 vezes) e do
tempo (30 minutos).

As Figuras 39 C e E também apresentam comportamento semelhante entre si,
quando o numero de extracdes e o tempo sdo estabelecidos entre o nivel baixo e
médio o volume mostrou melhores respostas em todo o intervalo estudado, de 10 a
30 mL. Porém quando estes dois fatores, nUumero de extragdes e o tempo sao
observados no maior nivel estudado, as piores respostas sdo mostradas quando o
volume do solvente é baixo, de 10 a 15 mL.

Na figura 39 F observou-se que o maior numero de extragdes quando aplicado
de 20 a 30 minutos resulta em piores respostas.

Quando consideramos a somatdéria de HPAs e a economia de recursos o0s
melhores niveis dos fatores estudados, ou seja, as melhores condigbes para
extracao seriam:

» volume de solvente alto (20 mL);

» tempo médio (20 minutos),

» numero de extragdes média (2) e

» composigao (média) de 75% n-hexano.

Em analises ambientais com HPAs é importante focar no grupo de substancias,
sem ignorar o fato de que o benzo(a)pireno € o mais estudado por apresentar
comprovadamente maiores efeitos adversos a saude como citados anteriormente,
por este motivo graficos de superficie respostas foram elaborados para observar o

comportamento de recuperagao apenas do benzo(a)pireno Figura 40.
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Figura 40. Graficos superficie de resposta do benzo(a)pireno.
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Na Figura 40 A e B observou-se comportamento semelhante, onde as melhores
resposta sédo obtidas quando a composi¢céo de solvente é media (75% de n-hexano)
o tempo e o volume de solvente mostram boas respostas em todo o intervalo
estudado, com melhores respostas em nivel médio e alto, de 20 a 30 minutos e de
20 a 25 mL de solvente.

Na figura 40D resposta semelhante € obtida, melhores resposta quando a
composi¢cao do solvente é média (75% n-hexeno), mas neste caso a resposta &
mantida boa quando o numero de extragdes sao de 2 a 3 (nivel médio e alto).

A figura 40E e 40F mostra que em numeros de extragdes altos (3 extragdes) o
intervalo de volume e tempo avaliados ndo influencia. Quando o numero de
extracbes muda para 1, o volume em menor nivel (10 mL) e tempo em menor nivel
(10 minutos) apresenta as piores respostas.

Na Figura 40C, observou-se um comportamento mais acentuado, melhor

resposta somente quando o volume e o tempo estdo em maior nivel, 20 mL e 30
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minutos e pior resposta quando ambos se encontram em menores niveis, 10 mL e
10 minutos.

Quando consideramos apenas a resposta do benzo(a)pireno, as melhores
condicbes de extracdo sao: solvente 75% n-hexano (nivel médio), numero de
extragdes 3 (maior nivel), tempo de 30 minutos (maior nivel) e volume de 20 mL
(maior nivel).

Apds imprevistos com o fornecimento de solvente e atraso na entrega da
acetona, adequacgdes foram necessarias e o0 método teve que ser otimizado com a
utilizagado apenas de n-hexano.Com esta modificagdo o método otimizado né&o foi o
melhor dentro das condi¢des estipuladas anteriormente e sim o melhor utilizando-se
100% n-hexano (Tabela 35) e considerando os resultados ndo somente da
somatoria dos HPAs mas também do benzo(a)pireno.

Os dados sumarizados das melhores condi¢cdes de extracdo segundo os
graficos de superficie de respostas para a soma dos HPAs para o benzo(a)pireno e

as condigdes definidas para a validagcao se encontram na Tabela 35.

Tabela 35. Comparativo das melhores condigdes segundo resultados para Y HPA,
benzo(a)pireno e as condi¢gbes do método validado.

FATORES Soma HPA B(a)P VALIDADO
Volume de Solvente (mL) 20 20 20
Tempo de Extragao (min) 20 30 30
Numero de Extracoes 2 3 2

Consecutivas

Composigao do Solvente 75% 75% 100%
(n-hexano:acetona)

Apesar da analise grafica ndo demonstrar a possibilidade de validagédo de um
método de extracdo nas condigdes apresentadas como sendo as melhores, de
acordo com os parametros definidos na Tabela 35, os valores de recuperagao
mostrados na Tabela 34, nos indicam que ha a possibilidade de variacido desses
niveis fora da regido adequada mostrada graficamente (vermelho escuro Figura 39 e
40), com a obtencéao de valores de recuperacéo e CV adequados para que o método

validado e aplicado seja confiavel aos estudos ambientais previstos.
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4.3.1.2.

Teste de aplicagdo do método de extragcido em
amostras de Spartina alterniflora

O método foi aplicado em amostras de Spartina alterniflora partes aéreas (caule

e folhas) e raizes coletadas no inicio deste estudo e preparadas de acordo com o

descrito em 3.3.1 (pag 88). Trés replicatas de cada amostra foram pesadas, cerca

de 1,000 grama em vial ambar de 40 mL que foram submetidas a extracao conforme

parametros descritos na Tabela 35.

De acordo com os valores encontrados na amostra coletada ne regido em

estudo, o método seria considerado aplicavel, pois as concentracbes encontradas

estariam dentro da faixa de trabalho validada (Tabela 36).

Tabela 36.Valores de limites de detecgdo e quantificagao e faixa de trabalho do método de
extracdo de HPAs em amostras de Spartina alterniflora validado, os valores s&o expressos

emngg’
Spartina alterniflora
HPAs LD LQ Faixa de APLICAGAO APLIQA(}AO
trabalho FOLHAS RAIZES

Naftaleno NV NV NV - -
Acennatftileno 3,7 15,0 15,0-1300 22 -
Acenafteno 3,7 15,0 15,0-1300 50 59
Fluoreno 3,0 15,0 15,0-1300 54 58
Fenantreno 3,0 20,0 20,0-1300 30 123
Antraceno 5,5 15,0 15,0-1300 28 36
Fluoranteno 11,9 20,0 20,0-1300 28 58
Pireno 14,8 20,0 20,0-1300 30 60
Benzo(a)antraceno 3,0 20,0 20,0-1300 29 34
Criseno 8,0 20,0 20,0-1300 33 39
Benzo(b)fluoranteno 4,5 15,0 15,0-1300 30 39
Benzo(k)fluoranteno 3,4 15,0 15,0-1300 35 42
Benzo(a)pireno 29 15,0 15,0-1300 43 60
Dibenzo(a,h)antraceno 59 20,0 20,0-1300 29 40
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 18,1 20,0 20,0-1300 31 48
Benzo(ghi)perileno 4,7 20,0 20,0-1300 40 47

LEGENDA: NV: n&o validado
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O cromatograma comparativo da injecao do extrato de planta (caule e folhas) e
extrato da raizes pode ser observado na Figura 41. O sinal observado em cor de
rosa corresponde a analise do extrato de raizes, este sinal € bem mais intenso do
que o sinal do cromatograma sobreposto em preto, correspondente a analise do
extrato das folhas e caule.

A constatacdo de que os HPAs estdo mais concentrados na raiz quando
comparado as partes aéreas, folhas e caule esta de acordo com o reportado por
WANG et al., 2012, que afirmou que as concentragdes dos HPAs na espécie
Spartina alterniflora, quando analisadas individualmente as partes,observa-se que
ha uma diminuicao da concentragao no sentido raiz, caule e folhas, o inverso do que

foi encontrado para outras espécies de gramineas, phragmites e scirpus.
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Figura 41. Comparativo entre analises do extrato de Spatina alterniflora folhas e caule (preto) e de raiz (pink), aplicagdo do método validado,
analise em GS-MS Shimadzu.
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4.3.2. Otimizacao do Método de Extracao de HPAs em sedimento

4.3.2.1. Planejamento Experimental Fracionado (2%%)(GC-MS
Varian)

A otimizagdo das variaveis do método de extracdo de HPAs em sedimento
por ultrassom foi iniciada com a aplicagado do planejamento experimental fracionado
para verificarmos a eficacia do método frente a esta matriz e para estabelecer quais
fatores apresentam relevincia para a extracdo, a mistura de solventes com
melhores recuperagdes previamente definido foi a acetona e diclorometano (DCM) e
essa porcentagem foi otimizada no planejamento.

Trés niveis foram estabelecidos (baixo, intermediario e alto) para cada
variavel testada, estes niveis foram definidos de acordo com os experimentos

anteriores, Tabela 37.

Tabela 37. Varidveis estabelecidas para a otimizagdo de método de extracado de HPAs das
amostras de sedimento.

FATORES MENOR NiVEL inte;‘r"‘giério MAIOR NiVEL
A) Solver:nte de* ZAUEEEED 50% acetona 70% acetona 90% acetona
(acetona:DCM*)
B) Volume de Solvente (mL) 10 20 30
C) Tempo de Extragao (min) 10 20 30
D) Numero de Extragoes 1 2 3
Consecutivas
E) Massa da Amostra (g) 1,000 1,500 2,000

LEGENDA: * diclorometano

As amostras foram pesadas e fortificadas a uma concentracdo de 1000 ng g'1
para cada HPA, foram extraidas amostras do branco para cada um dos
experimentos descrito, seus valores foram descontados antes de cada tratamento
grafico. Os resultados de recuperacao e a descrigdo deste planejamento podem ser

observadas na Tabela 38.
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Tabela 38. Descrigdo do planejamento fatorial fracionado 2%, os resultados de recuperagéo para cada HPAs estudado e o valor da soma

normalizado.

A B C D E

0

0

+

0

0

+

0

0

LEGENDA:

YNorM: Somatoria normalizada.

Naf
26
28
16
16
30
5
20
33
6
10
12
24
28

A: solvente extrator

B: volume do solvente
C: tempo de extragao

Ace
67
60
69
65
72
50
76
62
45
60
44
57
77

D: quantidade de extragcbes
E: massa da matriz

Acef
73
64
71
61
74
71
81
64
44
56
23
50
73

Flu
77
76
79
81
84
82
88
77
79
77
70
82
96

Fen
96
99
99
93
94
107
109
96
94
91
85
89
95

Ant
74
78
74
81

80
85
83
73
81

78
76
80
83

-1: menor nivel estudado

+1: maior nivel estudado
0: nivel médio estudado

Fit
80
83
73
81
81
90
81
76
83
78
75
79
84

Pir
82
85
76
81
86
91
84
82
83
85
82
82
88

Cri
98
101
121
88
99
116
67
92
103
99
91
91
101

BaA
73
82
81
77
78
93
84
72
80
80
76
74
82

BkF
76
117
81
80
91
100
87
76
91
93
85
83
94

BbF

99

110

55
79
86
66
59
98
95
95
87
83
95

BaP
83
93

110
80
90

110

109
83
90
93
84
86
96

Ind
80
96
59
80
87
121
58
85
89
90
83
82
95

Dib
78
92
68
80
89

122
60
82
97
93
86
87
102

BghiP

88
105
53
73
84
121
56
94
84
85
78
76
86
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De acordo com o grafico de Pareto, proveniente dos resultados obtidos do
planejamento fatorial fracionado, o unico fator que possui relevancia € o numero de
extracbes que apresenta melhores resultados em maiores valores, o volume
também apresentou melhores valores nos maiores niveis estudados, ao contrario da
massa e do solvente que apresentaram melhores resultados nos menores niveis
(Figura 42).

Figura 42. Grafico de Pareto referente aos resultados das extragdes de sedimento
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: SOMA N
2**(5-2) design; MS Residual=,6625385
DV: SOMA N

(4)N. EXTRACOES 3,049204

]
]
(5)MASSA | -1,06852 !
[}
]
[}
(2)VOLUME | 7731601 \
[}
[}
[}
[}
(B)TEMPO | -,356175 |
[}
[}
[}
[}
(1)SOLVENTE | -295365 !
[}
[}
1 "

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Apos esta otimizagao a troca de equipamento foi necessaria, pela diminuicdo do

sinal analitico. Novo planejamento foi efetuado e analisado no GC-MS Shimadzu.

4.3.2.2. Planejamento Experimental do Ponto Central (GC-MS
Shimazu)

Para esta segunda etapa foram fixados alguns fatores como a massa da
amostra (1,000 g) e o numero de extragbes consecutivas, 2. Os demais fatores

foram otimizados aplicando-se o planejamento experimental (Tabela 39).
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Tabela 39.Planejamento experimental do ponto central dos trés fatores estudados

FATORES -a -1 0 +1
A) Solvente de Extracao
60% 70% 80% 90%
(acetona:DCM*)
B) Volume de Solvente (mL) 10 15 20 25
C) Tempo de Extragdo (min) ) 8 12 15

LEGENDA: * diclorometano

+a

100%

30

20

As amostras foram pesadas e fortificadas a uma concentragdo de 1000 ng g™ e

ap6s 24 horas a extracao foi efetuada. O branco para cada um dos experimentos

também foi extraido, totalizando 32 experimentos.

Para melhor visualizacao dos resultados um grafico de Pareto (Figura 43) foi

plotado com a soma normalizada da recuperacdo de todos os HPAs e com a

recuperagao do benzo(a)pireno.

Figura 43.Graficos de Pareto para a soma normalizada e para os dados de recuperagao do

banzo(a)pireno
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Observou-se na Figura 43 que enquanto para a somatoério de HPAs o tempo de

extracdo e a composicdo do solvente extrator, tinham influéncia positiva na

recuperacao, para o BaP os melhores resultados sdo obtidos em menores niveis de

ambos os fatores. Para o volume ambos os graficos mostram melhores resultados

em niveis altos.
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Com os resultados apresentados, estabelecemos as melhores condicoes de
extragcdo para a soma normalizada e para o benzo(a)pireno. Os métodos

sumarizados de acordo com estes resultados podem ser vistos na Figura 44.

Figura 44. Fluxograma da extragcdo de HPAs em amostras de sedimento de acordo com
dados do planejamento experimental e com base nos resultados de recuperagdo da soma
normalizada de todos os compostos e do benzo(a)pireno.

SEDIMENTO

Amostra Liofilizada

1000 mg
SOMA ._ A ,.
NORMALIZADA | '_ BaP
Extragdo Ultrassom Extragdo Ultrassom
Solvente: 60% Solvente: 100%
Volume: 30 mL Volume: 30 mL
N. Extragbes: 2 N. Extracbes: 2
Tempo: 20 min Tempo: 5 min
TEMPERATURA: 35-42°C TEMPERATURA: 35-42°C
| |
Y )
Secagem Ny

Ressuspensao 1 mL n-hexano

!

Analise
GC-MS

Fonte: A autora

Os HPAs prioritarios em amostras provenientes de petréleo sdao os de menor
massa molar (2 e 3 anéis aromaticos), porém os HPAs de maior massa molar sdo os
caracteristicos de combustdo, portanto no estudo foram adicionados pontos de
coleta decorrentes de efeitos antrépicos de combustao.

Baseado nessas informagdes a validagdo do método seguiu o critério de que a
soma dos compostos possui maior importancia para o objetivo do estudo, ajustando
sempre que possivel, os niveis para englobar o maior numero de HPAs mesmo que
as condigdes nado sejam as que fornecam melhores resultados para alguns
compostos estudados.
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O tempo de 10 minutos foi estabelecido com base nos gréaficos de superficie
de resposta do BaP (Figura 45) que apresenta grande diminuicdo na recuperagao
com o aumento do tempo quando o volume em seu maior nivel ndo é utilizado, este
dado pode ser visto na area verde na Figura 45C, com os fatores volume e tempo
nos eixos X e y respectivamente (indicado na Figura 45D) quanto maior o tempo de
extracao, utilizando volumes nos niveis baixos e médio, pior sera a resposta. Pode-
se observar também que ha areas com boas repostas se o tempo for intermediario e
o volume utilizado se encontrar na regido de nivel alto ou baixo (regido vermelho
escuro da Figura 45C). Para ndo haver prejuizos ao processo de extragdo, com a
diminuicdo da recuperacdo dos HPA de maior massa molar como o BaP o tempo

intermediario foi escolhido.

Figura 45. Superficie de resposta dos resultados de recuperagédo do BaP

Ranseleley
&
B ‘:.6’0'0':
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[Jos
B 0.2
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O método foi validado de acordo com os seguintes valores e com base nos
resultados referente a soma dos HPAs e ao BaP:
» SOLVENTE: soma normalizada-solvente 60% de acetona (nivel -1),
» TEMPO: proximo ao BaP-10 min de banho de ultrassom (entre 0 e -1)
» VOLUME: préximo aos dois-25 mL de solvente extrator (nivel +1).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

4.4. VALIDAGAO

441. Validagdo do método de extragdo de Spartina alterniflora
(GC-MS Shimadzu)

Amostras de Spartina alterniflora previamente liofilizada foram pesadas,
aproximadamente 1,0 g e fortificadas em 12 concentragdes diferentes em duplicatas
e triplicatas depende da concentracdo, sendo as ftriplicatas aplicadas as menores
concentracdes de 30, 40, 50 e 60 ng g e duplicatas para as maiores concentracdes
de 100, 300, 625, 700, 900, 1100, 1200 e 1300 ng g"'. Amostras do branco foram
extraidas também em triplicata seguindo o método descrito na Figura 46.

Figura 46. Método validado para extracao de HPAs em Spartina alterniflora.

Spartina
alterniflora

|

Fonte: A autora

O método mostrou-se preciso com valores de coeficiente de variagdo menor que
20% e exato obtendo recuperagdes entre 70-120% de acordo com o que preconiza a
ANVISA e a ICH (International Conference on Harmonization) (BRITO et al., 2003).
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O experimento utilizou mais de 3 niveis de concentracdo com mais de 9
determinacgdes, minimo estipulado pelos 6rgéos citados.

Os limites de deteccao e quantificacdo do método foram determinados de
acordo com a proposta por THIER & ZEUMER (BRITO, et al. 2003). Segundo THIER
teoricamente, nenhum sinal deveria ser obtido para a amostra controle. Entretanto,
sinais de “residuos aparentes” podem ocorrer e sdo chamados sinais do branco.
Estes sinais podem ser atribuidos a coextrativos ndo removidos no tratamento da
amostra; impurezas presentes nos solventes e reagentes utilizados na obtengao do
extrato finalou, a ruidos do sistema cromatografico (THIER & ZEUMER, 1987). O
limite de detecgao (LD) pode ser estimado a partir dos resultados de um estudo de

recuperacao de acordo com as Equacgdes 5 e 6.

Equacgéo 5:
Equagio 6: l(m-1)o? +(n-1)o;
O-cou: = \I' o)
m+n—2
sendo:

Oa- desvio padréo estimado a partir do estudo de recuperagdo com o menor nivel de
fortificacao.

Og - desvio padréo obtido com a aplicacdo do método a amostra controle.

m - numero de repeticdes da aplicacdo do método a amostra com menor nivel de
fortificacao.

n - numero de repeticdes da aplicacdo do método a amostra controle.

f - numero de graus de liberdade, estimado por m + n — 2.

S - sensibilidade do aparelho.

Os valores de limites de deteccdo (LD) e quantificacédo (LQ), assim como a faixa

de trabalho do método de extracdo podem ser observados na Tabela 40.
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Tabela 40. Valores de limites de deteccao e quantificagao e faixa de trabalho do método de

extracdo de HPAs validado em amostras de Spartina alterniflora, os valores s&o expressos
-1

emngg

HPAs LD LQ FAIXA DE TRABALHO
Naftaleno NV NV NV
Acenaftileno 3,7 15,0 15,0-1300
Acenafteno 3,7 15,0 15,0-1300
Fluoreno 3,0 15,0 15,0-1300
Fenantreno 3,0 20,0 20,0-1300
Antraceno 5,5 15,0 15,0-1300
Fluoranteno 11,9 20,0 20,0-1300
Pireno 14,8 20,0 20,0-1300
Benzo(a)antraceno 3,0 20,0 20,0-1300
Criseno 8,0 20,0 20,0-1300
Benzo(b)fluoranteno 4,5 15,0 15,0-1300
Benzo(k)fluoranteno 3,4 15,0 15,0-1300
Benzo(a)pireno 2,9 15,0 15,0-1300
Dibenzo(a,h)antraceno 5,9 20,0 20,0-1300
Indeno(1,2,3-cd)pireno 18,1 20,0 20,0-1300
Benzo(g,h,i)perileno 4,7 20,0 20,0-1300

NV: ndo validado

4.4.2, Validagdo e aplicagao do método de extragcao (GC-MS
Shimadzu)

O método foi validado de acordo com o exigido pela ANVISA, amostras de
sedimento liofilizado foram pesados em vial ambar, em seguida foram fortificados
em cinco niveis, 50, 100, 200, 500 e 1000 ng g™, todos em duplicata e o branco em
triplicata. O método validado apresentou valores de recuperagéo entre 70-121% e
CV entre 1-20%, valores dentro dos limites preconizados.

Para que o método possa ser utilizado nas amostras do estudo, primeiramente
devemos testar aplicando-o em amostras de mesma procedéncia, ou procedéncia
similar, resultando em concentracdes dentro da faixa de trabalho validada, com
valores acima dos limites determinados.

As amostras provenientes de regido da Baixada Santista foram extraidas em
duplicata, os resultados de LD e LQ do método validado e as concentracdes

encontradas nas amostras estido sumarizados na Tabela 41.
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Tabela 41. Valores de limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) do método validado para sedimento, valores expressos em ng g’.
SAO SAO SAo

VICENTE VICENTE  VICENTE . e ILHADO  MAR
HPAs LD LaQ MARGE  MARGE ~ MARGEM Ao oRatDE. oTuey RI'%?IR MARFNDUS TAMANDU  VIRAD
PLANTA PLANTA PEDRA

Naftaleno NV NV - - = o = - - - - -
Acenaftileno NV NV - - - - - - - - - -
Acenafteno 281 50,0 51 51 51 50 50 51 44 57 44 53
Fluoreno 46,7 50,0 55 55 57 54 54 54 23 23 23 23
Fenantreno 48,0 50,0 87 72 153 31 32 32 51 51 51 51
Antraceno 35,9 50,0 30 39 34 21 30 30 54 54 54 55
Fluoranteno 39,2 50,0 52 51 783 30 30 30 32 31 31 32
Pireno 38,2 50,0 65 66 98 31 32 31 29 28 29 29
Benzo(a)antraceno 35,4 50,0 30 31 42 30 - 29 31 29 29 33
Criseno 39,9 50,0 35 36 46 36 34 34 33 31 32 34
Benzo(b)fluoranteno 32,2 50,0 38 34 45 34 34 33 30 29 30 34
Benzo(k)fluoranteno 34,5 50,0 42 39 50 40 39 36 35 33 35 38
Benzo(a)pireno 32,4 50,0 50 48 59 45 45 45 32 30 32 37
Dibenzo(a,h)antraceno 34,9 50,0 42 33 46 35 32 32 38 36 37 41
Indeno(1,2,3-cd)pireno 31,4 50,0 42 32 37 36 33 34 46 46 46 48
Benzo(g,h,i)perileno 29,8 50,0 52 44 58 46 44 43 33 30 31 36
LEGENDA:

NV: n3o validado
VERMELHO: valores abaixo de LD
AZUL: valores abaixo de LQ
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Os valores na Tabela 41 em vermelho sdo valores abaixo do limite de
deteccao e os valores em azul sao os valores abaixo do limite de quantificagao, ou
seja, 0 método ndo possui limites baixos o suficiente para que essas analises sejam
efetuadas, nao sendo possivel a quantificacdo de muitos dos HPAs importantes para
este estudo.

Com base nessas observagdes foi decidido que um novo método seria
validado para que fosse obtido limites de detecgao e quantificacdo, aplicaveis as

amostras estudadas.

4.43. Validagao do método de extragao massa de 2,000 g (GC-MS
Shimadzu)

Amostras de sedimento foram pesadas (2,000 g) e fortificadas em 12 diferentes
concentragdes, sendo as menores concentragdes em ftriplicatas, 15, 20, 25, 30 e
40ng g'e as maiores concentragdes em duplicatas, 60, 100, 200, 300 e 500 ng g™

O método completo de extracao pode ser visto na Figura 47.

Figura 47. Fluxograma do segundo método de extragdo de HPAs em amostras de
sedimento validado.

SEDIMENTO

Amostra Liofilizada
2000 mg

¢

Extracdo Ultrassom
Solvente: 60% acetona
Volume: 25 mL
M. Extragdes: 2
Tempe: 10 minutos
TEMPERATURA: 35-42°C

!

Secagem Ny,
Ressuspensdo 1 mL n-hexano

Anilise
GC-MS

Fonte: A autora
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Os parametros referentes aos dois métodos validados de limites de
quantificagao e deteccao, e a faixa de trabalho estdo detalhados na Tabela 42.

Pode-se observar que apesar da faixa de trabalho ser menor no método
utilizando 2,000 g de sedimento, os limites de quantificagdo e de detecgédo para
quase todos os HPAs foram menores, com excegao benzo(g,h,i)perileno que
permaneceu o mesmo valor. O método validado utilizando 2,000 g de sedimento se

mostrou aplicavel as amostras deste estudo.
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Tabela 42. Dados comparativos entre os métodos de extragdo validados para amostras de sedimento, valores em ng g

METODO utilizando 1 g amostra METODO utilizando 2 g amostra
(Figura 46) (Figura 47)

HPAs LD LQ Faixa de trabalho LD LQ Faixa de trabalho
Naftaleno NV NV NV NV NV NV
Acenaftileno NV NV NV NV NV NV
Acenafteno 28,1 50,0 50,0-1000,0 28,7 30,0 30,0-500,0
Fluoreno 46,7 50,0 50,0-1000,0 20,4 25,0 25,0-500,0
Fenantreno 48,0 50,0 50,0-1000,0 15,5 20,0 20,0-500,0
Antraceno 35,9 50,0 50,0-1000,0 10,4 15,0 15,0-500,0
Fluoranteno 39,2 50,0 50,0-1000,0 14,9 20,0 20,0-500,0
Pireno 38,2 50,0 50,0-1000,0 12,2 20,0 20,0-500,0
Benzo(a)antraceno 35,4 50,0 50,0-1000,0 11,2 20,0 20,0-500,0
Criseno 39,9 50,0 50,0-1000,0 23,8 25,0 25,0-500,0
Benzo(b)fluoranteno 32,2 50,0 50,0-1000,0 23,4 25,0 25,0-500,0
Benzo(k)fluoranteno 34,5 50,0 50,0-1000,0 24,7 25,0 25,0-500,0
Benzo(a)pireno 32,4 50,0 50,0-1000,0 19,9 20,0 20,0-500,0
Indeno(1,2,3-cd)pireno 31,4 50,0 50,0-1000,0 6,0 15,0 15,0-500,0
Dibenzo(a,h)antraceno 34,9 50,0 50,0-1000,0 19,9 20,0 20,0-500,0
Benzo(g;h,i)perileno 29,8 50,0 50,0-1000,0 18,7 50,0 50,0-500,0

NV : ndo validado
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4.5. APLICAGAO DO METODO DE EXTRAGAO DE HPAS EM
AMOSTRAS DE Spartina alterniflora

As amostras de Spartina alterniflora (SA) analisadas neste estudo, foram
coletadas em locais préximo aos pontos de coleta de sedimento onde havia a
presenca de SA. As coletas foram efetuadas no mesmo diadas coletas de sedimento
porém em diferente periodo, enquanto o sedimento foi amostrado na parte da
manha (periodo de maré baixa Figura 48A), iniciando as 5:30, a coleta de SA foi
possivel apenas apds as 13 horas (maré alta Figura 48B) quando a maré atingiu
nivel suficientementealto para que a embarcacido se aproximasse do local
pretendido.

Figura 48.Spartina alterniflora A) maré baixa; B) maré alta.

Fonte: google imagens

A retirada da Spartina alterniflora foi efetuada manualmente através da parte
folnosa imersa na agua, sendo que para a amostra F nao foi obtido quantidade de
raiz suficiente para a analise, pois ndo seria possivel escavar o sedimento para
obter as raizes. A localizacdo estimada dos pontos de amostragem podem ser
observados na Figura 49, em 49A podemos observar a regido entre a Baixada
Santista (destaque em preto), local de coleta de amostrasimpactadas e a regido de
Bertioga (destaque em vermelho), coleta de amostras pouco impactadas. Na Figura
49B em verde, sdo mostrados os pontos onde foram coletadas SA e na Figura 49C
podemos observar os pontos de coleta das amostras com pouca influéncia
antropica. As amostras foram codificadas com a mesma letra de identificagdo do
local de amostragem. O método de extracao descrito na Figura 46 (pag. 158) foi
aplicado as amostras de Spartina alterniflora, folhas e caule separados da raiz. Os

resultados estdo sumarizados na Tabela 43, logo apos a Figura 49.
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Figura 49. Pontos de coleta da Spartina alterniflora: regido de coleta de amostras impactadas destacada em preto e ndo impactadas

destacada em vermelho (A); pontos de coleta da regido impactada (B); regido de coleta de amostras ndo impactadas (C).
= = e
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Tabela 43. Concentragdes de HPAs (ng g') encontradas em amostras de Spartina alterniflora (SA) (n=3).

PONTOS DE AMOSTRAGEM(FIGURA 49B)

HPAs

Naftaleno
Acenatftileno
Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Banzo(a)antraceno
Criseno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno
Benzo(ghi)perileno

ZHPA15

ZHPAS anéis

ZHPA4 anéis

ZHPAS anéis

ZHPAG anéis

ZHPAS anéis sem dib

ZHPAG anéis com dib

PONTO A
FOLHAS+CAULE RAIZ
nv nv
nd nd
nd nd
1414 nq
5715 2716
1614 16+0,6
19¢1 1413
1712 1541
1042 1242
1611 nq
1242 274
nq 1943
123 2215
225 237
nd nd
nq 10+4
195+29 185+35
87112 43+6
6217 4216
2415 68113
225 33+11
24 68
22 33

PONTO B
FOLHAS+CAULE RAIZ
nv nv
nd nd
nd nd
1212 ng
7116 16014
5915 2016
nd 42+3
1813 61+0,1
1416 ng
20+£3 nd
1412 173
ng 1214
102 2242
142118 10116
nd 277
1314 2814
373150 490+39
142112 18010
52111 10213
2414 7916
155122 129++10
2 52
155 156

PONTO C
FOLHAS+CAULE RAiz
nv nv
nd nd
nd nd
1413 nq
102118 47
22+1 13
3412 nd
2812 nd
ng nq
251 nd
1242 14
3017 8
ng 14
8217 25
nd nd
nq nqg
336%43 112,152
138122 59
8815
42+9 36
8217 25
42 36
82 25

RESULTADOS E DISCUSSOES

PONTO D
FOLHAS+CAULE RAIZ
nv nv
193 4114
181 291
29+4 28+2
6215 388131
251+15 3212
40+3 6815
6815 9612
9619 ng
1312 13+3
2314 1612
114 1244
3312 203
27+2 9516
374 2044
nq nq
722164 859+69
374129 518140
217+20 177£10
1041 69113
27 9516
67 49
65 115
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Tabela 43: continuacéo

HPAs

Naftaleno
Acenatftileno
Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Banzo(a)antraceno
Criseno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno
Benzo(ghi)perileno

ZHPA15

ZHPA3 anéis
ZHPA4 anéis
ZHPAS anéis
ZHPAG anéis
ZHPAS anéis sem dib
ZHPAS anéis com dib

PONTO E
FOLHAS+CAULE RAiZ
nv nv
nd nd
nd nd
173 7+2
1943 187115
2311 2241
2313 7317
nd 7413
6719 nq
4913 1242
11+2 2244
11+4 1614
4818 2215
178+21 2615
nd 27+3
1214 2015
457+61 501+£56
5817 21619
13915 159+11
7013 86116
190+25 4610
70 59
190 73

PONTOS DE AMOSTRAGEM (FIGURA 49B)

PONTO F
FOLHAS+CAULE

nv
nd
nd
12,7+£0,6
2143
58+2
nq
nd
ng
213
103
nq
3316
2442
2518
1512
209+30

9246
213
69+18
4013
44
65

RAIz

nv

PONTO G
FOLHAS+CAULE RAiz
nv nv
nd nd
nd nd
1613 nq
2814 254
1241 1512
ng 2312
nd 1942
1042 152
26+4 10,9+0,8
ng
nq 1543
2115 2414
3615 2415
nd 2814
1414 193
163+29 239132
5619 4116
3617 6817
2115 89111
5019 4218
21 60
50 71

RESULTADOS E DISCUSSOES

PONTO H
FOLHAS+CAULE RAIz
nv nv
nd nd
nd nd
1615 ng
4314 162119
1416 231
nd 4942
nd 491
ng ng
32,010,1 12,5+0,8
1314 13,010,6
ng ng
ng 1543
3116 1913
nd 22+1
173 98+1
166+27 462+33
74114 185121
31,11£0,1 1104
1344 5014
4919 11714
13 28
49 139
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Tabela 43: continuacao

HPAs

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Banzo(a)antraceno
Criseno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno

Indeno(1,2,3-cd)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno

Benzo(ghi)perileno
ZHPA15

ZHPA3 anéis

ZHPAA anéis

ZHPAS anéis

ZHPAG anéis

ZHPAS anéis sem dib

ZHPAG anéis com dib
LEGENDA:

nd nao detectado

PONTO |
FOLHAS+CAULE

nv
nd
nd
1413
2244
13,410,5
nd
1915
nq
2045
nq
nq
2614
2516
nd
nq
139428
5048
39411
2614
2516
26
25

ng ndo quantificado

RAIiZ

nv
nd
nd
1443
2814
1742
nq
nd
10,3+0,5
nd
1614
1244
1243
2245
2314
2115
177+33
608
1040,5
63114
43110

40
66

PONTOS DE AMOSTRAGEM (FIGURA 49B)

PONTO J
FOLHAS+CAULE

nv
nd
nd
1215
28,14
1413
nd
nd
20,7+0,8
48+3
11+2
153
13,1+0,2
231
nd
nq
185+21
55411
6843
3915
231
39
23

nv: ndo validado

RAIz
nv
nd
nd

10,0£0,8
2314
13¢1
nd
nd
1242
Nd
183
1413
Ng
2316
2413
2614
163+27
4616
1212
5619
49+10

32
74

RESULTADOS E DISCUSSOES

BERTIOGA MANGUE
FOLHAS+CAULE RAIZ
nv nv
nd nd
nd nd
10,0+0,7 1313
173 2014
14+1 211
214 nd
18+2 nd
ng nq
nd nd
ng nq
ng nq
ng nq
16,065 17,4+0,8
nd nq
nq 10045
9716 17114
42+5 5418
3916 0,000
- 0,000
165 11716
16 117
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Observou-se maior concentracdo nas raizes quando comparado as partes
aéreas de Spartina alterniflora, o que era esperado de acordo com o observado nas
amostras utilizadas para testar o método de extrac&o validado Tabela 36 (pag. 149).
O estudo de HONG e colaboradores (2015) corroboram essa afirmagdo, para o
fenantreno e pireno em plantas expostas por 70 dias em sedimento fortificado nas
concentracdes de 10 e 100 mg kg™ (Tabela 44) mostram que asraizes e folhas

apresentaram as seguintes concentragdes ao final do experimento.

Tabela 44.Valores informados por HONG et. al. (2015) de incorporagdo de HPAs em
Spartina alterniflora apés 70 dias de exposicao

10ng g” 100 ng g”'
Raiz Folhas Raiz Folhas
Fenantreno 6,20+0,50 0,83+0,09 10,7+0,89 1,7110,24
Pireno 4,30+1,43 0,79+0,04 6,97+0,44 1,20+1,57

Estes valores evidenciam que esta espécie apresenta a caracteristica de
acumular mais HPAs nas raizes em comparacao as partes aérea. WANG e
colaboradores (2012), reforcam esta afirmagdo mostrando as seguintes
concentracdes reportadas em ng g~ p.s.; Cromas: 95,3; Craiz: 162,6 ng g™'p.s. Estas
amostras foram coletadas no maior e mais antigo estuario da China localizado ao
leste da praia na llha de Chongming em Shangai convertido em area de Reserva
Nacional Natural, ou seja, uma area considerada preservada, sendo estes valores
compativeis com a amostra obtida em Bertioga, préximo a Reserva da Restinga
Ctolhas: 97; Craiz: 171 ng g'p.s.(Tabela 45).
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Tabela 45. Concentragbes médias encontradas nas folhas e raizes de Spartina alterniflora
em ng g'p.s. (peso seco) e respectivos desvios padrao.

AMOSTRA FOLHA

A 195429
B 37350
C 336+43
D 722164
E 457+61
F 20930
G 163+29
H 166127
I 139428
J 185+21

BERTIOGA 97+16

*amostra sem replicata

RAIZ

185+£35

490+39

112+

859169

501+56

239+32

462+33

177+33

163127

171114

SOMA

381+64

86388

448243

1581+133

958+117

20930

403461

629+60

316+61

348148

268+30

O contrario foi observado por WANG (2012) em outras espécies de gramineas

como a phragmites: Cehas: 170,1; Craiz: 79,1 e para scirpus Criohas: 86,2; Craiz: 89,6

(concentracdes emng g™ p.s.).

Para saber se ha diferenca estatistica significativa entre as concentragdes

encontradas nas partes aéreas (caulet+folhas) e nas raizes das amostras,

novamente utilizou-se os graficos de intervalo de confiangca e média das analises

com nivel de confiabilidade de 0,05. Concentragdes maiores nas raizes e menores

nas partes aéreas foram observada em quase todas as amostras, com excecao da

amostra C (Figura 50 marcador verde).
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Figura 50. Graficos de intervalo de confianga (IC) e média das analises de HPAs em
amostras de Spartina alterniflora folhas+caule e Spartina alterniflora raizes, com nivel de
confiabilidade de 0,05.
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Para duas amostras, A (marcador preto) e J (marcador cinza) as concentragbes
entre as partes aéreas e raizes, nao mostraram diferencas significativas como pode
ser visto na Figura 50.

A amostra C apresentou comportamento diferente das demais, ou seja, a
concentragcao na parte aérea foi significativamente maior do que nas raizes. Para
explicar o resultado diferenciado do ponto C deve-se considerar a localizacao deste
ponto. Além destes fatores temos que ressaltar que o experimento de HONG e
colaboradores (2015), possue limitagdes pois foi delineado no intuito de simular
condi¢cbes de contaminacdo apenas via sedimento, ndo levando em conta as outras
vias de exposicdo como a de origem atmosférica que ocorre naturalmente e que
segundo TREMOLADA e colaboradores (1996) resulta na maior fonte de
incorporacdo destes contaminantes nas cuticulas da vegetacdo exposta devido a
hidrofobicidade dos HPAs. Nao ha duvidas de que esta espécie possui maior
acumulo nas raizes quando comparado as folhas. A excegao observada pode ser
explicada pela influéncia de uma grande descarga de contaminantes atmosféricos
préximo a regidao amostral C, ponto préximo ao Porto de Santos que expde a

amostra estudada a grande quantidade de material particulado em suspensao
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proveniente dos navios e outras embarcacbes, que pode ocasionar maior
incorporacao via deposicao seca, além da proximidade com a Alemoa onde ocorreu
o incéndio em 2015 nos tanques de granel liquidos da USIMINAS, e com o Dique da
Gilda, onde ocorreu em 2017 o incéndio na comunidade de palafita.

Outras amostras que apresentaram concentracoes relativamente altas foram as
amostras coletadas nos pontos B, C e E (Crohas: 373; 336 € 457 e Cpiz: 490; 112 e
501 ng g'1 p.s. respectivamente), pontos proximos ao Porto de Santos, dos tanques
de armazenamento da USIMINAS e do Dique da Gilda, local este sem saneamento
basico, sem coleta de lixo que faz com que a comunidade perpetue a cultura de

queima de lixo.

4.51. Concentracao de HPAs nas folhas de Spartina alterniflora

O alto valor observado 722 ng g' p.s. obtido no ponto D é compativel com
valores observados na literatura (SUN et al., 2014) em amostras de gramineas
coletadas em locais altamente impactados préximo a industrias do petréleo (651 ng
g’) e industria de aluminio (795-980 ng g '), este ponto amostral em questdo é
proximo da USIMINAS, local que se espera obter os maiores niveis de
contaminantes em todas as matrizes estudadas. Porém os valores observados neste
estudo se mostram bem menores que valores de folhas e raizes de Spartina
alterniflora coletadas nos Estados Unidos (New Hampshire) Rio Cocheco (WATTS et
al., 2006) C,,iz: nd-22000 ng g'1 (Fenantreno) e Cyohas: 1,45-200 ng g'1 (Acenaftileno e
Pireno). Somente o valor de Fenantreno encontrado nas raizes supera o total de
concentracdo de HPAs encontrados em todas as amostras estudadas, mostrando
que comparativamente os locais amostrados possuem menor contamina¢gdo quando
observamos o Rio Cocheco. Um documento da EPA New England, 2012 reporta
medidas para conter uma possivel contaminacao proveniente de um aterro sanitario
proximo ao Rio Cocheco, este aterro pode ser o contribuinte das altas
concentragdes de HPAs encontradas no estudo de WANG e colaboradores.

Os valores encontrados no Rio Winnicut, considerado local nao impactado
Craizz Nd € Cionas: Nd-4,0 ng g~ (Naftaleno), mostrando que osresultados néo se

assemelham a nenhum dos ambientes estudados.
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No presente trabalho, as concentragbes de HPAs encontradas nas amostras
foram variadas e apresentaram as seguintes faixas: SHPA 97— 722 ng g p.s.;
S HPA3 aneis:42-374 ng g'p.s; SHPA, aneis: 21 — 62 ng g7'p.s; YHPAsg aneis: 16 — 260
ng g'p.s.

Amostra coletada no ponto D apresentou maior concentragdo para a soma dos
HPAs de 3, 4 e 5 anéis e para a soma total respectivamente (374, 217, 104 e 722 ng
g'1), este resultado ja era esperado pois o ponto D se encontra proximo a Cubatao
onde se localizam as varias industrias que podem contribuir para o aumento de
HPAs no ambiente como Dow Quimica, Petrocoque, Hidromar dentre outras.

As concentragdes totais de HPA em folhas s&do consistentes com a
localizagdo dos pontos de coleta que se encontram entre o Porto de Santos e area
industrial de Cubatdo. O ponto de coleta A se encontra no centro dos pontos de
maior concentragdo e apresentou valores baixos (Cronas:195 Ng g; Craizz 185 ng g”')
de cerca da metade a um ter¢o do valor encontrado nos pontos ao entorno (B, C e
D), o que pode ser causado por barreiras naturais relativas a exposi¢cao atmosférica
entre este ponto e as areas de fonte de contaminacado podendo ser observado os
pontos D, C e B como sendo exemplos de parte destas barreiras.

As amostras coletadas em F, G H e J (209, 164, 166 e 177 ng g') apresentaram
concentragdes intermediarias, comparaveis a A. A amostra do ponto | foi a que
apresentou menor concentracdo nas folhas dentre as amostras de area impactada
139 ng g, cerca de 40% maior que o valor obtido em Bertioga 97 ng g, area
considerada nao impactada. O ponto de coleta da amostra | é localizado no
Portinho, préximo ao Mar pequeno onde ha constante movimentagdo de

embarcagdes, sem outras influéncias como industrias e habitacado no local.

4.5.2. Concentragao de HPAs em outras espécies de plantas de
regides de mangue

Os estudos de HPAS em plantas proveniente de mangue mostra o
comportamento inverso demonstrado pela Spartina alterniflora. LI e colaboradores
em 2014, mostraram que outras espécies apresentaram concentragdes de HPAs
maiores em suas partes aéreas quando comparado as suas raizes nas seguintes
espécies: Kandelia obovata(KO), Aegiceras corniculatum (AC) e Bruguierra

gymnorrhiza (BG) e Avicennia marina (AM) na proporc¢ao de 1:1:1:1 foram lavadas e
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tratadas. Os seguintes valores foram observados para as folhas YHPA 3697 ng g
p.s. (1389-7925 ng g p.s.) e para as raizes as concentracdes de 313-5168 ng g’
p.s.

Outro estudo de SUN e colaboradores (2013) com as mesmas espécies
provenientes de mangue Kandelia obovata (KO), Aegiceras corniculatum (AC) e
Bruguierra gymnorrhiza (BG) e Avicennia marina (AM) (Figura 51), analisadas
apenas para o Fluoranteno indicou o comportamento mostrando as diferengas em
cada planta, para BG e AC foi observado que em 180 horas apds a depuragao,
quase todo fluoranteno havia se perdido restando apenas 1,9 e 8,2%
respectivamente em contraste para AM e KO ainda restavam 39,9 e 61,2%, mesmo
sendo observado uma menor adsorgdo em BG do que em AC apds as 8 horas de

depuracéo.

Figura 51. Diferentes tipos de plantas estudadas em mangue para exposi¢do de HPAs (LI et
al., 2014)

Bruguierra gymnorrhiza (BG) Avicennia marina (AM)

Fonte: google imagens
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Estes resultados nos mostram a grande variagdo no comportamento de espécies
proveniente do mangue, mesmo suas estruturas fisicas nao sendo tao diferenciadas
observou-se que o fluoranteno é aprisionado mais efetivamente em AM e KO e mais
fracamente em BG e AC. Pode-se esperar este comportamento para os demais
HPAs de propriedades semelhantes como o pireno e criseno e benzo(a)antraceno,
todos constituidos de 4 anéis aromaticos.

As outras espécies de plantas estudadas possuem morfologia totalmente
diferenciada e apesar de pertencerem ao mesmo ecossistema estudado possuem
estruturas mais altas que permanecem fora da agua por todo o tempo, o que
favorece uma constante deposicdo seca atmosférica nestes individuos. A idade das
folhas também pode ser um atenuante nas altas concentragdes, ja que podem estar
expostas por periodos mais prolongados que a espécie estudada.

Toda a vegetagdo invasora dos ecossistemas costeiros (manguezais, ervas
marinhas e pantanos salgados) é conhecido como “vegetacdo de carbono azul’,
devido a denominacdo que eles dao ao carbono retirado do meio ambiente por
esses ecossistemas, “carbono azul” (HUANG et al., 2022).A Spartina alterniflora
(SA) é uma das espécie invasoras que mais colonizam esses ecossistemas
costeiros, prejudicando a diversidade nativa devido a rapida proliferacédo e
adaptacao, apesar disso sao observados diversos beneficios dos locais onde a SA é
inserida, como a restauracdo de ecossistemas, melhora nas multiplas
funcionalidades do solo e principalmente a remocao de CO, considerada 40% maior
que a taxa das florestas tropicais (SYED et al., 2021).

HUANG e colaboradores reportam dados de HPAs em faixas de sedimento
separados por periodo, antes e depois da colonizagcado de Spartina alterniflora, tendo
sido determinadasconcentracbesde 69,2+12,2 ng g'1 e 270,8£16,4 ng g'1
respectivamente, observando um aumento de concentracdo de quatro vezes,
mostrando a capacidade que esta colonizag&o possui na retencdo de contaminantes
organicos que podem ser de origem natural ou antrépica (HUANG., et al 2022). A SA
estando em contato direto a um sedimento com altas concentracdes de HPAs pode
absorver esses e outros contaminantes que ja se encontram aprisionados ao
sedimento, ocasionando maiores concentracdes nas raizes quando comparada as
folhas e caule, além da constante lavagem das folhas pela maré alta, que diminui a
contribuicdo da deposicao seca nestes individuos.
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4.6. APLICACAO DO METODO DE EXTRAGAO EM AMOSTRAS DE
SEDIMENTO

Os sedimentos desempenham um papel importante no ciclo aquatico, pois eles
sdo responsaveis por transportar partes significantes de matéria organica e
contaminantes. Sedimentos superficiais sao principalmente derivados da erosao de
superficies e componentes minerais. Os componentes organicos sao derivados da
atividade bioldgica na agua. Logo, a qualidade da agua esta diretamente relacionada
com os sedimentos presentes nela.

Os sedimentos podem ser classificados em depositados ou suspensos. Neste
trabalho, foi analisado o sedimento depositado, coletado através de um balde do
fundo do leito dos rios. O monitoramento e avaliagcdo dos sedimentos precisa ser
constantemente avaliado e os procedimentos de analise refinados.

O processo de transporte de sedimentos € um fenbmeno dindmico e as aguas,
em especial de rio, sdo susceptiveis a mudancgas constantes. Por isso, as analises
de tamanho, polidispersividade (PDI) e analise de carbono organico total (TOC) sao
importantes para entender o perfil dos sedimentos e a relagdo deles com a
qualidade da agua.

O método foi aplicado as amostras de sedimento coletados, as concentragées

dos HPAs e as somatodrias estdo sumarizadas na Tabela 46.
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Tabela 46.Concentracdes de HPAs (ng g”') encontradas nas amostras de sedimento coletadas no pontos de amostragem indicados na Figura
19 (pag. 80) n=3:

HPAs 1 2 3 4 6 7 8 9
Naftaleno nv - nv nv nv nv nv nv
Acenaftileno nv - nv nv nv nv nv nv
Acenafteno nd - nd nd 4113 7112 nd 322682
Fluoreno nd - 4614 25+4 60+8 147116 nd 4114197
Fenantreno 2118 - 9948 116+12 264124 270427 nd 6316113
Antraceno nq - 406 257 102114 72 +8 nd 3493117
Fluoranteno nd - 325+10 97 +4 86317 3817 nd 881118
Pireno nq - 31649 10945 876121 32+1 nd 77120
Criseno nd - 11810 4114 586+34 347+17 nd 14383164
Benzo(a)Antraceno nd - 141+£10 40+2 593121 435117 nd 902+19
Benzo(b)fluoranteno nd - 213118 7618 938432 818+21 nd 8113
Benzo(k)fluoranteno nd - 162123 47+4 720118 1567437 nd 9859+22
Benzo(a)pireno nd - 79915 76x7 928+32 14748 nd 9307+30
Indeno(1,2,3-cd)pireno nd - 159114 434127 722118 450+14 nd 7347141
Dibenzo(a,h)antraceno nq - 3510 ng 152112 34+10 nq 572+11
Benzo(ghi)perileno nd - 141120 52,3515 684127 537113 nd 5891129
YHPA 20.965 - 2595 1192 7529 4965 - 66451
YHPA3 anéis 20.965 - 185 166 466 560 - 17149
YHPA4 anéis - - 900 288 2919 852 - 16244
YHPAS5 anéis - - 1210 199 2737 2566 - 19819
YHPAG6 anéis - - 300 487 1407 987 - 13238
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Tabela 46. continuacao
HPAs

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno

Antraceno
Fluoranteno

Pireno

Criseno
Benzo(a)Antraceno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno

Benzo(ghi)perileno

YHPA

>HPA3 anéis
>HPAA4 anéis
>HPAS anéis
>HPAG anéis

24,5+0,2
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

52
27
25
nd
0.000

11

nv
nv
nd
62
262
64
714
891
350
62
607
408
442
359
26

32

4,3x 10°
390

2x10°

15x 102
420

12

nv
nv
nd
nq
23+1
nd
nd
116110
89+16
35 +4
159 £16
101125
12113
115424
3016

12314

910
22
240
410
240

13
nv
nv
nd
nd
98+19
177
102413
154115
89+16
nd
102+16

14

nv
nv
nd
nd
7048
193
nd
211418
49+5
6418
149417
115433
130£15
113+19
1648
ng
940
89
320

410
110

15
nv
nv
nd
nd

nd
42+21
5418
nq
nd
3215
nd
nd
28+10
nq

nq
210
50
96
32
28
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16
nv
nv
nd
nd
nqg
nd
4415
5041
3043
nd
4016
3014

230
nq
120
70
33

17

170
36
58
49
25
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Tabela 46. Continuacao
HPAs

Naftaleno

Acenaftileno

Acenafteno

Fluoreno

Fenantreno

Antraceno

Fluoranteno

Pireno

Criseno
Benzo(a)Antraceno
Benzo(b)fluoranteno
Benzo(k)fluoranteno
Benzo(a)pireno
Indeno(1,2,3-cd)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno

Benzo(ghi)perileno

SYHPA

>HPA3 anéis
> HPA4 anéis
>HPAS5 anéis
>HPAG anéis

LEGENDA: nv: ndo validado nd:nao detectado

nqg
50+13

372
47
136
94
94

21

nv
nv
nd
nd
3110
nd
3117
277
20+10
nd
nd
nd
nd

nd

nq
nd

109
31
78

nqg: ndo quantificado;

ARI

nv
nv
nd
nd

528
nd
nd

285
nd
nd
nd
nd
nd

2444
nq

nqg
104
52
28

24

CAN

nv
nv
nd
nd

31+15
nd
nd
nq
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

31
31
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nv
nv
nd
nd
90+17
26112
335+14
292428
159117
183122
189115
170122
123119
175422
2918

143118

1913
116
968
511
318

BN

nv
nv
nq
nd
8719
177
nq
185+11
87110
84125

107+12
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4.6.1. Comparativo das Concentracdo de YHPA:s do atual trabalho
com: Valores da CETESB 2001 e Concentragbes em outras regides

Na literatura pode-se encontrar apenas um estudo abrangente (sedimento, agua
e organismos) sobre a ocorrencia de HPAs na Baixada Santista, que foi reportado
pela CETESB em 2001, portanto a comparacao dos dados obtidos nesta tese sera
efetuada com os desta publicacdo. Os dados também serdo comparados aos
obtidos em outras regides impactadas em outros paises.

Os pontos de maiores concentragcdo de HPAs foram os locais proximos a ex
COSIPA, (USIMINAS desde 2009), que foram comparados com os valores
apontados no estudo da CETESB publicado em 2001.

A Figura 52, a seguir apresenta os pontos de coleta de sedimento 6 e 9.

O maiorsomatério de HPAs encontrado foi de 66000 pg kg™ (ponto 9), no Canal
da Cosipa (Figura 52, pag. 183), mesmo local que em 2001 apresentou
concentragdes de 733000 ug kg'1. Esta diferenca de 10 vezes pode ser o reflexo de

dois fatores:

1- Crise econdmica do pais de 2015 que forgou o encerramento da metalurgia
primaria na antiga COSIPA, estinguindo o funcionamento relacionado a esta
atividades, como patio de minério, coqueira, sinterizacio e alto forno, atividades de
grande contribuicdo na liberagdo de HPAs no ambiente;

2- Criagdo da Secretaria do Meio Ambiente em 2001, consequéncia da
crescente preocupacao e conscientizacdo dos danos que estavam sendo causados
ao meio ambiental. No ano de 2005 a USIMINAS investe 1,1 bilhdes para sanar os
problemas ambientais, dentre os quais R$ 240 milhdes foram gastos em

equipamentos de controle ambiental.

Valores comparaveis aos atuais (66.000 ug kg'1) foram observados por BUELL e
colaboradores (2021), em amostras dos Grandes Lagos no lado canadense (Rio Sao
Lourenco) area também de estuario e local estratégico com histérico comercial e
transporte de cargas, apresentando em seu entorno prospera regiao industrial. O rio
Sao Lourengo passa pelas provincias de Ontario e Quebec, no Canada, e pelo
estado americano de Nova lorque, servindo como fronteira entre os dois paises,

mostrando que possui perfil semelhante ao da Baixada Santista, também ¢é local de
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facil escoamento de produtos ja que o rio € navegavel desde seu estuario até sua
nascente (lago Ontario). Essas atividades ao longo dos anos contribuiram para a
degradacado e contaminacao destes estuarios. Outros locais no Brasil de mesmo
perfil estuariano que reportaram concentragcbes com valores da mesma ordem de
grandeza e superiores aos da CETESB de 2001 sdo: Baia de Guanabara 10 a
240395 pg kg (FARIAS et al., 2008) e Porto de Fortaleza 3040 a 2234760 pg kg™
(CAVALCANTE et al., 2009).

A segunda maior concentracgo (7529 ug kg™ foi observada no ponto de coleta

6, no Rio Pedreira na margem da llha do Barnabé (Figura 51), local onde a CETESB
em 2001 reportou valores bem menores (221-1395 g kg™”'). Este local conhecido
como Canal de Navegagdo da Cosipa, sofre transito intenso de grandes
embarcagdes pela proximidade do porto de Santos, além de possuir uma geografia
propicia para a retengcdo de sedimentos provenientes de outros pontos mais
impactados, ja que a movimentagéo e transporte, juntamente com os contaminates
se da so sentido rio — oceano tendo como fatores de influéncia asforgas geradas
pelos movimentos oscilatérios das correntes de maré e turbuléncia dentre outros
fendbmenos que acabam ocasionando a deposi¢cao do material nas margens. Outro
fator que pode colaborar para as altas concentracbes deste ponto € a proximidade
dos tanques de armazenamentos (Porto da Alemoa 7 ") da USIMINAS que em 2015
incendiou por 9 dias seguidos. Na literatura ALVES DE LIMA (2019) reporta valores

parecidos encontrado em amostras de sedimento do Porto de Paranagua (2,72 —

9662 ug kg™') localizado no estado do Parana.
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Figura 52. Pontos de coleta 9 (proxima USIMINAS) e ponto 6 no Rio Pedreira (margem da

llha Barnabé). _
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Os pontos 7, no Rio Perequé e 11 no Largo da Pompeba (Figura 53)
apresentaram concentragdes semelhantes, 4964 e 4300 pg kg'1 respectivamente,
sendo que o ponto 7, localizado no Rio Perequé, ndo encontra correspondéncia com
nenhum ponto do estudo da CETESB (2001). Estando localizado préximo ao Rio
Piagaguera, onde se encontra o porto da Cosipa, local que apresentou as maiores
concentracoes de HPAs deste estudo. O ponto 11 € o local onde ocorreu o incéndio
na favela de palafitas em 2017, que integra o Dique da Gilda, conhecido como
Caminho de S&o Sebatido. Neste incéndio mais de 200 moradias foram destruidas e
demorou mais de 2 horas para ser contido, além do local possuir caracteristicas de
mangue fortemente impactado, pelo crescimento desordenado urbano, ndo possuir
saneamento basico, o descartre de lixo ocorre a céu aberto em terra e nos canais.
Na coletada de amostras houve grande dificuldade de locomogao devido ao niumero

abundate de residuos que se encontravam na agua, nao permitindo a movimentagao
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da hélice, ocasionando a pausa do percurso para a remoc¢éo do lixo que impedia o
funcionamento do motor. Os valores encontrados sao proximos ao valor reportado
por FENGLAN LI e colaboradores (2014) 4480 ug kg™' em amostras de sedimento de
mangue de Futian no sul da China, uma das primeiras cidades a se desenvolver na
regidao da Baia de Shenzhen (China), local populoso e com histérico de
industrializagdo, mesmo cenario dos pontos 7 e 11 deste estudo.

Para o ponto 10 no Rio Casqueira (Figura 53) observamos uma concentragao
baixa de 52ug kg'1, apesar da proximidade do Rio Cubatdo e do Largo da Pompeba
que apresentaram altas concentragcbes, o Rio Casqueira neste ponto nido é
influenciado por movimentos que transportam grande quantidade de sedimentos no
sentido, Lagoa da Pompeba — Ponto 10 (sentido leste-oeste), recebendo vazao de
agua e sedimentos vindos do Rio Cascalho e pouca influéncia do Rio Cubatdo que
possui maior abertura de vazdo para o sentido oeste, direcdo da llha Barnabé.
ZANARDI LAMARDO e colaboradores (2019) reportou situagdo semelhante, no
estudo realizado na india, em amostras de sedimento provenientes do Estuario do
Rio Hooghly, dois pontos de coleta proximos apresentaram valores discrepantes, S7
(22°52°N, 88°10°E) 1731 ug kg™ e S8 (22°01°N, 88°22°E) 14,4 ug kg, diferenca de
dez vezes entre os pontos. S7 possui influéncia direta de uma area portuaria com
intensa atividade nautica e S8 com localizagdao préxima apresenta area de

escoamento maior, possibilitando a vazao de contaminantes para o mar.
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Figura 53.Pontos de amostragem do atual trabalho Rio Perequé P7 sem ponto CETESB
correspondente, Rio Casqueira P10 e Largo da Pompeba P11 com respectivos pontos
CETESBC10eC11.
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O ponto de coleta 4 (equivalente ponto CETESB 7, 4794 ug kg'1) apresentou
concentragcdo menor que a reportada em 2001, 1122 ug kg'1, neste ponto se
encontra o aeroporto do Guaruja na (Figura 54), possivel fonte de HPAs
(combustivel de avido) além disso, esta regido é favorecida com a deposicao de
sedimentos oriundos das bacias contribuintes de Cubatdo. Com a diminuigao das
atividades da USIMINAS é de se esperar que o sedimento ndao apresentasse
concentracoes tao elevadas de HPAs quanto as apresentadas em 2001 época em
que a USIMINAS ainda fornecia material para a metalurgia primaria. Concentracdes
desta magnitude foram observadas em amostras de sedimento superficial do
Mangue de Guadaloupe, na Franca em 2012 (1065 g kg™') em pontos préximo ao
Aeroporto de Raizet (RANDINE et al., 2012) e em amostras provenientes do mangue
em Baguang (Baia de Daya) na China, 1262-1065 pg kg, este local apresenta
pouco desenvolvimento, poucas fabricas foram estabelecidas das ultimas décadas,

possuindo em seu entorno um meio ambiente considerado pouco impactado (LI et
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al., 2014), porém algumas industrias petroquimicas se estabeleceram nos ultimos
anos, o0 que pode explicar os valores proximos das duas regifes descritas
anteriormente com proximidade a aeroportos.

O ponto 3 (Figura 54) apresentou altas concentracdes 2595 ug kg™'. Este ponto
esta localizado a montante no mesmo canal que o ponto 4, é correspondente ao
ponto CETESB 24, que em 2001 nao reportou concentracdes consideraveis de HPA.
Este local de amostragem esta localizado no estuario de Bertioga, maior canal com
desembocadura a oeste do Oceano Atlantico e leste possui conexao com o Canal do
Porto de Santos, este canal possui limitada troca hidrica com os outros sistemas,
segundo o reportado por CARVALHO V.O. (2016) podendo ser esta carcateristica
fundamental para acumulo de HPAs. A concentragdo encontrada € comparavel a
concentracao reportada por LI e colaboradores (2014) em amostras provenientes de
Waterland estuario localizado no delta do Rio Zhujiang (Rio das Pérolas) na China

em area se grande expanc¢ao indusrial nos anos 80 e 90 (LI et al., 2014).

Figura 54.Canal de Bertioga, pontos de amostragem do atual trabalho P6 e P4 e
respectivos pontos CETESB C6 e C7.
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Para os pontos decoleta 12 (Rio Santana), 13 e 14 (ambos no Rio Boturoca)
(Figura 55) observou-se concentracdes semelhantes, 911, 877 e 940 ug kg~', os
respectivos pontos CETESB sao 12, 25 e 14 com concentragdes 37, sem valor
reportado e 39 ug kg'1, concentracdes proxima entre si mas bem menores que os
encontrados atualmente. Este aumento pode ser explicado pelo incéndio nos
tanques da Alemoa, que ocorreu pouco tempo antes da coleta de amostras para o
presente estudo e que sendo de grandes proporgdes pode afetar grandes
extensdes. Podemos relacionar este aumento com o desenvolvimento industrial,
como aponta informacdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o
PIB industrial da cidade de Sao Vicente passou de R$ 193 para R$ 414 milhdes

entre os anos de 1999 e 2015

Figura 55.Pontos de amostragem do atual trabalho P12, P13 e P14 e respectivos pontos
CETESB C12, C25e C13.
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Os pontos 15, 16e 17(Figura 56) apresentaram concentragbesde, 210, 230 e
170 ug kg™ respectivamente, sendo que os valores informados pela CETESB foram

39, 35 e 21 ug kg'1, respectivamente. Como ocorreu para os pontos 12, 13 e 14
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estes pontos também apresentaram aumento nas concentragdes quando
comparados aos dados de 2001 (CETESB), podendo ser justificado também pelos
acontecimentos recentes ou pelo aumento industrial demonstrado anteriormente na
regidao de Sao Vicente. Os valores de concentragbes estdo de acordo com o
reportadopor HUANG e colaboradores (2022) em amostras de sedimento
proveniente da regido de mangue da llha Ximen (176,6 ug kg™') e Maoyan (143,2 ug
kg") localizadas na Baia de Yueging na China.

Na Figura 56, podemos observar que os pontos de amostragem 16 e 17 supra
citados, estdo em dominio do Municipio de S&o Vicente, justificando o uso dos
valores de PIB deste municipio em especifico.

Figura 56.Pontos amostragem do atual trabalho P15, P16 e P17 e respectivos pontos
CETESB C14, C15 e C16, ponto de amostragens atuais P20, P21 e P22 e ponto CETESB

correspondente C17, delimitagcdo do municipio em vermelho.
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As amostras do Portinho,pontos 20, 21 e 22 (Figura 57) foram coletadas com
pouco distanciamento, foram efetuadas desta forma devido as carcteristicas distintas
observadas em cada margem, a amostra 20 foi coletada na margem do Mar
Pequeno, em area com vegetagcdo, a amostra 21 e 22 foram coletadas no canal
localizado ao final da Avenida Sérgio Garcia (Figura 57), sendo a amostra 21
proveniente da margem com pouca vegetagao e a amostra 22 da margem contendo
pedras e sem vegetagéo.

As trés amostras podem ser correlacionadas com os pontos CETESB 16 e 17
(25 e 41 pg kg™') (Apéndice 1) estes pontos apresentaram concentracdes de 371,
109 e 42 ug kg, respectivamente.Nota-se que os valores obtidos neste estudo
foram bem maiores que os observados em 2001, com excegao do ponto 22 que

apresentou concentragcio de 42 ug kg'1.

Figura 57. Portinho, ponto de coleta das amostras 20, 21 e 22.

P20
P2l

P22

LEGENDA Fonte: googlemaps MODIFICADO

ponto de amostragem 11/07/2017
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4.6.2. Concentragcoes dos Pontos Controle

Como pontos controle foram coletadas amostras em dois locais na cidade de
Bertioga (litoral norte de SP), nas margens do Rio Itaguaré, amostra denominada
BM e em uma pequena nascenteamostra denominada BN, dentro de uma
propriedadeparticular (Figura 58) a 20 metros do Rio Itaguaré. Para estes pontos
foram obtidas as concentracbes de 1913 e 882 ug kg'1 respectivamente, valores
comparaveis as concentracdes de locais impactados como observado neste estudo,
ponto 3, 2595 ug kg'1 e pontos 12, 13 e 14 que apresentaram respectivamente 911,
877 e 940 ug kg com forte influéncias antrépicas como discutido anteriormente.
Provavelmente se a amostragem ocorresse dentro da Reserva Ecologica de
Bertioga, os valores refletiiam uma area bem menos impactada, pois as amostras
analisadas de Bertioga estdo sob a influéncia de areas de camping e proximidade

com rodovias.

Figura 58. Pontos de coleta das amostras de Bertioga, BM amostra de mangue e BN
amostra de nascente mapa em A e foto em B.
A
Q
9

¥

am‘bc\\ﬂ*’

LEGENDA Fonte: googlemaps MODIFICADO

ponto de amostragem Bertioga 13/07/2017
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continuagao Figura 58B:

Restaurant
Indiadas Ostra

Duas amostras provenientes de Cananéia e de Ariri (Figura 59) foram cedidas
pela equipe do Professor Dr. Denis Abessa (UNESP, SaoVicente) como sendo
exemplares de zonas ndo impactadas. Ariri e Cananéia se encontram na Area de
Protecao Ambiental de Cananéia-lguapé-Peruibe area de protecdo criada pelo
Decreto n° 91892, de 23 de outubro de 1984 com cerca de 202.308,43 hectares. Se

localiza no litoral sul do estado de Sao Paulo na regido sudeste do Brasil.

Figura 59. Locais de amostragem, Ariri e Cananeia, amostras ndo impactadas.

LEGENDA Fonte: googlemaps MODIFICADO
local de amostragem Cananéia

. local de amostragem Ariri
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Para estes pontos as concentracbes obtidas foram 31 e 104 ug kg'1,
respectivamente, concentragdes bem mais baixas que as amostras de Bertioga,
denotando tratar-se de regido pouco impactada. Na literatura alguns exemplos de
locais com niveis de concentragcdes de HPAs semelhantes, que apesar de serem
descritos como impactados, possuem influéncias de contaminagao recentes quando
comparadas as influéncias histéricas da regido estudada de Santos e Sao Vicente.

O estudo de SOUZA e colaboradores (2018)mostrou valores de 2,2-28,4 ug kg™,
para o somatorio de HPAsem amostras de sedimento coletadas nas margens do Rio
Poxim em Aracaju sendo as maiores concentragdes encontradas nas amostras de
mangue. O estudo associa estas concentragbes ao maior teor de lama(particulas
finas) nas amostras. Apesar do local aparentar ser impactado, os resultados néo
confirmam este fato, na regido estudada ha varias areas de preservagao
permanente sendo uma delas local do estudo no Rio Poxim. RAMDINE e
colaboradores (2012) encontraram concentragdes de somatéria de HPAs
semelhantes aos encontrados em Cananéia e Ariri, 49; 88 e 99 ug kg'1sendo
provenientes de trés locais: reserva natural, local com impacto urbano e industrial e
local de impactos de zona urbana e plantagao de cana de agucar em Guadaloupe,
territério Francés, que consiste em um grupo de ilhas na cadeia das Pequenas

Antilhas, no leste do Mar do Caribe.

4.6.3. Concentracdo de de HPAs em sedimentos e Resolugao
CONAMA

Nao ha legislagdo brasileiraespecifica, que estabelega os limites maximos de
HPAs em amostras sedimento. No entanto, a Resolucdo CONAMA 454 de 2012
estabelece os limites de alguns HPAs em material dragado, de agua salobra nivel 1
(limiar abaixo do qual ha menor probabilidade de efeito adverso a biota) e nivel 2
(limiar acima do qual ha maior probabilidade de efeito adverso a biota).Para esta
comparagdo usaremos apenas o nivel 1 em aguas salobras. Na Tabela 47
observamos os pontos de coleta que apesentaram valores acima do especificado
pela Resolucao, destacados em vemelho.

Das areas amostradas podemos dividir em quatro grupos:

e 40-499 g kg™: ndo impactada (PONTOS 10, 15, 16, 17, 20, 21 e22)

e 500-1200 pg kg™: pouco impactada (PONTOS 4, 12, 13 e14)
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e 1201-5000 pg kg™: impactada (PONTOS 3, 6, 7 e 8)
e >5000 pg kg': extremamente impactada (PONTO 9)

Tabela 47. Concentragao dos HPAs em cada amostra analisada e limites estabelecidos pelo
CONAMA 454/2012 em (ug kg™') e concentragdes encontradas nas amostras coletadas, em
vermelho os valores acima do determinadopara nivel 1

21

- 46 99

40

325

316

118

141

35

2595

25

97

109

41

40

1192

LEGENDA: *RESOLUCAO CONAMA 454-2012
nimero em vermelho: valores em desacordo com o especificado pelo CONAMA
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De acordo com os valores preconizados pelo CONAMA 454 (2012) as areas de
amostragem, 6, 7 e 9 apresentaram concentragcées decorrentes de forte impacto
ambiental, com valores acima dos permitidos para concentracido de pelo menos 5
HPAs. A amostra do ponto 9 apresentou concentragbes na faixa preconizada
apenas para o pireno, para todos os demais e para a somatério (cerca de de 12
vezes acima) foi observado limite maiores do que o descrito pelo CONAMA.

As amostras 6, 7 e 8 também extrapolaram os valores de somatério de HPA
permitidos, colocando assim em risco a integridade dos seres que vivem nestas
regides, ou individuos que eventualmente consomem alimentos provientes das

mesmas.

4.6.4. Relacao entre as Concentracoes de HPAs e Carbono
Organico Total

As amostras de sedimento coletadas neste trabalho foram peneiradas e a fragao
fina (<0,63 um) de cada amostra foi analisada no equipamento TOC-50000A
(Shimadzu) com catalisador de sensibilidade normal. Este equipamento mede a
quantidade de CT (carbono total) e ClI (carbono inorgénico) da amostra. O COT é
dado pela subtracdo de CT e Cl medidas foram efetuadas no laboratério LaPOA
(Laboratério de Processos Oxidativos Avangados) no Instituto de Quimica da
UNESP.

Em triplicata as amostras, foram pesadas (1,0 g) em falcons de vidro, adicionou-
se 10 mL de agua destilada em seguida as amostras foram agitadas por 30
segundos com a utilizagdo de vortex e colocadas em banho de ultrassom por 15
minutos seguida de centrifugacao. O sobrenadante foi retirado e submetido a analise
(NOGUEIRA e MODE, 2002), as médias dos valores estdo sumarizadas na Tabela
48 juntamente com os valores de concentracdo para Y HPAs encontrados nas
respectivas amostras, os resultados foram normalizados dividindo-se o valor de
concentragcao encontrada pelo valor do de carbono orgéanico total medido (Tabela
48).
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Tabela 48.Concentracdes de HPAs (ug kg™'), anélises de carbono organico total do
sedimento fragao final (ug kg™"), normalizagéo dos resultados.

AMOSTRA Tocfino  yteHpa 216 HPATOC
1 25600 21 0,001
2 - - -

3 387800 2595 0,007

4 459800 1192 0,002

6 i 7529 i

7 48160 4965 0,103

8 - - -

9 95160 66451 0,698
10 264000 52 0,0002
11 371400 4309 0,012
12 277600 912 0,003
13 189080 877 0,005
14 189640 937 0,005
15 443800 206 0,0004
16 50180 226 0,005
17 97340 168 0,002
20 168760 372 0,002
21 47300 109 0,002
22 73420 42 0,001
BM 127380 1913 0,015
BN 40540 882 0,022

LEGENDA: -sem resultados

No geral, os dados nao apresentam correlagdo entre o teor de carbono orgénico
na amostra e a concentracdo de HPAssegundo o coeficiente de correlagéao
apresentado 0,150 (Figura 60), este fato estd de acordo com o descrito por SILVA
(2012) onde também nao observou a influéncia do COT nas concentracdes de
HPAs.

Porém observamos na normalizacido efetuada que as amostras 7 e 9
apresentaram os maiores valores, indicando e nas amostras a quantidade de HPAs

por carbono organico presente é maior que nas demais.
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Figura 60. Grafico de correlacdo entre COT e concentracdo de HPAs.
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4.6.5.

Granulométrica

Relagao entre as Concentragoes de HPAs e Analise

Considerando-se a analise granulométrica (Apéndice 3) o somatdério de

concentracoes de HPAs apresentou correlagdo irrelevante, menor do que0,03

(Figura 61A) com as fragcbes de particulas (>63 um e >1000 ym) do sedimento.

Para as fragdes mais finas (fracdo >25 e < 25 pm) as correlagbes foram mais

expressivas, aproximadamente 0,6 (Figura 61B). Esse fato estd de acordo com o

descrito por SILVA (2012) que observou valores de correlagéo préximas a 0,6 entre

a quantidade de particulas mais finas (argila e silite) e a quantidade de HPAs,

indicando que o tamanho das particulas pode influenciar nos processos de absorgao

ou adsorgao de contaminantes. Os dados de correlagao se encontram na Figura 61.
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Figura 61. Grafico de coeficiente de correlagdo entre as concentragcbes de HPAs e os
resultadosda analise granulométrica das amostras.
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4.6.6. RATIOS

Foram calculadas algumas razdes de diagndsticos utilizando as concentracdes
de HPAs encontradas nas amostras de sedimento, para verificar quais as possiveis
fontes de contaminacado. Todos os valores de ratios e as possiveis fontes estao
sumarizadas no Apéndice 2.

A razdo fenantreno e antraceno (Fen/Ant) é baseada na estabilidade
termodindmica, fenantreno € o isbmero mais estavel, resultando em valores
elevados para indicar as fontes petrogénicas e menos elevados para fontes
pirogénicas.

Na Figura 62 observamos um grafico contendo os ratios calculados em cada
amostra e as faixas das razbes de diagnodstico, separadas por cores de acordo com
o provavel diagnéstico, laranja para fonte pirogénica, verde e amarelo para fontes
mistas e rosa para contaminacgao de fontes petrogénicas, ndo havendo praticamente
nenhumaindicagdo de fontes pirogénicas. A regido amarela de fonte mista se
sobrepde a fontes pirogénicas distintas como a combustdo de carvéo, diesel e
creosoto (10~30), se estas fontes forem improvaveis o diagndstico é baseado na
probabilidade de fonte petrogénica. As razbes de quase todas as amostras
indicaram possivel fonte pirogénica, com exce¢ao da amostra 13 e da amostra da
nascente em Bertioga (BM), estas duas amostras estdo em um intervalo de razao
que sobrepdem duas possiveis fonte:

> intervalo de fonte mista (5~10): fonte pirogénica de 5 a 9,indicando gasolina

combustivel, influéncia de rodovias e carvao de baixo nivel (carvdo com
baixo indice de carbono)

Esta razao € bastante afetada pela mobilidade das moléculas e pela volatilidade

dos compostos.
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Figura 62. Resultados do ratio (Fen/Pir) e diagndsticos sugeridos para as amostras de
sedimento.
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A razéo fluoranteno e pireno FIt/Pirtambém é baseada na estabilidade térmica
sendo o pireno termodinamicamente mais estavel que o fluoranteno, esta razédo é
mais sensivel na indicagdo das provaveis fontes de origem quando comparada a
anterior (YUNKER et al., 2002). Para as amostras analisadas as provaveis fontes
séo (Figura 63), fonte mista para as amostras de 3~6 e 11~20 e fontes pirogénicas
para as amostras 7, 21 e BM (Bertioga mangue). A amostra 8 apresentou valor
muito superior aos valores de razbes observados na literatura.

Ha algumas sobreposicdes para esta razio:

> no intervalo de fontes petrogénicas (<0,5): combustdo de diesel e alguns

lubrificantes;

> no intervalo de fontes mistas (0,5~1,0): emissbes de automdveis (YAN et

al., 2005).
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Figura 63. Resultados do ratio (FIt/Pir) e diagndsticos sugeridos para as amostras de
sedimento.
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Alguns autores descrevem a maior eficiéncia da razdo FIt/Pir quando utilizado
em conjunto com a razdo Fen/Ant. A vantagem da utilizagdo em conjunto é a maior
estabilidade da razao FIt/Pir quando aplicados a uma grande faixa de concentragao,
pois ambos possuem mesma velocidade de degradagdo (DE LUCA et al., 2004 e
YUNKER et al., 2002).

Outro parametro para indicar se a possivel fonte € pirogénica ou petrogénica é a
razdo BaA/Cri. O benzo(a)antraceno é formado preferencialmente durante a
combustao, resultando em maiores valores de razéo para indicar fontes pirogénicas
e menores petrogénicas (YUNKER et al., 2002). Esta razdo possui intervalos

sobreponiveis, sendo necessario estabeler os critérios a serem utilizados:

» valor de transicao entre as fontes : 1 (BaA/Cri< 1 fonte petrogénica e >1
fontes pirogénicas, porém valores acima de 1 podem indicar gasolina e
abaixo de 0,5 creosoto, combustdo de gasolina, diesel e carvao (DE LUCA et
al., 2004). Outra excegao apontada engloba a combustdo de antracinas e

alguns tipos de diesel que podem mostras valores abaixo de 0,25.

Na Figura 64 podemos observar que as amostras com provavel fontes
pirogénicas sao de 3 a 7, 14, 20, BM e BN, aplicando o critério de que o limiar de
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separacao € o 1. A amostra 16 esta no intervalo que indica fontes pirogénicas, mas
que se sobrepdem a outros critérios que consideram o limiar em 0,5. Fontes mistas
apenas a amostra 12 e pela primeira vez ha um diagnostico de fonte
predominantemente petrogénica para as amostras 8 e 11.

O ponto 11 se encontra proxima do Dique da Gilda, da Alemoa e do Porto de
Santos, local movimentado por embarcagdes e com possivel influéncia de queima de
diesel, sendo englobado nas excegbes desta razdo. O ponto 8 se encontra mais
retirado da rota de embarcagdes, devendo ser investigado a possivel atividades que
utilizem a queima de antracinas ou diesel nas proximidades deste local. Na auséncia

destas atividade, a provavel fonte petrogénica deve ser cogitada.

Figura 64. Resultados do ratio (BaA/Cri) e disgndsticos sugeridos para as amostras de
sedimento.
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A razado diagnéstico calculada com os isébmeros benzo(b)fluoranteno e
benzo(k)fluoranteno é uma ferramenta complementar que ajuda a distinguir algumas
fontes pirogénicas distintas. Os limites estabelecidos para cada fonte pode ser

observado na Figura 65.
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Segundo esta razaoo ponto BM possui fonte pirolitica com grande influéncia da
queima de biomassa, enquantos os demais pontos, com excecéo de 7 e 8, possuem
maior probabilidade da fonte ser veicular, queima de combuistivel. As amostras 7 e 8
apresentaram valor bem abaixo do reportado para o diagnédstico utilizando esta
razao. Esta ferramenta possui uma limitacdo para este estudo, ele nao é afetado por
degracdo aerobia e evaporagdo, porem no mangue também ocorre a degracio

anaerdbica, limitando a interpretacdo com o uso desta ferramenta.

Figura 65. Razdes BbF/BkF em amostras de sedimento e provaveis fontes.
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O caélculo da razdo Ind/BghiP, assim como a anterior auxilia na identificagao da
provavel fontes piroliticas e também possui intervalos para a diferenciagao entre
fontes piroliticas e petrogénicas. Esta razao tem sido bastante utilizada em amostras
de sedimento (ZANG et al., 2005 e VAN DROOGE et al., 2012). Nao foi observado
provaveis fontes petrogénicas dentre as amostras de sedimento analisadas (Figura
66), o que condiz com o reportado na literatura, que poucas fontes petrogénicas sao
diagnosticadas quando comparadas as fontes pirogénicas.

Segundo esta razdo as amostras estdo divididas entre provaveis fontes mista
(amostras 7, 12 e 20) e pirogénicas, a queima de combustivel féssil, as amostras 3,
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4, 6, 8, 11, 13, BM e BN, sendo que as amostras 4 e 11 apresentaram valores bem

mais elevadaos que os observados na literatura.

Figura 66. Razdes Ind/BghiP em amostras de sedimento e provaveis fontes contribuintes
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possiveis fontes emissoras, podendo ser a somatéria de 11 HPAs, sendo os 16
prioritarios com exceg¢aodo naftaleno, fluoreno, acenafteno, acenaftiieno e
benzo(b)fluoranteno, separados entre os HPAs mais leves (L) e os mais pesados (H)
de acordo com a Equacéo 2 (pagina 42).

Nesta razdo os valores acima de 1 indicam provaveis fontes petrogénicas e
abaixo de 1, fontes pirogénicas. As exceg¢des que encontramos nesta razado sao
algumas fontes pirogénicas que sdo comuns no local estudado como queima de
diesel, carvao, alcatrao de carvao, etc (DE LUCA et al.,, 2004) que apresentam
valores de razdo maiores que 1.

No diagnéstico das possiveis fontes de HPAs nas amostras deste trabalho
utilizando a razéo (L/H) observamos na Figura 67, que a maioria das amostras

apontam provavel fonte pirogénica, com excecgao dos pontos 10, 15, 17, 21 e Atriri
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que apresentam valores bem acima de 1,respectivamente 1,1; 3,64; 1,92; 445 e

3,32, indicando possiveis fontes petrogénicas.

Figura 67. Raz6es de diagndstico com a soma de 11 HPAs prioritarios (L/H) em amostras
de sedimento.
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Para estas amostras que apresentaram valores de razao acima de 1 o mais
provavel € que se enquadrarem nas exceg¢des, como a queima de diesel,
combustivel utilizado nos barcos de navegagao que circulam no Mar Pequeno, local
de coleta dos pontos 17 e 21 e préximo ao ponto 15, o ponto 10 também se encontra
na rota das embarcacdes e apresentou valor proximo do limite (1,1). Para a amostra
de Ariri é preciso maiores investigagcbes do ponto de coleta exato, pois a
possibilidade de fonte petrogénica ndo pode ser descartada.

Outra razédo que utiliza a somatoéria das concentragées dos 16 HPAs prioritarios,
organizados em dois grupos, HPAs pesados de 4 a 6 (HW) e leves de 2 a 3 anéis
aromaticos (LW), o calculo é feito de acordo com o mostrado na Equacéao 3 (pagina
42). Os limites descritos para esta razao sao, fontes pirogénicas menor que 0,4 e
fontes petrogénicas normalmente apresentam razao maior que 2,3 (TOBISZEWSKI
e NAMIESNIK, 2012).
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As amostras de sedimento apresentaram razdes da somatdoria dos HPAs como
as mostradas na Figura 68. Todas as amostras com exce¢ado das amostras 10 e
Ariri, apresentaram razdes que indicam contribuicao prevalente de fonte pirogénica.

As amostras 10 e Ariri apresentaram valores de razédo que indicam fonte mista.

Figura 68. Razbes de diagndstico da somatéria de HPAs, pesados de 4 a 6 (HW) e leves de
2 a 3 anéis aromaticos (LW).
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Os resultados de razdo diagndstico utilizando a soma dos HPAs mostraram
concordancia com a maioria dos pontos, os pontos de 3 a 8, 11 a 14, 16, 20, 22, BM
e BN para as duas diferentes razbes de soma, concordarm com o diagnostico de
fonte pirogénica, para a amostra 15 e 17 as razdes divergem, a primeira indicando
possivel fonte petrogénica e a segunda fonte mista e por ultimo a amostra 10 e Atriri,
na primeira razao a possivel fonte é petrogénica e na segunda fonte mista.

Todas as amostras, pelo contexto histérico e informagdes da dindmica de
atividades antropogéncias do local de amostragem, sao fortemente influenciadas por
fontes pirogénicas, como a queima de combustivel fossil que em quase todas as
razbes aplicadas se encontra na excecao, sobrepondo os valores que indicariam

contribuicdes de fontes mistas ou petrogénicas.
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Para a amostra de Ariri ndo dispomos de informagdes suficientes para analisar,
mas sabemos pela literatura que as fontes petrogénicas sdo mais escassas, sendo

as fontes pirogénicas as mais abundantes e provaveis.

4.6.7. Comparacao entre as concentracées de HPAs encontras em
sedimento e em Spartina alterniflora coletados no mesmo ponto

Em alguns pontos foi possivel coletar amostras de sedimento e de Spartina
alterniflora possibilitando a comparacao entre as concentracdes encontradas nas
duas matrizes.

As maiores concentracbes encontradas em sedimentos coincidem com as
maiores concentragdes encontradas na SAi (Somatdria das concentragdes na
mesma planta de raiz e caule+folha) e este comportamento prevalece para todos os
pontos (Tabela 51). A medida que as concentragdes decrescem na Tabela 51, as

concentragoes totais da SAita S€EgUEM praticamente o mesmo padrao.

Tabela 49. Valores de concentragdes (2 HPA, ng g™') para amostras de sedimento e
Spartina alterniflora coletadas nos mesmos pontos (Figura 19, pag 80).

Sedimento Spartina alterniflora
PONTO PONTO SAc.ir SAR SAcotal

7 4964 D 722 859 1581
11 4300 E 457 501 958
15 210 G 163 239 403
17 170 H 166 462 629
20 371 1 139 177 316
21 109 J 185 163 348

LEGENDA:

SAc+r caule+folhas de Spartina alterniflora
SArraiz de Spartina alterniflora

SAtotal = SAc+F + SARr

As amostras podem ser analisadas em trés grupos, GRUPO 1 de alta
concentracao (amostras sedimento 7 e 11 e respectivas SA, D e E), GRUPO 2 com

as amostras de concentragdes médias e baixas (amostras de sedimento 15 e 17 e
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SA respectivos G e H) e amostras coletadas em pontos proximos, denominado
Portinho (amostras sedimento 20, 21 e 22 e SA, 1 e J).

Para o GRUPO 1 observamos as maiores concentragdes no sedimento, pontos 7
e 11 e maiores concentragbes de SAiwt Nas amostras D e E. As amostras de SA
mostram concentracbes semelhantes para as partes analisadas separadamente do
mesmo individuo, para D temos SAc.«r= 722 e SAR=859 ng g~ e para a amostra
Etemos SAc:r= 457 e SAR=501ug kg'. A grande diferenga é a concentragdo total
nas SA destes mesmos locais, que apresentaram concentragdes proximas sendo a
concentracao na amostra E relativa ao ponto 11, 50% menor que a encontrada em
D. O ponto 7 possui um histérico de contaminagéo constante desde a fundagéo da
COSIPA nos anos 1970, com diminuigdo em 2015 com o fechamento da metalurgia
primaria, proporcionando um tempo de exposicado maior com a vegetagao contida
nestes ponto. Caso a vegetacado seja invasiva como a SA, as concentragdes de
contaminantes organicos no sedimento rapidamente podem ser capturadas por esta
espécie que é conhecida pelo grande potencial de remog¢ao dos HPAs em sedimento
(HUANG et al., 2022).

O Grupo 2, formado pelas amostras dos pontos 15 e 17 com respectivas
amostras de Spartina alterniflora, G e H, apresentaram as concentracdes
observadas na Tabela 51, o sedimento apresentou diferenga de 20%, enquanto as
concentragdes nas partes aéreas (caule e folhas) sao praticamente as mesmas, o
gue nao foi obervado nas amostras de raizes dos mesmos individuos, apresentando
uma diferenca de 100%, indicando que apesar da concentracido de HPAs no meio
onde as Spartinas alterniflora se desenvolveu, serem semelhantes, houve maior
absorcdo de HPA nas raiz para o individuo H, mais especificamente, para o
fenatreno, benzo(a)antraceno, criseno e benzo(g,h,i)perileno (Tabela 43, pag 168-
170).

Na literatura ha relatos das variaveis que influenciam na dindmica dos
contaminantes organicos em sedimento e na vegetacdo préxima, uma das mais
interessantes seria 0 tempo e quantidade de exposicdo aos diversos contaminates
ambientais. A presenca de contaminantes altera a microbiota e consequentemente
as caracteristicas que potencialmente influenciam na absorg¢ado, translocacdo de
contaminates organicos e inorganicos, como pH, porcentagem de mateéria organica,

salinidade, dentre outras. O HPA que mais afetada a dindmica da microbiota é o
207



RESULTADOS E DISCUSSOES

fenantreno (HONG et al.,2014), que na amostra H apresentou concentragbes cinco
vezes maiores quando comparado a amostra G.

Além destes fatores podemos observar as diferencas nos pontos onde as
amostras foram coletadas, o ponto H no Mar Pequeno, se encontra na rota de
transporte, sofrendo constante influéncia das embarcagdes e do trafego das
rodovias proximas que ligam o municipio de Praia Grande a Sao Vicente, enquanto
o ponto G se localiza no Rio Mariana, area com menos influéncias comparada a
area do Mar Pequeno.

O Grupo 3 é composto por amostras de sedimento coletados em pontos
préximos, enquanto a amostra 20 foi coletada na margem do Mar Pequeno contendo
vegetacdo, as outras duas foram coletadas na margem de uma entrada do Mar
Pequeno, sendo a amostra 21 proveniente da margem com vegetacédo e a 22 da
parte da mesma margem sem vegetacdo. Maior concentragdo no sedimento foi da
margem do Mar Pequeno, local com caracteristicas iguais aos do ponto 17, as
demais amostras 21 e 22 apresentaram baixas concentragcdes comparada a anterior
e diferentes entre si, concentragbes comparaveis com pontos pouco impactados. As
amostras de Spartina alterniflora ndo mostraram diferengcas em suas concentracdes
totais e individuais dos HPAs, devido a proximidade dos pontos de coleta. Para que
houvesse melhor investigacédo de influéncia da presenca de vegetacdo em amostras
de sedimento seria necessario um estudo com diversos individuos e campanhas de
coleta em diferentes épocas, considerando as variagdes climaticas e hidrodindmicas
dos locais de amostragem para valiar a influéncia que a vegetagcdo pode
proporcionar. Na literatura ha diversos estudos que reportam investigagbes deste
tipo que concluem pela existéncia desta influéncia (MARTINEZ et al., 2007; SYED et
al., 2021; Jl et al., 2014).

Analisamos graficamente as correlagdes entre as concentragées de HPAs totais
encontradas em amostras coletadas no mesmo local de acordo com os indicados a
seqguir:

» Spartina alterniflora totais (caule e folhas somado a raiz) X sedimento
(R?=0,842) Figura 69A;

> Spartina alterniflora caule + folhas X Spartina alterniflora raiz (R®=0,826)
Figura 69B;
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» Spartina alterniflora totais (caule e folhas somado a raiz) X Spartina
alterniflora caule e folhas (R*=0,960) Figura 69C;
» Spartina alterniflora totais (caule e folhas somado a raiz) X Spartina
alterniflora raiz (R=0,948 ) Figura 69C.
As correlagdo encontradas dentro do mesmo individuos de Spartina alterniflora

apresentam os maiores valores dentre as correlacdes calculadas.

Figura 69. Graficos de correlagao entre > ypas; A) sedimento X Spartina alterniflora TOTAL;
B) SARAiZESX SACAULE+FOLHAS;C) SATOTAL X SARAiZES e SATOTAL X SACAULE+FOLHAS
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continuagao da Figura 69
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4.6.8. Testes Bioldgicos:

Os bioensaios de toxicidade tem sido recomendado e aplicado por agéncias de
protecdo ambiental para a avaliagdo ecotoxicolégica de amostras ambientais e
compostos puros, bem como a avaliacdo do efeito fitotoxico de pesticidas em
espécies nao alvo, oferecendo um o6timo screening do risco do local (OCDE, 1984,
WANG, 1987; USEPA, 1989).

4.6.8.1. Lactuca sativa

O bioensaio foi realizado pela aluna de doutorado do departamento de Biologia,
Lais R. D. Sommaggio do Instituto de Biociéncias (UNESP) Campus de Rio Claro
(Laboratério de Mutagénese Ambiental) com o organismo modelo Lactuca sativa,
variedade Grand rapids da marca Isla, sendo feito algumas modificacbes da
metodologia proposta por SOBERO & RONCO (2004). Este bioensaio de toxicidade
€ um teste estatico de toxicidade aguda (120 horas de exposi¢cao) que avalia os
efeitos fitotoxicos de compostos puros ou misturas complexas no processo de
germinagdo das sementes e no desenvolvimento das mudas durante os primeiros
dias de crescimento. O ensaio avalia a inibicdo na germinagdo e a inibicdo no

alongamento da radicula e do hipocétilo. Deve-se destacar que durante o periodo de
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germinagao e nos primeiros dias de desenvolvimento da muda, ocorrem diversos
processos fisioldgicos nos quais a presenga de uma substancia toxica pode
interferir, alterando a sobrevivéncia e o desenvolvimento normal da planta, sendo
portanto, um estagio altamente sensivel a fatores externos adversos. Por outro lado,
muitas das reagdes e processos envolvidos sdo gerais para a grande maioria das
sementes, portanto a resposta desta espécie e os dados obtidos com a aplicagao
deste teste sdo amplamente representativos dos efeitos nas sementes ou brotos em
geral. O sucesso ou a capacidade de uma muda de se estabelecer em um
determinado ambiente é de grande importancia para garantir a sobrevivéncia da
espécie. Logo, a avaliacdo do desenvolvimento da radicula e do hipocétilo
constituem indicadores representativos para determinar o estabelecimento e a
capacidade de desenvolvimento da planta.

O teste de germinacgao foi realizado em placas de Petri contendo as amostras de
sedimento (Figura 70). Para os controles utilizou-se areia lavada e autoclavada
como controle negativo (CN) e uma solugdo de sulfato de zinco 0,05 M como

controle positivo (CP).

Figura 70. Germinagdo das sementes de Lactuca sativa nos tratamentos controles e nas
amostras de sedimentos.

e L

A3 controle positivo (sulfato de zindo)

B1.3 controle negativo (dgua de osmose reversa)
Ci.samostras ponto 6

D1.3amostras ponto 9

E+samostras ponto 11

Fi.3amostras ponto 15
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Todos os tratamentos foram realizados em ftriplicata, e em replicata. Sobre as
amostras de sedimento e tratamentos controles foram dispostas 20 sementes de
alface, as placas de Petri contendo as amostras foram colocadas em camera estufa
com temperatura controlada, no escuro, por 5 dias a 22 °C. Apos este periodo se
realizou uma contagem das sementes que germinaram.

A analise estatistica foi realizada pelo teste Kruskal-Wallis a 0,05 de nivel de
significancia, utilizando o software Bioestat 5.0, os resultados estdo sumarizados na
Tabela 50.

Tabela 50. Resultados do teste de germinagdo em Lactuca sativa utilizando sedimento

de mangue.
Amostras el Réplica 2
Média % Média %
CN 18,3+ 0,6 91,7 17,7+15 88,3
ZnSO, 0* 0 0* 0
Ponto 6 e 0 0+ 5
Ponto 9 0* 0 0+ 0
Ponto 11 e 0 0* 5
Ponto 15 0* 0 0+ 0
LEGENDA:

* estatisticamente significativo, p<0,05 — Kruskal Wallis
CN: controle negativo

Os pontos de coleta selecionados para realizar este ensaio foram baseados na
disposicao geografica e na exposigdo ambiental de cada ponto, ou seja, foram
preconizados pontos que estdo em zonas de maior risco ambiental.

Os resultados obtidos a partir do bioensaio com Lactuca sativa demonstram que
as amostras de sedimentos de todos os pontos analisados, pontos 6, 9, 11 e 15 séo
fitotoxicas para o organismo teste em questido, ja que ndo houve germinacédo das
sementes em nenhum dos tratamentos. E considerado adequado uma germinagao
maior que 80% para auséncia de fitotoxidade. A concentracédo de HPAs e/ou a
concentragao de outros contaminantes, contida nestas amostras sao altas suficiente
para exercer efeito fitotoxico logo, podemos considerar que este sedimento

apresenta potencial risco ao ambiente a que ele esta inserido, destacando
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novamente que ndo ha somente os HPAs nas amostras mas outros contaminantes
qgue podem influenciar no desenvolvimento do experimento.

A literatura n&o reporta relagdes entre concentracdo minima de analito e
fitoxicidade, os estudos se baseiam em solos ou aguas contaminadas e se os
mesmos apresentam ou ndo efeito fitotdxicos, observado pela germinagao das
sementes de vegetais, ou seja, a respostas sendo uma variavel qualitativa nominal.

A incorporagao deste teste, inserido no contexto de demais bioensaios, considera
importante o equilibrio entre a sensibilidade das espécies L. sativa, tempo de
exposi¢ao reduzida do ensaio com sementes, baixos custos associados e nao
necessita de equipamento sofisticado, particularmente na aplicagdo a amostras
ambientais ou no monitoramento de processos de desintoxicacdo, saneamento,

controle de efluentes ou reuso de bioensaios

4.6.8.2. Tiburonella viscana

O grupo do Professor Dr. Denis Abessa (Instituto de Biociéncias, Campus Litoral
Paulista-Sao Vicente) utilizou como organismo-teste o anfipodo escavador
Tiburonella viscana (THOMAS & BARNARD, 1983), Crustacea, Malacostraca,
Peracarida, Amphipoda, Platyischnopidae.

Segundo MELO (1993), a espécie € adequada ao uso em testes de
toxicidadepelos seguintes fatores:

1) alta sensibilidade a diversos contaminantes;

2) disponivel em abundancia;

3) organismo autéctone (natural da regiao que habita) e representativo;

4) ampla distribuicao geografica;

5) alta sobrevivéncia e boa tolerancia durante o periodo de aclimatacdo as
condi¢des de laboratorio;

6) tolerante a varios fatores abidticos;

7) habito escavador assegurando uma exposicdo maxima aos contaminantes
retidos no sedimento, entrando em contato com a agua intersticial e com as
particulas do sedimento.

A literatura mostra sucessodo uso do T. viscana em estudos de toxicidade de
sedimentos (ABESSA et al, 1998; 2001; 2005; MARANHO et al, 2009;
RODRIGUES et al., 2013; ARAUJO et al., 2013; CAMPOS et al., 2016; SOUZA et
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al., 2016). Os exemplares de T. viscana foram coletados no nivel superior do
infralitoral da Praia do Engenho D’Agua, em llhabela, com auxilio de uma draga
manual, desenvolvida especialmente para coleta de anfipodos. Apds a coleta, os
animais foram transferidos para frascos de polietileno contendo sedimento e agua do
mar do local, e transportados para o laboratorio, dentro de caixas de isopor.

Ap6s triagem e identificagdo dos individuos de T. viscana em
estereomicroscépio, os animais foram aclimatados por 5 dias em tanques contendo
agua do mar filtrada e uma camada de 2 cm de sedimento controle, a 25+2 °C, com
iluminagdo aeragdo constantes, conforme orientagbes de MELO (1993) e ABNT
(2016). O método utilizado na execucédo dos testes de toxicidade de sedimentos
seguiu basicamente uma adaptagdo do protocolo descrito por MELO & ABESSA
(2002) e ABNT (2016) para Tiburonella viscana, o qual foi miniaturizado segundo
USEPA (1994), KUBITZ et al. (1996) e SHIELDS et al. (1991).

Os testes foram conduzidos em frascos de polietileno de alta densidade com
volume de 350 mL (Figura 71). Cerca de 24 horas antes do inicio de cada
experimento, as amostras de sedimento foram homogeneizadas manualmente e as
réplicas preparadas, em numero de 4 por amostra testada; para algumas amostras,
havia pouco volume de sedimento e nesses casos apenas 3 réplicas foram
preparadas. Em cada uma foi introduzida uma camada de 1,5 cm (=100 ml) de
sedimento ndo peneirado e 200 mL de agua do mar filtrada em elemento filtrante do
tipo CUNO (0,1 um).

Figura 71. Montagem do bioensaio utilizando Tiburonella viscana como organismo teste.

Crédito das fotos: MSc. Ana Carolina Feitosa Cruz (UNESP)
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Parametros fisico-quimicos da agua circundante nos frascos-teste contendo as
amostras foram medidos antes e ao final do experimento: a salinidade foi medida
com auxilio de um refratdmetro da marca ATAGO-S/Mill com precisdo de 1 %o; o pH
foi medido por meio de pHametro Lutron modelo PH-206 (precisao de 0,01); o teor
de oxigénio dissolvido foi por meio de um oximetro YSI modelo 550A (com precisao
de 0,01 mg L'1); temperatura, com auxilio de um termémetro de mercurio com
precisdo de 0,5 °C; e concentragdo de nitrogénio amoniacal, pelo método de
titulagédo por colorimetria descrito por KOROLEFF (1970) e tem limite de detecgao de
0,1 mg L' de nitrogénio amoniacal total.No dia seguinte, foram iniciados os
experimentos, cada réplica recebeu 5 individuos adultos sadios e de mesmo
tamanho. De acordo com MELO (1993), sdo considerados saudaveis os organismos
que apresentam movimentagao regular dos apéndices e do tubo digestivo,
respondem a estimulos contraindo o corpo, ndo apresentam deformagdes ou
anomalias morfolégicas e se enterram num periodo de até uma hora apds serem
introduzidos nos frascos-teste. Nao foram utilizadas fémeas ovadas. Durante os
experimentos os animais nao foram alimentados e permaneceram sob aeragao e
iluminacdo constantes a temperatura de 25+2 °C. Diariamente, foi observado o
namero de organismos mortos € o de vivos desenterrados (emergentes) em cada
frasco, assim como as variaveis fisico-quimicas (pH, salinidade). Ap6s 10 dias, o
experimento foi finalizado. O sedimento de cada réplica foi peneirado em malha 0,5
mm. Os exemplares de T. Viscana retidos foram entao transferidos para placas de
Petri, com auxilio de um conta-gotas e examinados em estereomicroscopio. O
numero de animais mortos e vivos foi contado. Quando a soma final de vivos e
mortos numa réplica ndo atingiu 5, o0s organismos nao encontrados foram
considerados mortos.Sobre os dados foram aplicadas as analises estatisticas
contidas no pacote estatistico STATISTICA (STATSOFT, 1998). Os dados foram
checados quanto a homocedasticidade pelo teste de Bartlett, e quanto a
normalidade de suas distribuicbes pelo teste de Shapiro-Wilks. Apds essa
determinagdo, para os dados homocedasticos e com distribuicbes normais, foi
aplicado teste t-student para variancias similares ou diferentes (amostra x controle).
Na Tabela 51 podem ser observados os valores obtidos para as variaveis fisico-
guimicas indicadoras da qualidade da agua nos frascos teste no inicio e no final do

experimento.
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Tabela 51. Parametros monitorados durante o experimento.

Controle (llhabela)

© 00 N O A~ WODN -

O G G §
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21

22
LEGENDA:

pH

inicial
8,24
7,73
7,58
7,66
7,73
7,74
7,72
7,73
7,85
7,85
7,81
7,81
7,86
7,72
7,71
8,08
8,16
8,04
8,21

final
7,75
7,98
7,63
7,75
7,67
7,69
7,76
7,68
3,62
7,27
7,36
7,41
7,04
6,39
5,99
7,38
7,83
7,99
7,71

salinidade
inicial final

35 38
35 38
35 38
35 37
35 36
35 36
35 36
35 36
35 37
35 38
35 37
35 37
35 37
35 36
35 36
35 36
35 37
35 38
35 37

oD
(mgL")
inicial final
5,6 4,5
5,4 5,8
5,2 5,3
57 51
4,2 4,5
5,5 5,1
5,8 5,2
5,1 5,1
5,2 4,0
5,1 4,7
57 4,8
51 4,5
55 5,2
4,9 3,5
4,9 4,9
4,8 4,7
3,5 5,7
4,1 4,8
5,1 5,2

valores em vermelho: niveis considerados toxicos para a espécie em estudo

Amoénia
(mgL")
inicial final
0,13 0,18
1,03 0,16
4,29 6,12
2,14 3,43
2,60 5,02
1,96 3,90
3,18 7,25
1,61 4,81
0,55 0,62
0,56 0,31
1,85 2,35
1,38 3,51
4,20 7,20
2,18 4,78
0,86 1,50
1,84 4,71
2,63 3,10
5,24 5,26
3,22 1,51
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Temperatura
(°C)
inicial final
25 24,0
25 24,0
25 24,0
25 24,5
25 24,0
25 249
25 24,5
25 245
25 24,5
25 24,0
25 245
25 24,5
25 24,0
25 24,0
25 24,0
25 24,5
25 24,5
25 245
25 24,0

NH3
(ng L)

inicial final

9,7 4,5

25,1 6,9

93,0 118,3
44,2 86,9
63,0 106,3
48,6 86,3
75,3 188,0
39,1 104,2
17,5 0,0

17,8 2,6

53,7 24,7
39,9 41,3
136,2 36,3
51,8 54

19,8 0,7

96,8 51,6
164,9 94,0
252,7 227.,5
2246 35,0
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Os teores de oxigénio dissolvido estiveram sempre acima de 3 mg L (variando
entre 3,5 e 5,8 mg L'1), a temperatura manteve-se constante a 25,91 °C e a
salinidade manteve-se entre 35 e 38, dentro da faixa aceitavel para a espécie, o pH
em geral esteve dentro da faixa aceitavel (acima de 7,0), porém houve valores finais
excepcionalmente baixos nas amostras 9 (pH = 3,62); 14 (pH = 6,39) e 15 (pH =
5,99); possivelmente esses valores estdo relacionados com contaminantes
presentes, as concentragdes de nitrogénio amoniacal total variaram entre 0,13 mgL‘1
e 7,25 mg L enquanto as de amdnia nao ionizada (NH3) estiveram entre 0 e 252,7
Mg L™, niveis de NH3 acima dos limiares toxicos para Tiburonella viscana (0,80 mg L’
1) foram detectados nas amostras 2, 17 e 21 (inicial e final); 13, 14, 16 e 21 (inicial),
e 3,4, 6, 7 e 8 (final), porém as mortalidades de T, viscana nos ensaios nao
apresentaram correlagcado significativa com as concentragdes iniciais ou finais de
amonia total ou aménia nao ionizada. Além disso, entre as amostras nao toxicas (14,
15, 16, 21, 22) foram detectadas algumas das concentracbes mais altas de NHs,
sugerindo baixa interferéncia desse composto; porém, é possivel que a amoénia (total
ou nao ionizada) tenha tido alguma influéncia nas toxicidades de algumas amostras,
em especial aquelas com concentragdes altas ao fim do experimento, como por
exemplo, aquelas dos pontos 2, 3, 4, 6, 7 e 8. De acordo com os critérios propostos
por MELO& ABESSA (2002) para aceitabilidade de testes com T, viscana (pH maior
que 7,0; salinidade entre 30 e 38 %o, oxigénio dissolvido acima de 3 mgL™"; teor de
nitrogénio amoniacal abaixo de 10 mgL'1; temperatura de 25+2°C, as condigdes da
agua foram consideradas adequadas na maioria das réplicas.

No teste de toxicidade realizado com sedimento integral, foram consideradas
significativamente toxicas as amostras coletadas nas estagcbes 1a 4; 6 a 13; e 17 —
nestas amostras as sobrevivéncias dos organismos expostos apresentaram reducio
significativa,ndo foram significativamente toxicas as amostras dos pontos 14, 15, 16,
21 e 22 (Tabela 52), porém para a amostra do ponto 21, a sobrevivéncia foi reduzida
a 50%, com alto desvio padrao, o que pode indicar um possivel indicio de efeito
toxico. As amostras dos pontos 5, 18, 19 e 20 ndo foram testadas devido a
problemas na coleta,

Analisando-se os resultados, devem ser destacados os sedimentos do ponto 9
(bacia de evolucdo do terminal portuario da antiga COSIPA, atual Usiminas), onde

os niveis de pH baixaram a 3,62, tornando o sedimento esbranquicado durante o
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experimento, nesse sedimento, a mortalidade dos anfipodos foi de 100%, este local
€ amplamente reconhecido pela alta contaminacdo e toxicidade de sedimentos,
conforme a literatura (ABESSA et al.,, 2008 e LAMPARELLI et al., 2001), duas
amostras de sedimentos coletadas em tributarios do estuario (pontos 14 e 15)
levaram a valores de pH finais mais baixos; é possivel que tais resultados se devam
a interferéncia de poluentes organoclorados dispostos irregularmente no passado

em aterros proximos a esses pontos.
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Tabela 52. Resultado do experimento com Tiburonella viscana

Dados de

sobrevivéncia i3,
Controle (llhabela) 80
1 20
2 20
3 0
4 20
6 20
7 20
8 40
9 0
10 0
11 60
12 80
13 60
14 80
15 40
16 80
17 0
21 100
22 60
LEGENDA:

R2

100
20
0
0
20
40
20
20
0
40
60
60
60
100
80
40
0
0
80

R3

100
40
60
20
20
80
40
40
0
60
60
80
80
100
100
100

80
60

R4

100
60
80
40
40
20
20
60
0
80
100

80
20
20
100

Média

95,0
35,0
40,0
15,0
25,0
40,0
25,0
40,0
0,0
60,0
70
73,3
66,7
93,3
73,3
75,0
5,0
50,0
75,0

valores em vermelho: niveis considerados toxicos para a espécie em estudo

Desvio

10
19,1
36,5
19,1
10,0
28,3
10,0
16,3
0,0
20,0
20,0
11,5
11,5
11,5
30,6
252
10,0
47,6
19,1

0,0017
0,0262
0,0005
0,0000
0,0120
0,0000
0,0006
0,0000
0,0379
0,0413
0,0223
0,0087
0,4228
0,1720
0,4712
0,0000
0,0769
0,0567

9,7
25,1
93,0
44,2
63,0
48,6
75,3
39,1
17,5
17,8
53,7
39,9
136,2
51,8
19,8
96,8
164,9
252,7
224.6
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NH;

4,5
6,9
118,3
86,9
106,3
86,3
188,0
104,2
0,0
2,6
24,7
41,3
36,3
54
0,7
51,6
94,0
227,5
35,0

YHPA

21

2595
1192
7529
4965
0,000
6645
52
4309
912
877
937
206
226
168
372
109
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Quando os resultados de toxicidade sao analisados em sua disposicao
geografica (Figura 72), evidencia-se uma maior incidéncia de amostras toxicas no
Canal de Santos e areas internas do estuario, corroborando com a literatura. Estas
areas tenderam a apresentar os maiores niveis de HPAs e de amdnia nao ionizada.
No Canal de Sao Vicente, menos amostras foram tdxicas e as concentracdes de
HPAs foram menores. Porém, nas amostras dessa regidao também foram medidas
concentracdes de amonia ndo ionizada acima dos limiares toxicos. Nessa regido, ha
fontes de outros contaminantes, em especial os aterros de compostos

organoclorados e os esgotos domésticos.

Figura 72. Distribuicdo espacial dos resultados qualitativos de toxicidade (para p<0,05), Em
vermelho as amostras que apresentaram maior toxicidade, em amarelo a amostra exibindo
indicio de toxicidade, em azul as amostras nao tdoxicas e em branco as amostras nao
testadas

Google Earth

Fonte: googlemaps
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Os resultados de toxicidade aguda apresentaram correlagdo fraca, mas
significativa com os niveis de HPAs,a mortalidade apresentou correlagdo de 0,48
(p<0,05) com ZHPA, enquanto as somas de HPAs de 3, 4, 5 e 6 anéis tiveram
correlacées de 0,47 (ZHPAs de 3 e 4 anéis) e 0,49 (ZHPAs de 5 e 6 anéis), tais
resultados sugerem contribuicdo significativa dos HPA na toxicidade dos
sedimentos,além disso, outras classes de contaminantes podem estar contribuindo
com os efeitos observados nos organismos expostos as amostras ambientais, como
os seguintes contaminantes, DDT (C44HoCls) inseticida utilizado em larga escala na
segunda guerra mundial para combater os vetores transmissores de malaria),
Deldrin, (C42HsClsO) inseticida organoclorado e Hg (mercurio) reportado por
ABESSA, 2008.

A literatura para esta regido demostra a presenga de diversas substancias em
concentragdes toxicas nos sedimentos do Sistema Estuarino de Santos devido as
praticas indevidas como despejo de esgoto e aterros, os quais podem apresentar
diversos contaminantes como os mostrados a seguir: mercurio total em
concentracdes 5-3500 ug kg™’ (HATJE et al, 2019) e 0,04-1,19 pug g, (HORTELANI
et al,, 2005); 190,7 ng g_1 de PCBs por SOUZA et al,, 2018, dentre outros.
Adicionalmente, fatores naturais, como granulometria, podem também apresentar

como variaveis intervenientes,
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4.7. ANALISE DAS COMPONENTES PRINCIPAIS

A PCA (Principal Components Analysis) € usado na analise exploratéria de da-
dos fazendo modelos preditivos, usadas para a reducéo da dimensionalidade, proje-
tando cada ponto (amostras) apenas nas primeiros componentes principais obtendo
dados de dimensdes inferiores, preservando o maximo possivel da variagao dos da-
dos. A primeiro componente principal pode ser definido de forma equivalente como
uma diregdo que maximiza a variagao dos dados projetados, pode-se mostrar que
0s componentes principais sao autovetores (eigenvalues) da matriz de covariancia
dos dados. Uma limitagdo da utilizacdo de PCA é a dependéncia da variancia de
uma resposta (variavel) dentro da matriz de dados, caso uma resposta apresentada
seja um outlier, ela impactara na dispersdo das componentes principais
(eigenvalues) visto na Figura 73A. Podemos utilizar o mapa perceptual
bidimensional como ferramenta para avaliar as relagdes entre as variaveis, uma vez
que explica grande parte da variabilidade dos dados. O mapa mostra quais as
variaveis de maior impacto para explicar a variabilidade da PCA.

Para andlise de amostras de sedimentos da Baixada Santista foi consideradona
construgcado da matriz da PCA as seguintes respostas: ZHPAota, ZHPAzangis, ZHPA4
ansis; 2HPAsaneis, ZHPAgansis, COT e tamanho de particula, as demais foram
classificadas como variaveis intervenientes, ou seja elas mais dispersavam os dados
do que contribiuam para a analise. A analise dos componentes principais nos mostra
o0 agrupamento de amostras semelhantes, a amostra de maior concentragado, ponto
9 mostrou comportamento discrepante sendo considerada um outlier, devido a con-
centragdo atipica encontrada, esta amostra foi removida das andlises por desviar os
resultados impedindo melhor interpretagao das componentes principais, a tabela dos
fatores e valores de contribuicdo estdo sumarizados no Apéndice 3.

Na Figura 73B observamos o grafico de dispersao das amostras com as duas
primeiras componentes explicando 85,73 % da variabilidade dos resultados (68,24%
fator 1 e 17,49% fator 2). A componente 1 é explicado pelas concentragcdes de HPAs
nas amostras e a componente 2 correposponde ao teor de carbono orgénico e a

granulometria, como observado na Figura 73.
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Figura 73. A) porcentagem explicada por cada PC; B) Agrupamento das amostras de
sedimento por PCA em fungéo de cada HPA
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Na Figura 73B podemos ver os agrupamentos das amostras semelhantes, a
esquerda do eixo y (quadrantes 1,3) observamos as amostras que apresentaram
maiores concentracoes de HPAs e a direita (quadrante 2 e 4) as amostras de
menores concentragdes, acima o eixo X, (quadrantes 1 e 2) observamos a influ-
éncia das carcteristicas secundarias de tamanho e COT nas amostras, acima os
maiores valores e abaixo os menores valores. As amostras 6 e 7 apresentam al-
tas concentragdes e altos valores de COT, sdo amostras coletadas proximas e
estdo entre os pontos conhecidamente sob maior influéncia de fontes de conta-
minantes de grande porte como a Alemoa, USIMINAS e Porto de Santos.

No segundo quadrante em azul (Figura 73B) observamos o agrupamento dos
pontos 16, 21 e 22, pontos coletados em locais proximos, 21 e 22, no Mar
Pequeno e 16 préximo a llha Hérmida (em azul Figura 74), estes pontos estéao
localizados entre as rodovias que ligam a parte costeira de Sao Vicente e Praia
Grande a llha de Sao Vicente e Santos, a Expressa Sul localizada ao sul e a
Avenida Vereadora Angelina Pretti da Silva, porém nesta mesma area foram
coletadas as amostras 17 e 20 que se agruparam juntamente com o grupo
localizado entre o segundo e terceiro quadrante (cor laranja Figura 73B) que
ainda englobou os pontos 1, 10, 13, 14 e 15, sendo 1 o ponto coletado mais a
sudeste, os pontos 13, 14 Rio Mariana e 15 no Rio Boturoca pontos coletados
préoximos (laranja Figura 74), ps demais, 1, 10 e 17 foram coletados em pontos
distantes deste primeiro, porém os locais de coleta das 3 sao locais de "transito"
ao entorno da ilha de Santos/S&o Vicente, mostrando que ha semelhangas nas
amostras com relacdo as outras caracteristicas que podem ser consequéncias da
localizagéo.

Os pontos 3 e 4 foram coletadas no mesmo canal (Canal de Bertioga, em
verde Figura 74) e apresentaram concentragées bastante distintas dentre si,
7529 e 4965 ng g‘1, porém pela proximidade podemos deduzir que possuem

caracrteristias semelhantes.
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Figura 74. Mapa dos pontos agrupados de acordo com analise de PCA,
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As amostras de Bertioga (BN e BM) foram coletadas em local com muitos esta-
belecimentos comerciais do ramo alimenticio, levando a nossa conclusdo de que o
local possui periodos de grande procura pois em uma distancia de 1Km haviam mais
de 10 estabelecimentos que oferecem alimentagdo e local para camping, ndo po-
dendo ser caracterizado como local ndo impactado.

O ponto 12 no Rio Santana né&o foi agrupado estando préximo dos pontos de
Bertioga (BN e BM na Figura 73B), n&o foi observado fontes de contaminacao pro-
xima ao ponto 12.

O ponto 11 no Lago da Popemba, também nao foi agrupado onde ha varias fon-
tes antropogénicas préximas (Dique da Gilda, Alemoa e Porto de Santos).

Podemos observar pela Figura 74 que amostras com pontos de coleta proximos,
mesmo com concentracdes de HPAs um pouco distintas entre si, se agrupam devido
a caracteristica fisico-quimica do sedimento.

Além disso, foi estudado quais os HPAs mais importantes que podem explicar a
dispersao dos resultados. A projegao de variaveis com as amostras (Figura 75) de-
monstra que os HPAs: Ant, Cri, BbF, Ind, Fen e ZHPAa Sd0 as respostas de maior
significancia que explicam o resultado, os demais HPAs também denotam importan-

cia, mas com significancia menor.
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Figura 75. Influéncia das concentragbes de HPAs na dispersdo das amostras de sedimento,
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O antraceno dificilmente é detectado em amostras petrogénicas (STOUT et al.
2002), poréem, ambos fenantreno e o antracedo, sdo comumente associados a
processos pirogénicos (DE LUCA et al., 2004).

O criseno e o benzo(b)fluoranteno sao classificados como constituintes
minoritarios em amostras petrogénicas (WANG et al., 2001).

O indeno(1,2,3-cd)pireno é indicador de fonte de combustdo, e é tipicamente

produto de combustdo em escapamentos de veiculos automotores (YUNKER et al.,
2002).

226



RESULTADOS E DISCUSSOES

QUADRO RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

Métodos
Analiticos

O método cromatografico otimizado e validado, utilizando GC-MS\ para se-

paragao e quantificagdo dos HPAs, apresentou valores de limites e faixa de

trabalho aplicaveis ao estudo efetuado, LD e LQ 5 ng mL'1, faixa de trabalho
5,0 - 2000 ng mL™.

Para a separagao de isdmeros BbF E BkF a coluna RTX-5MS apresenta
melhor seletividade quando comparada com a ZB 5MS, decorrente dos anéis
aromaticos nas cadeiras laterais

O método de extracdo de HPAs em amostras de Spartina alterniflora otimi-
zado e validado apresentou os limites do método (LD) entre 3,7 € 18,1 ng g”
e faixa de trabalho 15,0/20,0 a 1300 ng g'1, considerando 15 HPAs (n&o foi
possivel a validagédoo do método para naftaleno)

O método de extracdo de HPAs em amostras de sedimento de mangue oti-

mizado e validado apresentou os valores de LD 2,9 a 14,8 ng g'1, e faixa de

trabalho 15,0/20,0 ng g~ a 1300 ng g, considerando 15 HPAs (n&o foi pos-
sivel a validagdoo do método para naftaleno)

Estudo
Ambiental

Para as amostras de Spartina alterniflora, as raizes apresentaram concen-
tracoes de HPAs maiores que a parte aérea, corroborando com dados apre-
sentados em outros estudos da literatura;

Observou-se correlagao (R? 0,942) entre as concentragdes de HPAs quantifi-
cadas na planta e nas amostras de sedimento subjacente, indicando o po-
tencial desta planta como biorremediadora

Para o sedimento, a correlagéo entre carbono organico/granulometria e Z-
HPAs foi significativa apenas para a fragao fina (<0,63 e <0,25 ym) das a-
mostras, sendo de 0,5727 e 0,6229, respectivamente

Testes
Ecotoxicologicos

O teste com a Lactuca sativa mostrou que todas as amostras testadas séo
fitotoxicas

O teste com Tiburella viscana apontou que as amostras testadas apresenta-
ram toxicidade moderada a alta

Fontes dos HPAs

Utilizando-se as razdes diagnéstico foi possivel inferir que as fontes predo-
minantes dos HPAs na regido estudada sao pirogénicas

Utilizando PCA foi possivel agrupar as amostras com a somatéria de todos
os HPAs, sendo que Ant, Cri,BbF, Ind e Fen s&o as respostas de maior signi-
ficancia para o agrupamento. Sendo fenantreno e antraceno os HPAs mais
associados com fontes pirogénicas e o indeno (1,2,3-cd)pireno o mais asso-
ciado a fontes de conbustao em veiculos automotivos
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5 CONCLUSOES:

» Neste trabalho estabeleceram-se dois métodos analiticos, que foram
validados para determinacdo de HPAs em concentracdes da ordem de
unidades ng g, em amostras de sedimento de mangue e planta (Spartina
alterniflora), empregando extracdo com pequeno volume de solvente de baixo
impacto ambiental (20-40 mL, n-hexano/acetona), equipamento de baixo
custo (banho de ultrassom) e baixo tempo de extracdo (20 minutos), em
contraponto com métodos ainda largamente empregados baseados na
extracdo por Soxhlet com centenas de mL de solventes de maior impacto
ambiental e tempo de extracdo que pode chegar a algumas horas. Seguidos
de processos dispendiosos e demorados de limpeza (cleanup) destes
extratos;

» O emprego de planejamento experimental ainda €& pouco frequente na
otimizacdo de métodos analiticos em estudos ambientais. Neste trabalho o
emprego de ferramentas de estatistica multivariada possibilitou o atingimento
dos métodos com melhor desempenho com maior rapidez e com menor
custo;

» Ao escolher incluir na malha amostral os mesmos pontos utilizados no estudo
efetuado pela CETESB em 2001, e sendo encontrados valores para ZHPA
menores nas amostras coletadas em 2017, foi possivel inferir a grande
magnitude da influencia do polo industrial de Cubatédo e suas transformagdes
durante quase 20 anos entre estes estudos;

» Foram utilizados dois testes ecotoxicologicos para toxicidade aguda, que
indicaram toxicidade média/alta na regido estudada. No entanto, estes
resultados ndo podem ser atribuidos apenas aos HPAs pois a regiao
estudada possui diversas fontes que contribuem para o aumento do impacto
ambiental, sendo que altas concentragdes de outros contaminantes organicos
e inorganicos tem sido amplamente descritos na literatura;

» Considerando-se os dados obtidos nesta tese, sdo recomendados estudos fu-
turos, incluindo o monitoramento de HPAs em Spartina Alterniflora e sedimen-
to subjacente, nos pontos estudados, por pelo menos um ano, para compre-
ender a dindmica destes compostos na Baixada Santista e o comportamento
desta planta em relacdo aos HPAs. Testes ecotoxicoldégicos mais abrangen-
tes, incluindo testes de mutagenicidade (caracteristica de diversos HPAs) e
de alteragcao enddcrina, deveriam ser efetuados em amostras de sedimento
desta regido para melhor avaliar o impacto ambiental.
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ANEXO

7 ANEXO
A. Mapa das industrias e terminais estabelecidos no sistema estuariano estuda-

do, segundo pesquisa da CETE__S}/B de 2_|001.

B. Mapa das areas contaminadas no sistema estuariano estudado segundo
pesquisa da CETESB de 2001 e tipos de descartes que podem ocasionar essas
contaminagdes.
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ANEXO

C. Mapa dos locais de poluicdo associados ao saneamento basico no sistema
estuariano estudado, segundo pesqwsa da CETESB de 2001.
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ANEXO
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ANEXO

D6) Antraceno
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ANEXO
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ANEXO
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ANEXO
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APENDICE

8 APENDICES
APENDICE 1.Mapa completo: pontos CETESB e pontos de coleta deste trabalho (sedimento e Spartina alterniflora),

o local amostragem sedimento

local amostrasgem Spartina alternifiora 248
local amostrasgem CETESB 2001



APENDICE

APENDICE 2.

MALHA 18 250 500
TAMANHO >1000 >63 >25 <25
AMOSTRA PORCENTAGEM

1 38 62 0 0
2 70 29 1 0
3 33 65 1 0
4 19 80 1 0
6 23 74 2 1
7 9 81 8 2
8 10 76 11 3
9 0 80 15 4
10 7 88 5 1
11 0 920 7 3
12 7 85 6 2
13 2 93 4 1
14 4 920 5 1
15 0 91 7 1
16 7 88 4 1
17 8 87 4 1
20 16 81 2 1
21 1 97 1 0
22 3 94 2 1
BM 1 97 2 1
BN 3 95 1 0
ARIRI 0 97 3 0
CAN 0 98 2 0
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10

11

12

13

14

15

16

APENDICE 3:Valores das razées de diagnéstico calcauladas e respectivos diagnésticos.

Fen/
Pir
2,5
4,6
2,6

3,8

1,8

41

5,8

3,7

DIAG,

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

MISTAS/
QUEIMA DE
GASOLINA

PIROGENICA

FIt/
Pir

0,8

0,7

0,8

DIAG,

MISTAS/
QUEIMA DE
GASOLINA

MISTAS/
QUEIMA DE
GASOLINA

MISTAS/
QUEIMA DE
GASOLINA

PIROGENI-
CA

MISTAS/
QUEIMA DE
GASOLINA

MISTAS/
QUEIMA DE
GASOLINA

MISTAS/
QUEIMA DE
GASOLINA

BaA/
Cri

1,2

1,3

0,1

0,2

0,4

1,3

0,6

DIAG,

PIROGENI-
CA

PIROGENI-
CA

PIROGENI-
CA

PIROGENI-
CA

PETROGENI
CA

PETROGENI
CA

FONTES
MISTAS

PIROGENI-
CA

PIROGENI-
CA

BbF/
BkF

1,3

1,6

1,3

0,5

0,01

1,5

1,6

1,5

1,3

DIAG,

EMISSAO
VEICULAR

EMISSAO
VEICULAR

EMISSAO
VEICULAR

ASFALTO/
OLEO CRU

ASFALTO/
OLEO CRU

EMISSAO
VEICULAR

EMISSAO
VEICULAR

EMISSAO
VEICULAR

Ind/

BghiP

1,1

8,3

1,1

0,8

1,2

11,2

0,9

1,7

DIAG,

COMB, PE-
TROGENICO

COMB, PE-
TROGENICO

FONTES
MISTAS

COMB, PE-
TROGENICO

FONTES
MISTAS

COMB, PE-
TROGENICO

Pir/
BaP
0,4
1,4
0,9

0,2

0,01

1,6

1,6

1,47

DIAG,

QUEIMA
MADEI-
RA

QUEIMA
GASOLI-
NA

QUEIMA
GASOLI-
NA

QUEIMA
MADEI-
RA

QUEIMA
GASOLIN
A

QUEIMA
GASOLIN
A

QUEIMA
GASOLIN
A

QUEIMA
GASOLIN
A

QUEIMA
GASOLI-
NA

L/H

0,5

0,5

0,48

0,12

0,22

0,23

0,92

0,62

3,64

1,01

DIAG,

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PETROGENIC
A

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PETROGENIC
A

PETROGENIC
A

LHPA/
HHPA

0,08

0,17

0,07

0,13

0,35

1.1

0,1

0,03

0,15

0,11

0,04

APENDICE

DIAG,

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PETROGENIC
A

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA
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APENDICE 3. continuagio

APENDICE

MISTAS/
- - 0,7 QUEIMA DE
GASOLINA

. MISTAS/
1 PIROGENICA 0,6 QUEIMA DE
GASOLINA

PIROGENI-
CA

PIROGENI-
CA

3,5 PIROGENICA 11

MITAS/QUEIMA

53 DE GASOLINA

DIAG: diagndstico

PIROGENI-
CA

PIROGENI-
CA

PIROGENI-
CA

13 EMISSAO
»  VEICULAR

1,1

13 EMISSAO
¥ VEICULAR

1,2

1,2

FONTES
MISTAS

COMB, PE-
TROGENICO

COMB, PE-
TROGENICO

1,4

24

2,6

QUEIMA
GASOLINA 192

- 0,71
- 4,45
- 1,08

3,32

QUEIMA
casoLina 0,76

QUEIMA
cAsoLINA 0,6

PETROGENICA 0,27

PIROGENICA 0,15
PETROGENICA 0,40
PETROGENICA -
PETROGENICA 1

PIROGENICA 0,06

PIROGENICA 0,13

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA

PIROGENICA
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APENDICE 4. Tabela fatores da PCA

APENDICE

Variable contributions, based on correlations (PCA dos HPA)

\Variable | Factor 1 | Factor 2 | Factor 3 | Factor 4 | Factor 5 | Factor 6 | Factor 7 | Factor 8 | Factor 9 | Fact,10 | Fact,11 | Fact,12 | Fact,13 | Fact,14
Act 0,050787| 0,187084| 0,015595| 0,002675| 0,000001| 0,014137| 0,036452| 0,536214| 0,031949| 0,011696| 0,005812| 0,004220| 0,086305| 0,017002
Flu 0,055435| 0,102220| 0,134921| 0,157074| 0,005615( 0,089654| 0,021368| 0,000604| 0,000212| 0,000000| 0,216148| 0,046767| 0,085349| 0,084336
Fen 0,074651| 0,000802| 0,143955| 0,004258( 0,000521| 0,032560| 0,352766| 0,080918| 0,274346| 0,018947| 0,008681| 0,005832| 0,000047| 0,000030
Ant 0,079946| 0,001575| 0,012209| 0,004835| 0,251184| 0,345468| 0,240198| 0,000152| 0,024280| 0,013460( 0,000390( 0,000020| 0,018119| 0,007981
Flt 0,051488| 0,171083| 0,019495| 0,015886( 0,206977| 0,371254| 0,003063| 0,009406| 0,004047| 0,026029| 0,008611| 0,013410| 0,034822| 0,051316
Pir 0,046817| 0,191152| 0,067845| 0,039465| 0,040906( 0,025557| 0,000159| 0,001445| 0,070572| 0,000370| 0,273852| 0,002343| 0,224612| 0,000134
Cri 0,081044| 0,005056| 0,001144| 0,060297| 0,017871| 0,045729| 0,008019| 0,033990| 0,037481| 0,532899| 0,077323| 0,031379| 0,008143| 0,054428
BaA 0,073209| 0,012549| 0,127238| 0,000964| 0,191083( 0,011314| 0,227375| 0,007321| 0,157092| 0,007011| 0,010980| 0,002035| 0,001730| 0,164689
BbF 0,081209| 0,003435| 0,015195| 0,020244( 0,106100( 0,005994| 0,030351| 0,004435| 0,005250| 0,075247| 0,079573| 0,391124| 0,036635| 0,128714
BkF 0,056084| 0,153633| 0,028995| 0,000000( 0,004180( 0,000329| 0,035461| 0,186957| 0,048404| 0,014738| 0,000312| 0,022835| 0,000167| 0,417703
BaP 0,050677| 0,105482| 0,018031| 0,653367| 0,019740( 0,000819| 0,005825| 0,001528| 0,003184| 0,003310| 0,082595| 0,001555| 0,035466| 0,002980
Ind 0,082256| 0,001049| 0,002821| 0,033798| 0,037534( 0,012575| 0,010949| 0,002193| 0,079714| 0,159533| 0,089095| 0,472444| 0,008474| 0,000239
Dib 0,063648| 0,035833| 0,243677| 0,006728| 0,112194| 0,004201| 0,003053| 0,033555| 0,025727| 0,017328| 0,113580| 0,002230| 0,271575| 0,066413
BghiP | 0,069555| 0,026864| 0,168059| 0,000303| 0,005080| 0,038722( 0,023740( 0,091531| 0,232615| 0,118449| 0,031636| 0,000059| 0,184781| 0,001083
+HPA | 0,083195| 0,002184| 0,000820| 0,000107| 0,001013| 0,001688( 0,001220( 0,009750| 0,005126| 0,000983| 0,001410( 0,003748( 0,003775| 0,002950
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