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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

D — Primeira dimenséo

’D - Segunda dimens&o

1D-GC - Cromatografia gasosa monodimensional (do inglés One-Dimensional Gas
Chromatography)

2D-GC - Cromatografia gasosa bidimensional (do inglés Two-Dimensional Gas
Chromatography)

'tg — Tempo de retencfo na primeira dimens&o

’tr— Tempo de retengo na segunda dimens&o

ASE - Extracéo acelerada com solvente (do inglés Accelerated Solvent Extraction)

BPC - Bifenilas Policloradas

DCM - diclorometano

GC/MS - Cromatografia em Fase Gasosa com Detector de Espectrometria de Massas (do
inglés Gas Chromatography - Mass Spectrometry)

GCxGC-FID - Cromatografia gasosa bidimensional abrangente com detec¢do por
lonizagdo de Chama (do inglés, Comprehensive Two-dimensional Gas Chromatography —
Flame lonization Detector)

GCxGC/gMS - Cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada & espectrometria
de massa do tipo quadrupolar (do inglés, Comprehensive Two-dimensional Gas
Chromatography — Quadrupole Mass Spectrometry)

GCxGC/TOFMS - Cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada com a
Espectrometria de Massa com Tempo de Voo (do inglés, Comprehensive Two-dimensional
Gas Chromatography — Time Of Flight Spectroscopy)

HPA — Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

IARC - Agéncia Internacional de Estudo do Céncer (do inglés, International Agency of
Research in Cancer)

IR — Infravermelho (do inglés, Infrared)

IUPAC - Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés, International Union
of Pure and Applied Chemistry)

k — fator de retencéo

LC - Cromatografia Liquida (do inglés, Liquid Chromatography)

Luiza Placidina da Luz Xiii



Tese de Doutorado — PPGQ - UFRGS

LMCS - sistema criogénico modulado longitudinalmente (do inglés, Longitudinally
Modulaled Cryogenic System)

LD - Limite de Detecgdo

LQ - Limite de Quantificacdo

m/z — raz80 massa carga

MAE - Extracdo assistida por microondas (do inglés, Microwave Assisted Extraction)
MS — Espectrometria de Massa (do inglés, Mass Spectrometry)

NBR — Norma Brasileira

NHPA - Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos Nitrogenados

NMR - Ressonancia Magnética Nuclear (do inglés, Nuclear Magnetic Resonance)
NOAA - National Oceanic and Atmospheric Administration

PLE - Extracdo por liquido pressurizado (do inglés, Pressurized Liquid Extraction)
Pm — periodo de modulagdo

Py — pressdo de vapor

R’ — Coeficiente de determinacéo

RSD - desvio padrdo relativo ( do inglés, Relative Standard Deviation)

S/N - Sinal Ruido ( do inglés, Signal to Noise)

SCAN - varredura do espectro de massa

SE - Extracdo com aparelho Soxhlet (do inglés, Soxhlet Extraction)

SFE - Extracéo com fluido supercritico (do inglés, Supercritical Fluid Extraction)
SIM - Monitoramento seletivo de ions (do inglés, Single lon Monitoring)

SPE - Extracdo em fase solida (do inglés, Solid Phase Extraction)

Splitless — tipo de injecdo cromatogréafica sem divisdo de fluxo

TIC - Corrente lonica Total (do inglés, Total lon Current) ou

TIC - Cromatograma Total de ions (do inglés, Total lon Chromatogram)

UNEP — Unido Nacional de Programas Ambientais (do inglés, United Nations Environment
Program)

USE - Extracéo com ultra-som (do inglés, Ultrasonic Extraction)

US-EPA - Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (do inglés, United States -
Environmental Protection Agency)

UV-vis — Ultravioleta e visivel

B — razéo de fase
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RESUMO

Neste trabalho, desenvolveu-se uma metodologia de andlise de hidrocarbonetos
poliaroméaticos (HPA) em sedimentos através da cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (GCxGC) e compararam-se 0s resultados com aqueles obtidos por
cromatografia gasosa monodimensional acoplada a espectrometria de massas (GC/MS).
Para este estudo foi avaliada a contaminagdo de trés sedimentos localizados em éreas
potencialmente impactadas com HPA na regido de Pelotas. Para o desenvolvimento deste
trabalho estudaram-se as técnicas de extracdo com liquido pressurizado (PLE), com ultra-
som (USE) e com Soxhlet, sendo escolhida a extragdo com soxhlet para aplicagdo a todos
os sedimentos estudados. Os extratos foram purificados através da cromatografia liquida
preparativa com silica e alumina, e analisados por GC/MS, no modo de monitoramento
seletivo de ions, e GCxGC usando os detectores de ionizacdo por chama e de
espectrometria de massas por tempo de voo (GCxGC-FID e GCxGC/TOFMS). As duas
técnicas foram desenvolvidas e otimizadas. A anélise por GCxGC/TOFMS permitiu a
identificacdo de um numero maior de compostos em um mesmo tempo, e a analise por
GCxGC-FID permitiu a quantificacdo dos HPA com maior exatiddo que a GC
monodimensional devido a possivel co-eluicdo de alguns compostos nesta Ultima. O

método por GCxGC-FID foi validado com bons resultados.
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ABSTRACT

In this study it was developed a methodology for the analysis of polyaromatic
hydrocarbons (PAH) in sediments by comprehensive two-dimensional gas chromatography
(GCxGC) and the results were compared with those obtained by one-dimensional gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). For this study it was evaluated
the contamination of three sediments located in areas potentially impacted with PAH in the
city of Pelotas. To develop this work, it was used the techniques of pressurized liquid
extraction (PLE), ultrasonic extraction (USE), and Soxhlet extraction and it was chosen the
soxhlet extraction for application to all sediments. The extracts were purified by preparative
liquid chromatography with silica and alumina and analyzed by GC/MS (SIM mode -
selected ion monitoring) and GCxGC using flame ionization and time of flight mass
spectrometry detectors (GCxGC-FID and GCxGC/TOFMS). Both techniques were
developed and optimized. The analysis by GCxGC/TOFMS allowed the identification of a
greater number of compounds in the same time of analysis of GC/MS and the analysis by
GCxGC-FID allowed quantification of the PAH with greater precision than the GC-
dimensional due to possible co-elution of some compounds in this latter one. The method
for GCxGC-FID was validated with good results.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o reconhecimento de grandes quantidades de agentes toxicos e seus
subprodutos originados de atividades industriais, aliado a persisténcia destes compostos no
ambiente e sua influéncia nas atividades bioldgicas, demonstra a necessidade e a importancia de
avaliar seus riscos aos ecossistemas (rios, ambiente litoraneo aquatico, lagos, atmosfera e solo).

Alguns compostos lipofilicos, como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA),
sdo, direta ou indiretamente, introduzidos no ambiente aquéatico. Estes compostos possuem um
grande potencial de preservacdo nos sedimentos aquéaticos devido ao seu caréater hidrofébico,
podendo persistir por vérias décadas. Além disso, quando presentes no meio ambiente estdo
sujeitos a processos fisicos, quimicos e biologicos que alteram sua composicdo quimica,
tornando um grande desafio sua identificacdo e quantificacdo em sedimentos e &gua. A
investigacdo dos hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) nos sedimentos de lagos e rios
se justifica porque o material no fundo dos rios e lagos apresenta maior estabilidade fisico-
quimica do que a &gua circundante.

A origem dos HPA esta geralmente associada a fontes antropogénicas, como a queima
incompleta de combustiveis fosseis (origem pirogénica) e a introdugdo de petrdleo e produtos
derivados (origem petrogénica) no ambiente. Muitos HPA estdo listados como poluentes
prioritarios pela Agéncia Ambiental dos Estados Unidos e pela comunidade Européia devido a
suspeita de carcinogenicidade e mutagenicidade atribuidas a estes compostos.

Nas Ultimas décadas, instrumentos sofisticados tém sido desenvolvidos para separacéo e
deteccdo de compostos quimicos em nivel de tracos. Neste campo, a cromatografia pode ser
combinada a diferentes sistemas de deteccdo, tratando-se de uma das técnicas mais utilizadas e
de melhor desempenho. Além disto, a deteccdo seletiva reduz o risco de falsa identificacdo de
compostos e pode simplificar a otimiza¢do da separagdo cromatogréfica, pois possibilita que 0s
compostos de interesse possam ser discriminados de interferentes. A GC/MS (cromatografia
gasosa acoplada & espectrometria de massa) € hoje a técnica hifenada mais utilizada para fins de
caracterizacao e identificacdo de HPA em sedimentos.

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC) é uma poderosa ferramenta
analitica, podendo ser utilizada no estudo de amostras complexas ou de dificil caracterizagao por
cromatografia gasosa convencional.

No sistema GCxGC, duas colunas diferentes estdo conectadas em série, mediante uma

interface apropriada, passando a amostra na sua totalidade pelas duas colunas ao longo da
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analise. Os mecanismos de separacdo em ambas as colunas deverdo ser sempre baseados em
mecanismos de retencdo diferentes e independentes, ou seja, ortogonais, conduzindo &
maximizagdo das capacidades separativas individuais. O resultado final é, ndo s6 um aumento da
sensibilidade como também do poder de resolucdo, permitindo separar e identificar compostos
de matrizes complexas sem prejuizo do tempo de andlise. A maior vantagem da técnica de
GCxGC esta na grande capacidade de picos, ou seja, no maior nimero de compostos que podem
ser separados em uma analise.

Existe uma grande variedade de métodos analiticos para anélise de tragos em sedimentos
incluindo etapas que englobam desde a coleta da amostra até o registro final dos resultados. Os
métodos de extracdo mais estudados fazem uso da extracdo com Soxhlet, com ultra-som, com
fluido supercritico, com microondas e com fluido pressurizado. E também necessaria uma etapa
de clean-up do extrato para isolar os analitos dos interferentes naturais da matriz. Esta etapa ¢,
geralmente, realizada por cromatografia liquida em escala preparativa.

Neste trabalho, estudaram-se as técnicas de extracdo com liquido pressurizado (PLE)
com ultra-som (USE) e com Soxhlet (SE) aplicadas a sedimentos superficiais de trés pontos
localizados na regido de Pelotas, visando a analise de hidrocarbonetos poliaroméaticos. Os
extratos foram purificados por cromatografia liquida preparativa com silica e alumina, e
analisados por GC/MS, no modo de monitoramento seletivo de ions, e por GCxGC usando 0s
detectores de ionizagdo por chama (FID, do inglés flame ionization detector) e de espectrometria
de massas por tempo de voo (TOFMS, do inglés time of flight mass spectrometry)

A técnica por GCxGC foi otimizada através de vérias etapas envolvendo a escolha dos
conjuntos de colunas a serem empregados, programacdo da temperatura do forno primério,
diferenca de temperatura entre os fornos priméario e secundario, periodo de modulag&o,
temperatura de modulacdo e duragéo dos pulsos quentes e frios. A analise por GCxGC-FID e
por GCxGC/TOFMS foi aplicada aos padrdes, aos extratos dos sedimentos brutos e de

sedimentos contaminados propositalmente.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia cromatografica bidimensional para a analise de

hidrocarbonetos poliarométicos (HPA) e aplica-la na analise de extratos de sedimentos reais.

1.1.2 Objetivos Especificos:

- Comparar métodos de extracdo de HPA em sedimentos;

- Extrair HPA de sedimentos da Lagoa dos Patos e da Barragem Santa Bérbara

- Desenvolver a metodologia GCxGC-FID para a anélise de HPA,

- Desenvolver a metodologia GCxGC/TOFMS para a andlise de HPA,;

- Validar a metodologia cromatogréfica bidimensional proposta;

- Aplicar a metodologia cromatogréafica bidimensional abrangente na anélise dos extratos
de amostras reais de sedimentos da Lagoa dos Patos e da Barragem Santa Bérbara, da cidade de
Pelotas, RS; e

- Comparar os resultados obtidos através de GC/MS com a metodologia bidimensional

desenvolvida e otimizada neste trabalho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminagdo ambiental de agua e sedimento

A crescente demanda e oferta de novos produtos quimicos pela sociedade industrializada
do século XX levaram & entrada no meio ambiente, especialmente nos rios e lagos, de grandes
quantidades de diversos compostos quimicos provenientes das descargas industriais e de varias
outras atividades antropicas. Os compostos organicos liberados antropicamente compreendem
uma ampla faixa de moléculas. Dentre estas substancias que mesmo presente em baixas
concentragdes podem ser prejudiciais & salde humana, estdo os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA). Estes compostos apresentam como principais caracteristicas: alta
hidrofobicidade, baixa reatividade no meio ambiente e grande tendéncia para se acumular, ou
bioconcentrar, nos tecidos dos organismos vivos.™?

Estes compostos ao entrarem na coluna d’agua, através dos varios processos de
transporte como lixiviacdo e arraste por &gua da chuva, serdo incorporados ao material
particulado rico em matéria organica, que ao decantarem se misturam a minerais de diversos
tipos e granulagdes presentes no fundo dos rios, participando da formagao dos sedimentos.®

A granulometria dos sedimentos é um fator muito importante para a acumulacéo e
persisténcia dos hidrocarbonetos. Os sedimentos mais ricos em fragdes finas (silte + argila) sdo
geralmente os mais ricos em HPA. Sedimentos mais grossos, excedendo a 80% de areia, ndo
propiciam ligagBes com os hidrocarbonetos.”

Tipicamente os sedimentos consistem de particulas de tamanhos variados, desde argila (<
2 um), seguido de silte (2 a 63 pm), até particulas de areia (63 um a 2 mm), bem como pedras e
detritos (> 2 mm).> Os espagos vazios entre as particulas sdo preenchidos com é&gua intersticial
que chega a representar 50% do volume do sedimento. As propriedades das &guas intersticiais
(pH, condutividade, alcalinidade e carbono orgénico dissolvido) controlam a solubilidade dos
contaminantes. Portanto, o destino final dos poluentes orgénicos langados nas 4guas naturais € o
sedimento de fundo do corpo aquético. >°

A matéria orgénica constitui a menor, mas importante fracdo dos sedimentos lacustres.
As fontes biogénicas da matéria orgénica incluem a producéo primaria, introducdo de material
terrestre em bacias hidrograficas, e produtos da atividade microbiana em aguas e em sedimentos
. Fontes antropogénicas, como a descarga de efluentes industriais e domésticos, podem

contribuir para alteracdo na composigdo da matéria organica de lagos.®
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2.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)

Os HPA sdo compostos com dois ou mais aneis aroméaticos condensados, podendo estar
ou ndo substituidos por cadeias alifaticas, ou ainda, conter heteroatomos, formando derivados
nitrogenados e oxigenados.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) podem ser encontrados em diferentes
matrizes ambientais: dispersos na fase gasosa e aquosa ou, ainda, adsorvidos em materiais
s6lidos.® Estes compostos raramente ocorrem individualmente, mas sempre como uma mistura
complexa de varios HPA. A composicdo e a concentragdo desta mistura podem variar de acordo
com a fonte de contaminacdo, o tipo de amostra (matriz) ou mesmo o tempo entre a
contaminag#o e a analise.'’

No meio ambiente a maioria dos HPA sdo introduzidos via deposi¢ao atmosférica através

da combust&o incompleta de combustiveis fosseis. * *

2.2.1 Distribuicdo dos HPA no meio aquético

A atmosfera é o principal meio de transporte dos HPA, os quais, dependendo de suas
propriedades fisico-quimicas, estéo distribuidos entre o gés e a fase particulada, principalmente
em associagdo com as particulas pequenas (< 1 pm).*

Os HPA associados as particulas atmosféricas podem ser transportadas para grandes
distancias antes de ser eliminados da atmosfera pela precipitacdo seca ou Umida, passando assim
as aguas ou ao solo.”® A Figura 1 ilustra a distribuicdo dos HPA nas 4guas naturais™*

No ambiente aquético, os HPA associam-se com o material particulado em suspenséo
dependendo da hidrofobicidade da substancia quimica e da natureza e da concentragdo das
particulas. ™’

Contaminantes em sistemas aquéaticos podem existir em varias formas, incluindo na fase
livre dissolvida, fase ligada dissolvida na matéria orgénica, adsorvida no material particulado
suspenso e associado nas superficies dos sedimentos .® A distribuicdo dos HPA entre estas fases
é controlada principalmente pelas propriedades fisico-quimicas de cada composto, como a

solubilidade, pressdo de vapor e coeficiente de adsorgio."®
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dispersi;o
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Figura 1: Destino dos HPA no meio aquatico™

O tipo de particula é importante para prever o comportamento dos HPA no meio. Quando
associados com as particulas de sedimento (areia, silte e argila) apresentam maior mobilidade,
quando comparados aos HPA associados com as particulas organicas. Talley et al '° em estudos
recentes mostraram uma afinidade dos HPA por particulas do tipo “fuligem”, com origem na
queima de carvdo, madeira e outros combustiveis, mais do que simplesmente uma afinidade

determinada por tamanho de gréo ou carbono organico. Readman et al.?°

sugerem que os HPA
ficam “oclusos” em particulas de fuligem, inacessiveis aos processos de dissolu¢do, assimilagao
por organismos e foto-oxidagéo, tanto no material em suspensao quanto no sedimento.

Para a maior parte dos HPA contidos na agua, a sedimentacao se constitui no principal
mecanismo de eliminacdo. Os sedimentos sdo 0s depositarios ambientais finais para a maior
parte dos HPA, onde se processam modificacées quimicas e bioguimicas muito lentas.?

O tipo de matéria organica que constitui o sedimento, bem como as alteracdes
diagenéticas que essa matéria organica sofre, podem aumentar o grau de interacdo dos
compostos xenobiodticos com o sedimento, gerando tempos de residéncia da ordem de anos A
sorcdo desses compostos no sedimento pode se tornar um processo continuo, alcangando sitios
de sorcdo no interior das particulas (menos superficiais). Os compostos associados aos sitios
mais internos estardo fortemente associados ao sedimento, apresentando dessorcdo bastante

lenta.?
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2.2.2 Fonte de contaminacao por HPA

A origem dos HPA est4 geralmente associada a fontes antropogénicas, como a queima
incompleta de combustiveis fosseis (origem pirogénica), derramamento de petroleo e derivados
(origem petrogénica) ou fontes diagenéticas, como a transformagdo do ambiente deposicional
por precursores hiogénicos. 22° A concentracdo dos HPA de origem biogénica é geralmente
muito baixa em comparagdo com HPA de fontes antropogénicas no meio ambiente.”

As fontes antrdpicas incluem efluentes industriais e descarte de esgotos domésticos,
queimadas de campos, operacBes de transporte, estocagem e refino de petroleo, emissdo de
motores de veiculos.?®

Os HPA acumulados em solos e sedimentos representam um risco toxicolégico para
fauna e flora.” O trafego de automdveis ndo é o maior responsavel (menor ou igual 1%) pela
contaminacdo de HPA, mas tem um impacto enorme em locais proximos a auto-estradas e

rodovias .*°

2.2.3 Propriedades fisicas e quimicas dos HPA

As propriedades quimicas e fisicas dos HPA sdo determinadas por seus sistemas de
duplas conjugadas, que variam com o numero de anéis e, portanto com as suas massas
moleculares.®

Os HPA podem apresentar ainda em sua estrutura 4tomos de oxigénio e nitrogénio, estas
estruturas participam como misturas complexas e podem ser identificadas em segmentos
ambientais variados.

Em razéo da baixa solubilidade em 4gua (107 a 10™° mol m™®), os HPA associam-se com
particulas organicas e inorganicas em suspens&o nos ambientes aquaticos.?*

Os HPA s&o pouco solGveis em agua e sua solubilidade diminui com o aumento do peso
molecular. Os HPA com peso molecular mais baixo sdo mais volateis e apresentam maiores
pressdes de vapor que 0s mais pesados, assim, estes compostos séo classificados como semi-
volateis. O aumento da cadeia carbdnica estd associado a uma menor mobilidade no solo.

Segundo Netto et al. *

a concentragcdo de HPA encontrada no solo varia de 0,8 ng/kg a 100
mg/kg.

Devido as caracteristicas hidrofobicas dos HPA, estes tendem a serem adsorvidos pelas
particulas de sedimento, assim sdo encontrados em baixas concentracdes em amostras de &gua.

Portanto os sedimentos aquaticos podem ser considerados como um depésito destes poluentes.®

Luiza Placidina da Luz 7



Tese de Doutorado — PPGQ - UFRGS

A persisténcia dos HPA no meio ambiente também varia com a massa molar. Os HPA de
baixas massas molares sdo degradados mais facilmente. Os tempos de meia vida para o naftaleno
e fenantreno no sedimento s&o de menos de 125 e 2 dias, respectivamente, enquanto os HPA de
massas molares mais altas apresentam tempos de vida em solos e sedimentos de alguns anos.**
As propriedades fisico-quimicas de alguns HPA e seus derivados nitrogenados (NHPA) estdo

expressas na Tabela I.

Tabela I: Propriedades fisico-quimicas de alguns HPA e NHPA®!

peso molecular pressdo de vapor | solubilidade em agua meia vida no solo
substancia (g9/mol) (Pa. 25°C) (mg/L)

naftaleno 128 36,8 31 < 125 dias
acenaftileno 152 414 16,1 43 a 60 dias
fluoreno 166 0,71 1,9 32 dias
fenantreno 178 0,113 1,1 2 dias
antraceno 178 0,0778 0,045 50 dias a 1,3 anos
pireno 202 0,0119 0,132 210 dias a 5,2 anos
benzo[a]pireno 252 2,13.10° 0,0038 269 dias a 8,2 anos
benzo[g,h,i]perileno 276 2,25.10° 0,00026 < 9,6 anos
coroneno 300 1,98.10™ 0,00014 .
1-nitronaftaleno 173 6,38.10° 18 .
1-nitropireno 247 --- --- ---

Os HPA destacam-se por serem estaveis e persistentes ao meio ambiente e podem
apresentar efeitos toxicos nos organismos aquaéticos.*

Os HPA de baixa massa molecular (constituidos de dois ou trés anéis aromaticos em sua
estrutura) apresentam toxicidade aguda significativa para organismos aquéticos, por serem mais
hidrossolveis, apresentarem maior concentracdo na agua e por estarem mais bio-disponiveis.
Entretanto alguns HPA com peso molecular mais alto podem apresentar efeito carcinogénico. Os
diferentes compostos podem ter potencial carcinogénico diferenciado, pois ha relagdo entre a
estrutura molecular dos HPA e o mecanismo de carcinogénese.®

Os HPA séo muito estudados devido as propriedades mutagénicas e/ou carcinogénicas de
alguns destes compostos. Em razdo da sua larga disseminagdo no meio ambiente, estes
compostos representam um risco latente, especialmente porque a sua incorporagdo através do ar
e dos alimentos é inevitavel.*® Devido ao seu alto potencial cancerigeno e & presenca abundante
no meio ambiente, o benzo[a]pireno é freqlentemente usado como indicador da exposicéo
humana aos HPA.*

A presenca comprovada de HPA na natureza, associada & toxicidade, ao comprovado

potencial carcinogénico e ao fato de serem resistentes a biodegradacdo, determinaram, em nivel
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mundial, a inclusdo de 16 deles na lista dos poluentes organicos prioritarios pela US-EPA.¥
Dentre os mais toxicos estdo benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno.’
As estruturas dos 16 HPA listados pela US-EPA s&o mostrados na Figura 2

@@&&u‘
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miz = 178 CigHig miz = 202 Irena
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CisHan miz = 228 CygHyy miz =228 CopHiz miz =252

vsd‘**
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Figura 23 Estrutura dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) prioritarios segundo a
US-EPAY’

2.2.4 Toxicidade dos HPA

As primeiras referéncias sobre a carcinogénese dos hidrocarbonetos datam de 1775
quando Percival Pott atribuiu o tipo de cancer comum aos limpadores de chaminé, na Inglaterra,
a sua exposicao ocupacional & fuligem.®

O inicio da quimica dos HPA coincide com o isolamento do Benzo[a]pireno a partir do
carvdo em 1931 e posteriormente, a sua sintese e identificacdo, permitindo demonstrar que o

Benzo[a]pireno é forte agente cancerigeno em animais.*
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Nos anos 70, foi introduzido um método muito sensivel e eficaz para a determinagéo da
mutagenicidade de substancias quimicas, usando bactérias do género Salmonella, denominado
de “ensaio de mutagenicidade Ames-Salmonella”. Desde entdo um grande nimero de testes tem
sido desenvolvido para estudar os efeitos nocivos destas substancias quimicas.'®%

A atividade carcinogénica de cada composto individual é dependente da estrutura
molecular, na presenca de grupo alquila na cadeia carbénica e de um heteroatomo ao anel.*>*

A Figura 3 apresenta um dos mecanismos propostos para a ativagdo carcinogénica do

BaP, através da acdo do citocromo P450.%

OH
OH
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9
SR 310 P,
"y
0
P -450 |
OH"
Q- OH
+
OH OH
OH OH
[ rans) (i)
[m=ior) [menor]

Figura 3: Ativagdo carcinogénica do benzo[a]pireno®

Para os seres humanos, os HPA conferem riscos a salde, principalmente em exposices
cronicas e/ou ocupacionais. A ingestdo de HPA pelo homem ocorre por diversas vias, tais como
inalagdo de ar contaminado, ingestdo de &gua, solo, poeira e alimentos contaminados e por

%36 Atualmente, pesquisas da Agéncia Internacional de Estudo do

contato através da pele.
Cancer (IARC) classificam alguns HPA como carcinogénicos e/ou mutagénicos e/ou

genotoxicos, conforme pode ser visto na Tabela I1.
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Tabela 11: Carcinogenicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de alguns HPA®

composto carcinogenicidade | genotoxicidade | mutagenicidade
fluoreno
fenantreno
antraceno
fluoranteno
pireno
Benzo[a]antraceno
criseno
benzol[e]pireno
benzo[a]pireno
perileno
Indeno(1,2,3-cd]pireno
benzo[g,h,i]perileno
dibenzo[a,h]antraceno

coroneno +
S= suficiente; I= insuficiente; L= limitado; N = ndo carcinogénico; Genotoxicidade avaliada através dos testes de deterioragéo
do DNA,; aberracdo cromossomica e mutagenicidade. Mutagenicidade (teste de Ames): + (positivo), - (negativo)

+

|+ ]|+

—|wn|—=|n|—|ln|l—rn|z|Z|Z|—|—
—|n|=|=|—=|un|rru|rrzirr

A toxicidade dos HPA estd diretamente relacionada ao tempo de permanéncia nos
sedimentos. Este tempo de permanéncia é dependente de diversos fatores: presencga de oxigénio,
presenca de microorganismos e grau de interacdo com as particulas que compdem 0s
sedimentos. A presencga de oxigénio e de microorganismos esta diretamente relacionada com o
potencial de oxi-redu¢do do sedimento, influenciando nos processos de degradacdo quimica e
biolégica.*

A investigacdo dos hidrocarbonetos nos sedimentos se justifica pelo fato que o material
de fundo apresenta maior estabilidade fisico-quimica do que a &gua circundante, indicando um
registro historico dos processos de sedimentacdo. Esta investigacdo também fornece indices de
referéncia mais estiveis para 0 monitoramento de aporte de hidrocarbonetos, que geralmente
indicam a qualidade média da agua.*!

Em diversos locais sdo reportadas altas concentracdes de HPA decorrentes de intenso uso
de suas aguas por diversas atividades humanas e pelo aporte de material em suspensdo atraves da
descarga fluvial.*?

As concentragdes de HPA em sedimentos podem variar muito, dependendo
principalmente do aporte desses compostos para o ambiente aquético. A sua distribuicdo
dependerd de diversos processos atuantes, como a deposicéo, a degradacdo e outros fatores que
variam de intensidade e importancia dependendo do ambiente estudado. Estuérios considerados
moderadamente impactados apresentam concentracdes por volta de 2000 ng g' de HPA

23,43

(somatorio de todos) e estudrios impactados apresentam concentracdes globais de HPA na

ordem de 5000 ng g™ .** Conforme o Guia de Qualidade de Sedimentos da NOAA (National
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Oceanic and Atmospheric Administration) os valores de concentracdo global de HPA n&o devem
ultrapassar os 4000 ng g*. ** Valores dentro da escala de 0,01 a 1 mg/kg peso seco * para a
concentracdo de HPA em sedimentos séo considerados adequados ou seja, dentro de padrdes
ambientais ndo impactados.

Na Tabela I11 tém-se niveis reportados para sedimentos marinhos e estuarinos no Brasil.

Tabela I11: Distribuicdo de HPA totais em sedimentos de varias regides do Brasil

local Conc. de HPA(ug kg™) Ref.

Cidade S&o Sebastido(RJ) 75,4 - 254,3 (ZHPA) 47
Baia da Guanabara (RJ) 4,2 -192 (24HPA) 48
Mangue do Rio Juguerique 11-210 (24 HPA) 48
Reservatdrio Santana (Barra Pirai) | 1,6- 1600 (13 HPA) 49
Rio Paraiba do Sul RJ

BR-116 — Rio Guandu RJ 3- 25(4 HPA) 49
Japeri - Rio Guandu RJ 0,3-627 (7 HPA) 49
Estuério da Lagoa dos Patos(RS 50- 11800 (23 HPA) 50
Lagoa Rodrigo de Freitas (RJ) 405- 11734 (HPA e homdlogos alquilados) | 51
Rio Ceara ( Ceard) 96,4 — 1859,272(16 HPA) 52
Lagoa dos Patos RS 49 a 72(15 HPA) 53
Baia de Todos os Santos (BA) 8-4163 (23HPA) 54
Reservatdrio do Funil RJ 2-275 (16HPA) 55
Reservatdrio Santana RJ 2221-26720 (16HPA) 55
Baia Guaratuba (PR) 1,5- 3130 (14HPA) 56

Como referéncia geral, estdo reunidos no Anexo 1 alguns valores de concentragdo de
HPA reportados na literatura para ambientes marinhos e estuarinos em diversos locais do
mundo. Também no Anexo 1 tem-se os valores de concentracdo de HPA utilizados pelos trés
principais 6rgdos ambientais do Canadé e Estados Unidos (em pg kg™ ) para sedimentos de

acordo com estudos e revisdes bibliogréficas realizadas pelos pesquisadores da US-EPA.

2.3 Técnicas de extracgdo e analise de HPA

Uma variedade de métodos analiticos para analises de tracos em matrizes ambientais
inclui etapas que englobam desde a coleta da amostra até o registro final dos resultados. Estégios
intermediérios envolvem estocagem e preparacdo da amostra, isolamento dos analitos e suas
identificacbes e quantificacbes. Nas Ultimas décadas, instrumentos sofisticados tém sido

desenvolvidos para separacdo e deteccdo de compostos quimicos em nivel de tragos. Neste
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campo, a Cromatografia Gasosa Capilar que associa a técnica de separacdo de cromatografia
com varios tipos de detectores, tem sido constantemente aperfeigoada.

A eficiéncia de extracdo de HPA em solos e sedimentos pode ser influenciada por vérios
fatores tais como a umidade, polaridade dos solventes usados, contelido de HPA nas amostras e

a textura de solos. *¢2

2.3.1 Métodos de amostragem de HPA em sedimento

Uma grande parte do sucesso das anélises de laboratdrio em estudos ambientais depende
de procedimentos adequados durante a etapa de amostragem. E muito importante a escolha do
método e dos equipamentos de coleta especificos para um determinado tipo de ambiente e de
analise desejada. A definicdo de técnicas e equipamentos amostrais depende muito do
conhecimento prévio das caracteristicas gerais do ambiente a ser investigado, tais como a
dimensé&o, profundidade, tipo de sedimento, entre outras.

As técnicas de amostragem sdo determinadas em funcdo dos objetivos do estudo e das
caracteristicas do sistema ambiental. Existem vérias estratégias para o estabelecimento dos
pontos de coleta. As amostras de sedimento podem ser superficiais (de interesse particular nesse
trabalho) ou sub-superficiais. As amostras superficiais sdo aquelas que se situam no topo da
coluna sedimentar ou na interface sedimento/agua (em depdsitos subaquéticos). Existem 3 tipos
principais de amostradores: grab, core e dredge. °" O amostrador grab (0s mais usados do tipo
Van Veen e Ponar ) € tipicamente usado para coletar sedimentos superficiais em uma variedade
de ambiente como lagos, rios, estuarios, agua marinha. S0 mais eficazes para a maioria dos
sedimentos superficiais e apropriadas para a coleta de sedimentos ndo muito consolidados e séo
recomendadas para ambientes com pequena correnteza . * A Figura 4 apresenta um amostrador

do tipo Van Veen.
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Figura 4: Amostrador tipo Van Veen

2.3.2 Métodos de secagem de sedimento para a analise de HPA

A preparacdo de sedimentos e matéria particulada suspensa frequentemente inclui a
secagem das amostras. Esta é alcancada por diferentes técnicas como secagem ao ar na
temperatura ambiente, liofilizacdo e a secagem quimica. Todos destes métodos consumem
tempo e envolvem o risco de contaminagdo ou perda de analitos volateis. *®

Berset e colaboradores > avaliaram as perdas HPA, em solos, com a técnica por secagem
térmica em diferentes temperaturas (25°C, 40°C, 80°C e 105°C) e concluiram que ocorrem
perdas significativas de analitos quando a temperatura excede 40 °C. Compararam também os
diferentes métodos de secagem (secagem térmica - 25°C durante 5 dias, liofilizacéo, por 40 h até
a temperatura final de 25 °C e secagem quimica com sulfato de sddio e talco) e concluiram que a
secagem térmica mostrou-se sem perdas para 0s compostos analisados, enquanto que na
liofilizacdo ocorre perda de compostos mais volateis. A secagem quimica revelou-se similar a

secagem térmica, porém com valores mais alto para o naftaleno.

2.3.3 Métodos de extracdo de HPA em sedimento

Vrias técnicas podem ser utilizadas para a extracdo de HPA em sedimentos e solo. ®
Entre elas destacam-se a extracdo com Soxhlet, com ultra-som, com fluido supercritico e com

liquidos pressurizados. Com relagdo aos solventes utilizados nos métodos citados, o mais
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utilizado nas extracdes de s6lidos é o diclorometano. ®* A utilizacdo de mistura de solventes com

proporcdes fixas também é muito usada.

2.3.3.1 Extracao com aparelho Soxhlet (SE)

A extracdo com aparelho Soxhlet (SE, do inglés soxhlet extraction)é o mais antigo e
usado dos métodos para a extracdo de amostras solidas.

A extracdo com Soxhlet é a técnica recomendada pela US-EPA (United States -
Environmental Protection Agency) para a extracdo de compostos organicos voléteis.®? Tem sido
0 método preferido nas analises de sedimento, porque € uma técnica facilmente padronizada com
altas recuperagBes, quando comparada com as técnicas dependentes da matriz como extragao
com microondas (MAE), com ultra-som (USE), com liquidos pressurizados (PLE) e
especialmente a extragdo com fluido supercritico (SFE). ®

Embora largamente usada na extragdo de compostos organicos de particulados, amostras
de solo e de sedimentos, apresenta certas limitacdes. °*®° Estas restricbes estdo ligadas ao
elevado tempo de extragdo e consumo de quantidade razodvel de solvente. Neste processo o
solvente extrai o material organico retido nos poros do sedimento, & temperatura ambiente, mas
0 material extraido permanece em contato com o solvente em ebulicéo.

O objetivo de reduzir o uso de solventes perigosos nos laboratérios de pesquisa tem
levado pesquisadores ao desenvolvimento de novas tecnologias que usem menos solventes que

este procedimento, considerado classico. *¢¢®

2.3.3.2 Extragédo com ultra-som (USE)

A extragdo com ultra-som (USE, do inglés ultrasonic extraction) faz uso da energia das
ondas sonoras, que sdo transmitidas com frequéncia superior a 20,0 kHz, ou seja, acima da
capacidade auditiva humana. *

Existem dois tipos diferentes de aparelhos geradores de ondas ultra sonoras : 0 “banho de
ultra-som” freqlientemente utilizados para a limpeza do material, extracdo de solos, carvao,
plantas, alimentos, lamas e a sonda — normalmente utilizada em muitos campos da ciéncia,
engenharia e medicina para testes e diagndsticos técnicos, solos. ™

No banho de ultra-som a energia ultra sonora é gerada a partir de uma ceramica
piezoelétrica colocada entre duas chapas metélicas, o que constitui o transdutor piezoelétrico. O

gerador de freqliéncia é preso diretamente no fundo da cuba do aparelho e a energia ultra-sonora
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é transmitida através de um liquido, usualmente a 4gua. A energia € irradiada verticalmente pelas
ondas sonoras geradas na base do banho e transmitidas através das paredes do vaso para o frasco
com a mistura extratora, '* h4 muita dispersio de energia ultra-sdnica e, conseqiientemente,
menor influéncia nos sistemas reacionais. E dificil o controle da temperatura do sistema, pois 0
equipamento tende a aquecer quando usado por longos periodos.”

Dentre as vantagens do uso do ultra-som para preparagcdo de amostras destacam-se
reducéo do tempo de reacéo; reducédo da quantidade de solventes; seletividade; favorecimento de
reages que normalmente ndo ocorrem em condigdes normais e na simplificagcdo de sistemas
reacionais o que implica na reducéo de custos. "

Song e et al. "

compararam técnicas de extragdo, testando em amostras de solos e
sedimentos contaminados com teores elevados e baixos de HPA. Seus resultados demonstraram
que o nimero de anéis arométicos, mais que os procedimentos de extracdo, influenciam
significativamente nas razfes de recuperacdo individual dos HPA e ndo ha uma diferenca
significativa na eficiéncia de extracdo entre os quatro procedimentos adotados para amostras
menos poluidas; recomenda o uso do método ultra-som para extracdo HPA para sedimentos
pouco poluidos.

Como é reportado na literatura, muitos fatores governam a acdo do ultra-som: a
frequéncia do ultra-som, a pressdo, a temperatura, o tempo de sonicacdo, sendo necessério
otimizar estes parametros para a utilizacéo desta técnica.

Banjoo e et al. ®

otimizaram a técnica com ultra-som para determinar HPA em
sedimentos seco e Umidos e a compararam 0s procedimentos de refluxo (KOH/MeOH) e
concluiram que USE com uma mistura de acetona:hexano (1:1,v/v) e utilizando 4 ciclos de
quinze minutos é suficiente para extrair HPA de sedimentos imidos.

Extragdo com ultra-som (método EPA-3550) é uma alternativa aprovada pela EPA " que
é mais rdpida que a extracdo com Soxhlet e usa menos solvente mas requer etapa de manuseio da

amostra (filtragdo) com risco de perda de amostra e exposicao de solventes. ™

2.3.3.3 Extracdo com liquido pressurizado (PLE)

A extracdo com liquido pressurizado (PLE, do inglés pressurized liquid extraction) ou
extracdo acelerada com solvente (ASE, do inglés accelerated solvent extraction) é uma técnica
de extragdo que utiliza solventes convencionais em elevada temperatura e pressdo que pode ser

aplicada a uma grande variedade de amostras. "'
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O sistema ASE foi introduzido como recurso analitico somente em 1995, modernizando
significativamente a preparacdo de amostras ambientais sélidas ou semi-solidas. "

O processo de extracdo é realizado a temperaturas que excedem o ponto de ebuli¢do do
solvente, 0 que implica na manutencdo de alta pressdo na célula de extracdo para manter o
solvente no estado liquido. Tanto a temperatura quanto a pressao influenciam na eficiéncia do
processo. &

A elevacdo da temperatura aumenta a solubilidade e razdo de difusdo e decresce a
viscosidade e a tensdo superficial dos solventes, isto permite uma melhor penetragdo nos poros e
entre as particulas da matriz, obtendo-se um aumento na transferéncia de massa. Também
desfavorece a interagbes soluto-matriz, causadas por forcas de Van der Waals, pontes de
hidrogénio, e interagdes de dipolo entre as moléculas do soluto e os sitios ativos da matriz.®

A PLE oferece também a possibilidade de controlar a seletividade da extragdo por
carregar uma fase estacionéria na extracdo da célula. A quantidade de interferentes co-extraidos
podem ser reduzidos pela adicdo de diferentes sorventes as células do ASE. Além disso, a
propria amostra também pode ser misturada e dispersada com a mesma ou com um absorvente
diferentes. Assim, o método PLE evita a exaustiva limpeza dos extratos antes da andlise
aumentando a possibilidade de automagéo. #

O processo de PLE consiste em varias etapas: a amostra é pesada e colocada em uma
célula de extracdo, sendo carregada para dentro do forno (Figura 5) que se encontra na
temperatura desejada; a célula é preenchida com solvente, em seguida ocorre uma extragdo no
modo estético; a amostra é lavada com solvente novo (flushing); logo apoés, o sistema realiza a
purga do solvente com liberacdo da presséo residual e, por fim, a descarga da célula. O extrato e
o liquido de lavagem séo coletados em frascos apropriados. ®

A PLE aplicada a amostras ambientais, como solo e sedimento, torna-se dificil devido a
presenca de misturas de diferentes espécies em niveis de concentragdes diferentes. O processo de
extracdo com temperatura e pressdo elevada ocorre rapido, mas a seletividade é baixa porque
ndo somente os analitos de interesse sdo solubilizados.

A técnica de extracdo com liquido pressurizado tem a vantagem de agilizar a preparacéo
da amostra, reduzir o tempo de extracdo e a quantidade de solvente usada. > A US-EPA aceita a

PLE como método oficial de extragdo para vérios grupos de poluentes.”

Luiza Placidina da Luz 17



Tese de Doutorado — PPGQ - UFRGS

-
|
1
|
|

Forno
Solvente

R

Gas

Frasco

Figura 5: Representacao esquemética do sistema PLE

Alguns estudos comparativos entre PLE e técnicas convencionais, como extragdo com
fluido supercritico (SFE) e extragdo em Soxhlet, demonstraram que o desempenho de PLE é
equivalente ou melhor que métodos tradicionais.

Kim e et al. &

utilizaram PLE na extracdo de HPA de sedimentos e obtiveram bons
resultados e concluiram que esté técnica tem um reduzido tempo de anélise e quase nenhum
desperdicio de solventes.

Burkhardt e et al. 8 utilizaram PLE acoplada com a extracdo em fase sélida (SPE) para
extracdo e fracionamento dos HPA e grupos homologos alquilados em sedimentos. O método
foi desenvolvido para reduzir o tempo de preparagcdo da amostra, 0 consumo de solvente e
minimizar o efeito da matriz na andlise por GC-MS. Os resultados foram comparados com a
extracdo por Soxhlet com diclorometano de material certificado. A extragdo dos compostos de
HPA, como naftaleno e fenantreno, foi mais eficiente por PLE que por Soxhlet, possivelmente
devido & maior penetracdo do solvente nas particulas de argila

Barco-Bonilla e et al.

otimizaram a extragdo com liquido pressurizado para a
determinagdo de policiclicos aroméaticos em amostras de solo e compararam com a extragdo
ultra-sonica e os extratos foram analisados por cromatografia gasosa com espectrometria de
massas quadrupolo (GC- QgQ-MS/MS). Os parametros como tipo de solvente, tempo de
extracdo, temperatura de extracdo e nimero de extracbes foram otimizados. N&o houve
diferencgas significativas entre os dois métodos de extracdo, embora melhor eficiéncias de

extracdo obtidas por PLE houve minimizagéo do tempo de extracdo e do consumo solvente.
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2.3.4 Analise de HPA por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC/MS).

As técnicas de analise cromatogréficas e espectroscdpicas sdo utilizadas para identificar,
caracterizar e quantificar os analitos presentes na amostra de sedimentos.

As principais técnicas utilizadas sdo a cromatografia gasosa e cromatografia liquida de
alta eficiéncia, ambas associadas a diversos tipos de detectores que auxiliam na identificacdo dos
HPA. Dentre as técnicas espectroscopicas destacam-se ultravioleta visivel (UV-VIS),
ressonancia magnética nuclear (NMR), infravermelho (IR) e espectrometria de massas (MS). ¥

Os analitos de baixa massa molecular e que apresentam pontos de ebuli¢éo inferiores a
300°C séo analisados por cromatografia gasosa. Porém, compostos com massa molecular
elevada ou que apresentam sensibilidade a altas temperaturas devem ser analisadas por
cromatografia liquida,®

A espectroscopia de massas é difundida na identificagdo de compostos organicos devido
a sua associagdo com a cromatografia gasosa e liquida. ** Na cromatografia gasosa, o analito é
transportado por uma fase mével gasosa conhecida como gés de arraste. A separacdo de analitos
em uma coluna de separacéo apolar é dada na ordem crescente do ponto de ebulicéo. %

Os compostos, eluidos na forma de um pico em cromatografia gasosa, pelo bombardeio
com uma fonte ionizante (geralmente impacto por elétrons, nas versdes mais simples)
conseguem se fragmentar em uma grande diversidade de ions. Os ions sdo separados em um
analisador, normalmente quadrupolar, e submetidos a um campo eletromagnético, gerando o
espectro de massas do composto eluido. *

Esta € uma das técnicas mais sensiveis e versateis para analise de compostos volateis.
Pode-se obter o espectro de massas de cada composto (modo SCAN ou de varredura) permitindo
a sua identificagdo. Também se pode aumentar a sensibilidade e, assim, promover a
quantificacio e a seletividade do processo usando-se 0 método SIM (Single fon Monitoring) ou
monitoramento seletivo de ions no qual apenas alguns ions especificos de determinados

compostos sdo monitorados.

2.3.5 Analise de HPA por cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC)

2.3.5.1 Aspectos gerais da GCxGC

A cromatografia gasosa monodimensional (1D-GC, “One-Dimensional Gas

Chromatography”) usa colunas capilares que oferecem alta capacidade de picos, entretanto esta
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técnica falha quando aplicada a separacéo total de todos os constituintes individuais de amostras
de matrizes muito complexas. %

Nos ultimos anos surgiu a cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC,
“Comprehensive Two-dimensional Gas Chromatography)”, que tem se mostrado uma técnica
eficiente de separagdo e identificagdio de amostras complexas. % A cromatografia
multidimensional abrangente é uma técnica relativamente nova dentre as técnicas de separacédo e
que tem experimentado rapido desenvolvimento em varias partes do mundo apresentando,
também no Brasil, excelentes perspectivas de crescimento. %

A GCxGC é uma técnica desenvolvida para aumentar a capacidade dos processos de
separacdo dos picos cromatograficos. Esta técnica foi introduzida, em 1991, por Liu e Phillps e
combina duas colunas com diferentes mecanismos de separagdo. **® A Figura 6 ilustra as
principais etapas de separacdo por GCxGC. No processo, a amostra é separada primeiramente
em uma coluna capilar de alta resolucdo contendo uma fase estacionaria normalmente néo polar,
em um processo sob temperatura programada. O efluente passa por um processo de modulagéo
e, entdo é submetido & outra separagdo em uma coluna na segunda dimensdo, que é mais curta,
de menor diametro e mais polar que a primeira. ®® Conseqiientemente a separacéo na segunda
coluna é bastante rapida (3 a 10 segundos) e eficiente, ocorrendo o fracionamento completo da
amostra eluida, sem aumento significativo do tempo total de anlise em relacdo a uma separacéao
por 1D-GC . %1 para satisfazer esta necessidade, colunas capilares com diametro de 0,1 mm e

um filme com espessura de 0,1 pm sdo normalmente usadas. **

Injector Detectaor

Modulator

primeira dimenséo segunda dimensdo

colunas convencionais

Figura 6: Representacdo esquematica do sistema GCxGC %2
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Beens et al 1%

enfatizaram o potencial e a praticidade da técnica de GCxGC para a
analise de amostras ambientais contendo misturas complexas de compostos organicos. GCxGC é
uma técnica versatil que pode ser aplicada praticamente a todas amostras e classes de analitos

submetidos a cromatogréfica gasosa.

2.3.5.1.1 Moduladores

O elemento chave do sistema GCxGC é o modulador, que acumula continuamente
pequenas fragbes do eluato da primeira coluna, reconcentra-as em uma banda estreita, e introduz
cada fracdo modulada na segunda coluna a intervalos rapidos (periodos de modulacéo). 1% Os
moduladores podem ser classificados em trés tipos, de acordo com o seu principio operacional.
197 Dentre eles destacam-se os moduladores criogénicos baseados em jatos frios, nos quais o
resfriamento é feito através de jatos de didxido de carbono ou nitrogénio liquidos diretamente
langados no inicio da segunda coluna. O resfriamento é usado quase que exclusivamente para
criar a exigida diferenca de temperatura de retencdo/liberacdo.’® Dentre os moduladores
criogénicos de jatos destaca-se o quad jet (duplo jato frio e duplo jato quente) gerando duas
armadilhas criogénicas em série denominadas de estagios pelos fabricantes . ' A Figura 7
ilustra o diagrama do modulador criogénico com duplo jato frio e duplo jato quente (quad jet).
Os jatos frios e quentes sdo fornecidos por pulsos de N, ( resfriamento por N liquido ) e ar

aquecido, respectivamente.

N.in l N.jn I
Injector ¥ Detector
M ‘ quente ‘ NAI) ‘ -

| Rttty SN ottt peords T e &}
i oo 2 - — =T H
i j jatos |
i frios H
: g - 5
i jatos quentes i
4 i
i conector i
| ]
| !
| !
i v :
| & i
| forno primario forno secundérioi

Figura 7: Representacdo esquematica do sistema GCxGC com modulador criogénico com duplo
jato frio e duplo jato quente (quad jet). Adaptado de
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A Figura 8 apresenta o processo de modulacdo gerado pelo modulador térmico de dois

estagios.

(B)
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frio frio O px s
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Figura 8: (A) Imagem do modulador; (B) Representacio dos estagios do modulador térmico. *

Este modulador opera em quatro etapas distintas: | — no primeiro estdgio ha o
aprisionamento da banda proveniente da primeira coluna pela agdo do jato frio; Il — liberacéo
dos analitos concentrados no primeiro estagio para o segundo estagio através do pulso quente; Il
— 0 segundo estagio continua retendo os analitos, enquanto no primeiro estagio ocorre
novamente aprisionamento da banda cromatografica; IV — no segundo estagio ocorre a liberacdo
do analito amostrado para a coluna da segunda dimensdo através do jato quente. A duracdo de
cada etapa esta representado na Figura 8 pelo tempo t, a t;y. A soma dos valores parat et é a
metade do periodo de modulag&o (Py,). ***

Cavagnino et al. ' desenvolveram um método analitico para determinagdo de HPA em
6leo diesel usando um sistema GXGC-FID com modulador criogénico de duplo jato e um novo
sistema de injecdo para grandes volumes de amostra, o que aumenta a sensibilidade do sistema e
a sua eficiéncia foi comprovada pelo uso de uma mistura certificada de HPA em 6leo diesel. A
identificacdo dos compostos da mistura e os resultados quantitativos foram compativeis com 0s
dados certificados.

O tempo de um ciclo completo de modulacdo corresponde ao periodo de modulagao
(Pwm), este deve ser ajustado a fim de ser compativel com o tempo de separagdo na segunda
coluna, minimizando o alargamento da banda comprimida. Desta forma, a sensibilidade é
incrementada e a resolucdo aumentada de forma expressiva se comparada a cromatografia

gasosa monodimensional. 84 10
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Begnaud et al. ! buscaram entender melhor a captura e liberagdo de compostos ao
longo de um vasto leque de volatilidades através de um nimero de diferentes configuracbes
constantes da temperatura do modulador, e analisaram também um diferencial de temperatura
entre o cryo-trap e forno cromatogréfico. Estas investigacdes levaram os autores a modificar a
capacidades de regulagem da temperatura do sistema criogénico modulado longitudinalmente
(LMCS), em contraste com o sistema atual, onde o usuério define uma temperatura constante
para a camara de resfriamento. O usuario agora define a diferenca de temperatura entre o cryo-
trap e o forno cromatografico. Nesta configuracéo, a temperatura da cAmara de resfriamento
aumenta durante a corrida cromatogréfica, acompanhando a rampa de temperatura do forno.

Este procedimento € mais eficiente, deixando a modulagdo dependente da volatilidade e
amplia a gama de compostos volateis que podem ser analisados sob condicdes ideais de
aprisionamento e de liberacdo em uma Unica corrida analitica. Este sistema reduz também

consumo de liquido criogénico.

2.3.5.1.2 Ortogonalidade

Ortogonalidade refere-se a associacdo de colunas de diferentes seletividade '

Geralmente, uma coluna apolar, ou de baixa polaridade, é escolhida para primeira dimenséo e
uma coluna com fase estacionaria polar, ou de média polaridade, é usada na segunda dimenséo.
Esta configuracdo leva a mecanismos de separagdo independentes para separagdes sob
programacé&o de temperatura.

O fator de retencdo (k) de um composto em cromatografia gasosa esté relacionado com
sua pressdo de vapor (Pv) e seu coeficiente de atividade na fase estacionéria. Na separacdo
monodimensional em coluna apolar, os coeficientes de atividades sdo aproximadamente iguais a
um devido a falta de interacBes especificas, logo a retencdo s6 depende da pressao de vapor dos
compostos, portanto os solutos sdo separados de acordo com o seu ponto de ebuligdo usando um
gradiente de temperatura. A separacdo na segunda dimensdo pode ser considerada como
isotérmica, uma vez que leva apenas alguns segundos. Assim para um ciclo de modulac&o, a
separacdo 2D, é realizada a temperatura constante correspondendo a temperatura a que oS
solutos séo re-injetados na segunda coluna.

Ortogonalidade da coluna ndo resulta necessariamente em promover uma 6tima resolucéo
cromatografica, mas oferece a melhor oportunidade para o uso méaximo da informagdo
disponivel do espago de separagdo, e é somente através do instrumental correto que

ortogonalidade pode ser explorada. **3
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A eficiéncia de separacdo ndo é dependente somente do mecanismo de separacdo e das
propriedades dos solutos, mas também das condi¢des de separacdo, tais como da selecdo
adequada das colunas relativa a razéo de fase (B) dimens6es da coluna, fluxo do géas carreador e
da temperatura. **

Embora a ortogonalidade ndo seja o objetivo especifico, através dela consegue-se ordenar
e agrupar as estruturas dos compostos em um cromatograma de GCxGC, isto ocorre devido as
similaridades das propriedades fisico-quimicas dos compostos, sendo 0s cromatogramas
estruturados uma ferramenta muito valiosa. '*°

18 mencionaram que em principio, os resultados obtidos numa separagéo

Dalluige et al
GCxGC por uma combinagdo de colunas apolar x polar ndo serdo encontrados utilizando uma
combinacdo de colunas polar x apolar ou polar x polar. Nestas ultimas combinagdes
mencionadas, o resultado da primeira separacdo ird depender de uma mistura de efeitos de
volatilidade e polaridade. Como consequéncia, a separagdo na primeira e segunda dimenséo nao
seré independente.

Um fendmeno que pode perturbar a distribuicdo ordenada de compostos assemelhados
em grupamentos no espaco 2D é a ocorréncia de picos fora de ciclo (wrap around peaks). Um
pico fora de ciclo corresponde a um composto cujo tempo de retencdo na segunda coluna é

maior do que o periodo de modulag&o.

2.3.5.1.3 Interpretagéo dos dados

7

Para a GCxGC, um segundo cromatograma € gerado em cada ponto na primeira
dimenséo, " e o resultado é de fato uma superficie no espaco tridimensional, no qual dois eixos
representam os tempos de reten¢do do soluto na primeira e segunda coluna, respectivamente,
enquanto que o terceiro representa a resposta do detector.

O funcionamento da GCxGC pode ser observado na Figura 9, onde se tem no
cromatograma monodimensional co-eluicdo de trés compostos.

Na primeira etapa ocorre a modulagdo do efluente da primeira coluna, onde é obtida uma
série de cromatogramas rdpidos. Na segunda etapa, estes cromatogramas sdo empilhados através
de softwares e transformados em um diagrama, com uma dimenséo representando o tempo de
retencdo na primeira coluna e a outra, o tempo de reten¢do na segunda coluna. Na terceira etapa
se faz a visualizacdo dos compostos presentes na amostra através de diagramas de cores, de

contorno e também tridimensional. 1%
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Figura 9. Esquema geral da construcdo da representacdo grafica gerada por um sistema
cromatografico bidimensional abrangente. **°

Sob o aspecto qualitativo, os cromatogramas de GCxGC tém uma caracteristica Unica e
poderosa, ausente na cromatografia convencional, que é a chamada estruturacdo ou orientagao.
Picos de substancias relacionadas estruturalmente como séries homdélogas definidas, isbmeros de
cadeia ou de posicdo aparecem agrupados em regides claramente definidas como resultado de
suas interagdes com a fase da segunda coluna. **°

Dada a grande capacidade de resolucdo da GCxGC, o niumero de picos detectaveis tende
a ser muito maior do que em cromatogramas convencionais € a presenca de estruturacdo pode
ser de grande valia na identificacdo dos analitos. '

A quantificacdo em GCxGC depende da medida da area dos picos detectados, ou seja, do
seu volume, j& que eles séo definidos em trés dimensdes (sinal x 'tz x *tz). A forma mais simples
de integracdo de picos tridimensionais de GCxGC é a soma das areas dos picos modulados
usados para construir o diagrama tridimensional, o que tem que ser realizado por softwares

especificos.

2.3.5.1.4 Detectores

As bandas cromatograficas em sistemas GCxGC sdo mais estreitas que as da
cromatografia convencional, exigindo detectores com resposta rapida e com pequenos volumes
internos, curto tempo de deteccéo e alta aquisicdo de dados. **°

O detector cromatogréafico mais usual é o Detector de lonizagdo de Chama (FID, Flame

lonization Detector), com volumes internos despreziveis e possibilidade de taxas de coleta de até
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200 Hz % e assim seu uso tem sido quase universal em GCxGC. Em GCxGC, o FID é utilizado

121 associado ou ndo a GCxGC/MS ou

como ferramenta para quantificagdo
GCxGC/TOFMS. 2212 Os resultados obtidos com FID podem se utilizados para a identificacio
de picos, devido a relacdo existente entre a estrutura quimica e a retencdo no espaco
cromatogréfico bidimensional. '** O potencial de identificagdo e diagndstico do sistema
GCxGC/FID tem sido muito aplicado para analise de amostras ambientais.'?

Os espectrometros de massa com analisadores quadrupolares (qMS. quadrupole mass
detector) ndo permitem a coleta de mais de 10 espectros por segundo, sendo muito lentos para as
bandas cromatograficas estreitas de GCxGC, embora monitorando apenas alguns ions possa-se
aumentar consideravelmente a freqiiéncia de coleta . **° A quantificagio por GCxGC/qMS tem
sido investigada devido ao limitado nimero de pontos necessarios para definir um pico. Cordero
et al ¥’ comparam o nmero de pontos por pico obtidos através da varredura entre os valores de
m/z 40-240 e pelo modo de monitoramento de ions selecionados. Foram obtidos, para os dois
modos de aquisi¢cdo, uma média de 14 pontos por pico, que foi considerado um nimero pequeno
para a quantificagdo dos compostos, assim o detector gqMS foi preterido em relagcdo ao FID
devido ao maior nimero de pontos, maior robustez e faixa linear. A importancia da combinagao
entre GCxGC e detectores de MS foi resumida em uma recente revisio. ® Entretanto, recentes
avangos instrumentais tém sido obtidos no sentido de tornar mais rapida a varredura do
espectroOmetro de massas quadrupolar, permitindo a sua utilizagdo em GCxGC.

A Espectrometria de Massas com Tempo de Voo (TOFMS, Time of Flight Mass
Spectrometry) tem sido utilizada na deteccdo em GCxGC, pois permite a coleta de até 500
espectros de massa por segundo e a identificagdo e confirmacdo de analitos, 0 que ndo pode ser
realizado com outros detectores. % % Os analisadores de TOFMS, baseados no fato de que
apos aceleracdo uniforme na fonte idnica, os ions chegam ao detector numa razdo inversamente
proporcional a sua massa, sao instrumentos com detector multicanal que medem a intensidade de
todos 0s m/z, na faixa de massas selecionadas, simultaneamente. Devido a sua elevada taxa de
extracdo de ions e a deteccdo simultanea de todos os ions, que garante a auséncia de deformacéo
espectral ao longo do pico, 0 TOFMS permite, mesmo em perfis de co-eluicéo, a utilizacdo de
algoritmos de deconvolucéo espectral e a localizacdo de determinados ions de interesse, bem
como a apresentagdo de cromatogramas 2D de corrente idnica total (TIC, total ion current) e de
cromatogramas 2D de ion extraido. A Figura 10 ilustra combinacdo do poder de resolucdo
cromatogréafica da GCxGC com o poder de resolugdo analitica (uso deconvolugdo para resolver
as co-eluicbes na faixa espectral cromatogréfica) do TOFMS permitindo resolver casos de

misturas complexas de compostos. *%°
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Figura 10: Representacdo esquematica da separacdo dos compostos que co-eluem utilizando um
sistema de GCxGC/TOFMS ¥

A capacidade do GCxGC para resolver misturas complexas dos analitos tem sido bem
sucedida quando aplicada no campo ambiental. Ong e et al **°
GCxGC/FID, GC/FID e GC/MS para determinagdo quantitativa de 24 HPA em amostras de

solo. Todos os compostos foram identificados e quantificados por GCxGC nos extratos de solo,

compararam as técnicas de

com excegdo de dois pares de HPA: indeno(cd)pireno/dibenzo(a,c)antraceno e
benzo(b)fluoranteno/benzo(k)fluoranteno  nas  condicbes  cromatograficas empregadas.
Observaram que a GCxGC apresentou 0os melhores resultados relativamente a separagdo e
quantificacdo, para 0 mesmo tempo de anélise. Entretanto, especialmente para os compostos de
maior massa molecular, a recuperagdo foi mais baixa do que aquela obtida por GC/MS. Contudo
0s autores associaram a baixa recuperacdo ao sistema cromatogréfico, especialmente na regido
onde ocorre a transferéncia dos analitos entre as duas colunas, e também a algumas limitagbes
quanto ao sistema de dados utilizado para a integracdo dos picos. Segundo os autores, a
GCxGC/FID demonstrou ser uma técnica alternativa robusta, que apresenta melhor precisdo que
a cromatografia gasosa monodimensional (1D-GC) e os resultados demonstraram que a
associacdo da PLE (pressurized liquid extraction) e GCxGC consiste em uma ferramenta de
grande potencial para a anélise de poluentes em amostras ambientais.

Hybtylainen e et al. '

conduziram os experimentos para a analise quantitativa de HPA e
BPC (bifenilas policloradas) em uma amostra certificada de solo, a fim de comprovar a

eficiéncia do modulador criogénico de duplo jato com diéxido de carbono, desenvolvido por
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eles. Os HPA e BPC foram separados em apenas uma corrida. Os resultados obtidos pelo
método GCxGC desenvolvido foram compativeis com valores certificados. Os indices de
recuperacdo dos HPA ficaram em torno de 87 %, porém os compostos mais pesados ndo
puderem ser quantificados. Os resultados de baixa recuperagdo para os HPA por GCxGC,
ligeiramente menores que os valores certificados, foram atribuidos a perdas durante o
fracionamento.

Em comparacdo com a cromatografia convencional, 0 método GCxGC demonstrou um
aumento na sensibilidade e otimizou a separacdo de HPA apolares dos menos apolares. Segundo
0s autores os picos identificados com modulacéo foram em média de 17 vezes maiores para 0s
HPA.

Muitas vezes a literatura relata que no sistema GCxGC, a corrida monodimensional
(1D-GC) pode ajudar a reduzir consideravelmente a necessidade de limpeza da amostra. Kallio

et al. %

estudaram este detalhe para a determinagdo de HPA em sedimento. Os resultados
obtidos para sedimentos em extratos brutos e extratos limpos por meio de LC foram avaliados
com base no desempenho analitico. Observaram que quando a quantidade da matriz aumenta, a
largura e a assimetria do pico e a resolucdo ndo foram afetadas sensivelmente, porém, a
repetibilidade dos tempos de retencdo, as &reas ou o0s volumes dos picos decrescem. A
quantificacdo da area do pico tende a subestimar tracos HPA, especialmente para as amostras
ndo-limpas.

Morales —Niinoz et al **

usaram GCxGC/TOFMS com um modulador criogénico para
separar e identificar poluentes organicos presentes em sedimentos marinhos coletados na saida
de uma planta de tratamentos de esgoto urbano. Todos os analitos foram identificados e
facilmente localizados no diagrama de contorno, devido a grande estabilidade dos tempos de
retencdo em ambas as dimensoes.

. ¢ analisaram um extrato de uma amostra de sedimento do rio Vistula

Dalluge eta
(Polbnia) por GCxGC/TOFMS com uma coluna DB-1 na primeira dimensdo e uma coluna BPX-
50, polar na segunda dimensdo.Um grande numero de hidrocarbonetos saturados foram
detectados bem como muitas substancias identificadas tentativamente como compostos de 2 ou 3
anéis benzénicos ndo condensados e clusters de alquil substituintes de HPA de 1 a 6 anéis.
Como esperado, os tempos de retencdo de HPA na segunda dimensdo aumentam com o nimero
de anéis aromaticos.

O maior beneficio da GCxGC nas analises ambientais € a melhora nas analises de traco
pelo aumento da sensibilidade e a resolugdo de compostos alvos da co-extracdo de impurezas e

interferentes.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Solventes e Reagentes

Para desenvolvimento da metodologia foi utilizada uma mistura de padrfes dos 16
Hidrocarbonetos Aromaéticos Policiclicos (HPA), classificados como poluentes prioritarios pela
EPA, adquiridos da Supelco (99,99%, Bellefonte, USA), e padrées de HPA deuterados da
Ultra Scientific Analytical Solution (North Kingstowm, RI,USA).Todos os demais reagentes e
solventes empregados neste trabalho foram grau p.a., marca Merck, sendo os solventes,
bidestilados. Foram utilizados padrfes solidos de fenantreno, pireno e benzo(a)pireno (Aldrich
Chemical Company, Inc. de Milwaukee, USA) na preparagdo das misturas sintéticas.

Outros materiais empregados foram: silica gel 60 (Merck, Darmstadt, Germany), com
tamanho de particulas entre 0,063 a 0,200 mm (70- 230 mesh ASTM), terra de diatoméceas
Celite 545 (Labsynth, Diadema, S&o Paulo), alumina neutra (tipo 507, 70-290 mesh ASTM,
Fluka AG, Switzerland).), granulos metélicos de cobre com didmetro médio de 0,9 mm e sulfato
de sodio anidro grau analitico (Merck, Damstadt, Alemanha). Cartuchos de celulose para a
extracdo em Soxhlet (20 mm d.i. e 80 mm comprimento) foram adquiridos da Whatman (Reino
Unido).

3.2 Limpeza e Silanizac¢do da Vidraria

Todos os materiais empregados para o desenvolvimento deste trabalho, como vidraria,
pérolas de vidro, células de extragdo, etc, foram limpos com &gua e detergente comum,
enxaguados com agua corrente, depois com agua destilada, acetona e heptano. A seguir foram
colocados em forno a 400°C por 30 minutos, com excecdo do material volumétrico, que foi seco
ao ar.

Para a silanizagdo da vidraria, esta foi lavada com uma solucéo de Extran alcalino a 5%
(Merck, Rio de Janeiro, BR), a fim de eliminar qualquer residuo organico. O material foi entéo
enxaguado em &gua corrente, 4gua destilada, acetona e heptano. A secagem foi feita em estufa a
105°C por 30 minutos, com exce¢do do material volumétrico, que foi seco a temperatura
ambiente. Os frascos foram preenchidos com a solugdo a 10%,v/v do agente silanizante
(diclorodimetilsilano) em tolueno (Acros Organics, New Yersey, USA), 0s quais permaneceram

em contato com esta solugdo por uma noite. Posteriormente foram enxaguados com tolueno e
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metanol e sua secagem foi realizada como descrito anteriormente neste item. Os mesmos frascos

foram armazenados envoltos em papel de aluminio até sua utilizac&o.

3.3 Tratamento das fases sélidas e outros materiais

A silica, a alumina, o sulfato de sddio e a celite foram colocados em capsula de porcelana
coberta com papel de aluminio perfurado e foram aquecidos em estufa a 400°C, durante 4 horas.
Posteriormente, foram armazenados em frascos de vidro e estocados em dessecador sob vécuo, a
fim de evitar absorcéo de agua e de interferentes organicos. Antes da utilizagéo da silica, essa foi
reativada em estufa a 200°C por 4 horas e resfriada em dessecador. Esta fase so6lida permanece
em condiges adequadas de ativagdo por 2 dias. ***

Para a extracdo com liquido pressurizado foram utilizados cartuchos feitos de papel de
filtro os quais foram extraidos em banho de ultra-som, por 30 minutos, com acetona e depois
com hexano, para garantir a retirada de quaisquer impurezas presentes nesses materiais. O
algod&o usado em alguns procedimentos, como no preparo de colunas, também foi submetido ao
mesmo processo de purificagéo.

Para retirar o enxofre, eventualmente presente nas amostras de sedimento, foram usados
granulos de cobre os quais foram previamente tratados de acordo com o seguinte procedimento:
A um béquer contendo 5,0 g de cobre (granulos metélicos com didmetro médio de 0,9 mm)
adiciona-se 4cido cloridrico concentrado até que todo cobre fique imerso no &cido. Apos alguns
segundos de agitacdo, o0 béquer é deixado em repouso por um minuto, quando entdo o &cido é
descartado. Esta operacdo € repetida até que o cobre fique com aspecto brilhante. Ao final,
adiciona-se metanol até cobrir o cobre, promove-se a agitagéo e posterior repouso por 1 minuto.
O metanol € retirado e sdo realizadas 3 lavagens com acetona e posteriormente com

diclorometano. 3

3.4 Preparo das Solugdes Padréo

Para as analises foram preparadas solucdes estoque a 200 mg L™ em diclorometano a
partir de mistura padrdo disponivel comercialmente em ampolas, contendo os 16 HPA
(2000 pg L). A partir desta solucdo estoque foram feitas as solucdes de trabalho (1,0 a 10,0 mg
LY, que foram armazenadas em ampolas de vidro ambar a -4°C. A solug#o estoque de bifenila
(padrdo interno) foi preparada a uma concentragdo de 1000 pg L™ e a partir desta, foram feitas

as solucdes de trabalho. Para solucdes sintéticas foram preparadas soluges estoque de
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1000 mg L™ pesando-se os compostos em frascos individuais em balanca analitica de preciséo e
dissolvendo-os em diclorometano. A partir destas solugdes foram preparadas solugbes de
trabalho (10 mg L™ e 1 mg L), as quais foram armazenadas em ampolas de vidro ambar a -4°C,

Para o estudo e recuperacdo dos HPA deuterados foi preparada uma solucdo estoque de
200 mg L™ em diclorometano, a partir de uma mistura padrédo contendo fenantreno-dyo; criseno-
di2 e perileno- dio. A partir desta solucdo estoque foram feitas as solucbes de trabalho (1 a

10 mg L™), as quais foram armazenadas em ampolas de vidro &mbar a -4°C.

3.5 Coleta e Caracterizacao Inicial dos Sedimentos

A etapa de coleta foi realizada em fase Unica com auxilio de um amostrador Van Veen.

Algumas etapas da coleta dos sedimentos estdo demonstradas na Figura 11.

Figura 11: llustracdo do procedimento de coleta das amostras de sedimento com amostrador

tipo Van Veen

Foram amostrados apenas 5 cm superficiais do sedimento. Em cada ponto de
amostragem, foi repetido o procedimento de retirada do material do fundo do leito a0 menos 5

vezes, em locais ndo coincidentes. O material em contato com as bordas do amostrador e a
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camada superior do sedimento foi, sistematicamente, descartado. O sedimento foi acondicionado
em frascos de vidro protegidos com papel de aluminio e previamente identificados, mantidos em
caixa de isopor com gelo até serem conduzidos ao laboratdrio. Os sedimentos foram resfriados
(-4°C) até posterior processamento.

Os sedimentos da Barragem Santa Barbara foram coletados no ponto 1, localizado na
Sanga da Barbuda, em fevereiro de 2007 (Figura 12.a), enquanto os sedimentos dos pontos 2 e
3 foram coletados na praia do Laranjal (na Lagoa e Barra, respectivamente), que é uma regido de
agua doce usada para banho, pesca e lazer, em maio de 2008 (Figura 12.b). Suas descri¢Ges
detalhadas estdo apresentadas na Tabela IV e suas exatas posi¢es foram determinadas por

medidas em um equipamento de GPS (modelo Garmin & Trex®) com preciséo de + 15 m.

ey s
? ”\“"?\h~;7:;:1{gi,:tn .
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Figura 12: Mapa com a localizacdo dos pontos de amostragem de sedimentos

Tabela IV: Coordenadas para a localizagéo dos pontos de amostragem de sedimentos

ponto local latitude longitude

1 Barragem Santa Bérbara S31°42°57” 052°22°43”

2 Lagoa S31°76°44,4” W52°19°19,9”"
3 Barra S31°78°92,9” W52°21°57,2°"
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Os sedimentos coletados foram primeiramente caracterizados quando & granulometria,
teor de umidade e teor de matéria organica.

Anélise Granulométrica: Uma aliquota da amostra bruta foi encaminhada para andlise

granulométrica no Laboratério de Sedimentologia da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), seguindo a norma técnica NBR 7181/1982. *** Os métodos utilizados foram de
peneiramento para os sedimentos grosseiros e de pipetagem para sedimentos finos, classificando

os tamanhos de gréos de acordo com a escala de Wentworth. **°

Teor de Umidade: Foram colocados 10 g da amostra de sedimento in natura em uma cépsula de
porcelana previamente tarado, e levado & estufa a 100-110°C por 24 horas. **’ Apés esse periodo,
o sedimento foi resfriado em dessecador e pesado. Este procedimento foi repetido até se obter
massa constante. A porcentagem de umidade foi calculada pela diferenga entre a massa inicial de
amostra e a massa de material seco apds a queima, dividida pela massa inicial, multiplicada por
100. As analises foram feitas com trés repeticdes, tomando-se a média como valor final.

Teor de Matéria Organica: O teor de matéria organica das amostras foi determinado por

calcinacéio, empregando-se 2 g de sedimento em forno a 550°C, por 4 horas. **" Apés a queima
total da matéria orgéanica, o material inorganico residual foi transferido para um dessecador. O
teor de matéria organica (% MO )nas amostras foi calculado pela diferenca entre a massa inicial
de amostra e a massa de sedimento ap6s ser submetido a combustdo, dividida pela massa inicial,
multiplicada por 100. As analises foram feitas com trés repeti¢cdes, tomando-se a média como
valor final.

Alternativamente e para efeito de validacdo da metodologia, foram preparadas duas
amostras contaminadas propositalmente com petréleo, usando-se para isso o ponto 3 (conforme
Figura 12 e Tabela IV.

Procedimento para a primeira amostra contaminada: A 20 g de sedimento, colocados em frasco

erlenmeyer, foram fortificados com 1,6 g de petréleo (2 mL), sendo deixado descoberto, em
capela, por 7 dias. Esta amostra foi denominada sedimento 3B.

Procedimento para a segunda amostra contaminada: A 20 g de sedimento, colocados em um

erlenmeyer, foram adicionados 60 mL de agua, do mesmo ponto de coleta, e 1,6 g de petrdleo (2
mL), agitado vigorosamente deixado em capela também por 7 dias. Ap0s este periodo, a agua foi
removida e o sedimento foi submetido ao processo de extracdo. Esta amostra foi denominada
sedimento 3C. O sedimento do ponto 3 sem qualquer contaminagdo inicial foi denominado,
entdo, 3A.
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3.6 Procedimentos de Extragéo

Todas as amostras de sedimentos, contaminados propositalmente ou néo, foram secas a
30°C em estufa, segundo Berset et al., > e estocadas em dessecador até sua utilizagdo. A
classificacdo granulométrica foi realizada apenas para caracterizacdo da amostra, mas ndo para o
preparo da mesma e para posterior extragdo. A presenca de enxofre elementar nas amostras de
sedimentos e, conseqlientemente, nos extratos que serdo injetados no cromatografo gasoso, pode
danificar a fase estaciondria da coluna. Por esta razéo, foi necessério procedimento prévio para a
remocao do enxofre das amostras. O enxofre presente no sedimento é retido sobre grénulos de

cobre, através da formacéo de sulfeto de cobre.

3.6.1 Extracéo com Soxhlet (SE)

A extragdo dos analitos dos sedimentos da Lagoa e Barra (pontos 2 e 3) foi realizada
utilizando extrator de Soxhlet de acordo com o método EPA 3540. Foram utilizadas 20 g de
sedimento Umido dos pontos 2 e 3 misturados com 20 g de Na,SO, anidro. Estas amostras foram
extraidas com uma mistura de acetona e hexano (1:1, v/v) por 16 horas. Granulos de cobre foram

adicionados ao balao de extragéo.

3.6.2 Extracdo com Ultra-som (USE)

Utilizou-se um aparelho de ultra-som (tipo banho) modelo Fischer Scientific - FS 14H,
com poténcia de 90 W, freqiiéncia de 40 kHz, intensidade de radiacéo de 0,27 W/cm? e com as
seguintes dimensdes do banho: 24 cm x 14 cm x 10 cm. O método empregado foi o nimero EPA
3550.

Cerca de 10 g de sedimento da Barragem (sedimento 1) e 10 g de sulfato de sodio anidro
foram misturados e colocados em erlenmeyer, para extragdo com 100 ml de solvente (mistura
hexano: acetona, 1:1, v/v) no banho de ultra-som. A abertura do erlenmeyer foi protegida com
papel aluminio, perfurado para a saida de vapores. Foram realizados 3 ciclos de extracdo, cada
um de 30 minutos. Nos primeiro 15 minutos do primeiro ciclo, a extragdo ocorreu com 50 mL de
acetona; no restante do tempo (15 minutos) foram adicionados 50 mL de hexano. No segundo e
terceiro ciclos, foram adicionados 100 mL da mistura hexano/acetona (1:1, v/v). Os extratos

foram recolhidos em um mesmo erlenmeyer e concentrados em evaporador rotatorio.
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Posteriormente, foram acondicionados em frascos de vidro, evaporados em fluxo suave de

nitrogénio até a secura, pesados e armazenados até a anélise em lugar fechado e ao abrigo da luz.

3.6.5 Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE)

Usou-se 0 método EPA 3545 **® com extrator modelo ASE-300™ (Dionex, Sunnyvale,
CA, USA). Foram utilizadas células de aco inoxidavel para extracdo, com capacidade méxima
de 34 mL e frascos de vidro com capacidade de 250 mL, empregando-se sedimentos Secos
marcados com padrdes deuterados em uma concentragdo de 200 ng/g de sedimento. Trabalhos
anteriores do Laboratorio de Quimica Analitica Ambiental e Oleoquimica da UFRGS descrevem
detalhadamente esta técnica. **°

A condigdo experimental adotada neste trabalho foi escolhida dentro da margem
recomendada no método EPA 3545: 10 g de amostra (em base seca), extragéo a 100°C durante 5
minutos (extracdo estatica) por 3 ciclos, usando 1500 psi de pressdo, 60 segundos de purga e a
mistura de hexano e acetona (1:1, v/v) com 100 % de preenchimento da célula como solventes
extratores. Como agente secante foi usada Celite 545 uma vez que a acetona pode solubilizar o
sulfato de sédio anidro, impedindo o uso deste agente que € 0 mais usado para este método.
Assim, as 10 gramas de sedimento seco da Barragem (sedimento 1) foram misturadas a 1,0 g de
Celite 545, obtendo-se um p6 que foi transferido para a cela de extragdo, juntamente com
algumas pérolas de vidro.

Apos o término das extracdes das amostras, o extrato foi transferido dos frascos coletores
para copos de béquer de 250 mL e submetidos ao mesmo processo de reducdo de volume e

posteriormente fracionado e analisado cromatograficamente.

3.7 Fracionamento Cromatogréafico dos Extratos

As amostras (sedimento brutos 1, 2 e 3A e sedimentos propositalmente contaminados por
petréleo, 3B e 3C) foram submetidas ao fracionamento segundo o protocolo da UNEP.*

Os extratos secos foram fracionados por cromatografia liquida preparativa em uma
coluna preenchida com uma camada formada por 1 g de Na SO, anidro, 3,2 g de silica (SiO,,
5% desativada) 1,8 g de alumina (Al,Os, 2% desativada) e um adicional de 1 g de Na,SO, anidro
no topo. Cada extrato foi dissolvido em 0,5 mL de diclorometano (DCM), sendo este volume
misturado a 1,0 g de silica. Depois que esta mistura foi seca ao ar, foi adicionada ao topo da

coluna, e fracionada em trés fragdes. A seqliéncia de solventes para a eluicdo foi de 20 mL de
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n-hexano (fragdo F1 - hidrocarbonetos saturados), 20 ml de uma mistura de DCM/n-hexano (1:5,
v/v) e 20 ml de uma mistura de DCM/n-hexano (1:1, v/v). As duas Ultimas fraces foram
misturadas para a construcéo da F2, fracdo que potencialmente contém 0s compostos aromaticos
policiclicos de interesse. Os HPA contidos na fragdo F2 foram concentrados sob um fluxo suave
de nitrogénio para a analise cromatogréfica. Este procedimento foi repetido trés vezes para cada

ponto de amostragem.

3.7.1 Procedimento de Recuperacédo dos Processos de Extragéo

Este estudo foi feito para os métodos de extragdo por ultra-som (USE) e por fluido
pressurizado (PLE), usando o sedimento do ponto 1. Para o acompanhamento dos estudos de
recuperacéo, as amostras de sedimento foram marcadas com 200 ug kg™ dos hidrocarbonetos
aromaticos deuterados com 3, 4 e 5 anéis aromaticos.

A adicdo dos HPA deuterados foi conduzida através da adicdo de volumes de uma
solugdo de trabalho de 40 mg L™, de forma que todas as amostras (secas ) apresentassem a
concentragdo final de 200 ug.kg™. Ap6s a adicdo dos padrdes, as amostras foram deixadas em
repouso por uma noite com a evaporacdo do solvente e interagdo dos compostos padrdo com a
matriz."** A seguir, cada amostra foi submetida & extragdo com ultra-som ou extracdo com
liquido pressurizado, conduzidas conforme indicado nos itens anteriores. Este ensaio foi
realizado em triplicata.Os extratos foram evaporados em capela até a secura e ap6s submetidos
ao procedimento de fracionamento ja descrito. A fracdo F2 recebeu padrdo interno
cromatogréfico (bifenila) a 1 mg L™ e o volume final das mesmas foi corrigido a 1 mL com
DCM. As analises cromatograficas foram realizadas no modo SIM, considerando apenas 0s
picos relacionados ao principal fragmento (m/z) de cada HPA deuterado e da bifenila.

Para avaliacdo da recuperacdo foram construidas curvas de calibracdo para cada
composto na faixa de concentracBes entre 2 a 10 mg L™ e nas mesmas condicdes de analise

cromatogréficas apresentadas anteriormente.

3.8 Anélises Cromatogréaficas

3.8.1 Cromatografia Gasosa Monodimensional (‘D-GC)

Foi empregado um Cromatografo Gasoso com Detector Seletivo de Espectrometria de

Massa (GC/MS, Shimadzu, modelo QP2010 plus) Para a otimizagéo do processo cromatografico
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foram utilizadas solugdes de trabalho preparadas a partir de uma solucdo padrdo com 16 HPA
(2000 pg L™) em n-hexano. A identificacdo dos HPA de interesse nas amostras de sedimento foi
conduzida através da comparacdo dos tempos de retengdo e dos espectros de massa obtidos no
modo SCAN (varredura de espectro) para amostras e compostos padréo, enquanto que a
quantificagdo foi realizada com o sistema MS no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM,
do inglés Single lon Monitoring) com um volume de solucdo injetada de 1 uL e He (99,999 %,
Linde Gases, Canoas, RS, Brasil) como gas de arraste em um fluxo de 1mL/min.

descricdo do equipamento usado: GC/gMS Shimadzu modelo QP2010 plus, coluna capilar de

silica fundida OV-5 (5 % de grupos fenila em metil silicone), com 30 m comprimento, 0,25 mm
de didmetro interno e 0,25 um de espessura de fase), ionizagdo por impacto eletronico com
70 eV, analisador quadrupolar e injetor split/splitless, operando no modo splitless.

temperatura do Injetor e Detector: 280°C

rampa de aquecimento do forno cromatogréafico: aquecimento de 80°C até 260°C a uma taxa de

aquecimento 10°C/min, e desta temperatura até 280°C a uma taxa de 3°C/min, permanecendo 10
minutos nesta temperatura

Para a quantificacdo dos analitos, foram construidas curvas de calibracdo baseadas no
método do padrfo interno (solugdo de bifenila, 1mg L™) em duas faixas de concentracio
compreendidas entre de 10 a 70 pg L™ e 1,0 a 1,5 mg L™ da mistura dos 16 HPA prioritarios.
Também foram usados alguns HPA deuterados para testes de recuperacdo. A relagdo de padrdes
de HPA (e HPA deuterados) com os ions usados no monitoramento pelo modo SIM se encontra
na Tabela V.

3.8.2 Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente (GCxGC)

3.8.2.1 Descrigdo dos equipamentos usados

Foram usados dois sistemas GCxGC constituidos por cromatdgrafos Agilent 6890N
(Agilent Technologies, St. Joseph, MI, USA), equipados com um forno secundario e acoplado a
moduladores criogénicos quad-jet refrigerados com nitrogénio liquido.

O primeiro sistema - GCxGC -FID - compde-se de um injetor convencional
split/splitless, com amostrador automatico CTC Combi-Pal (Leap Technologies, NC, USA),
controlado pelo software ChromaTof (Agilent Technologies, St. Joseph, MI, USA). Usou-se o
hidrogénio (99,999 %, Linde Gases, Canoas, RS, Brasil) como gas de arraste e o detector FID

apresentou taxa de aquisicéo de 100 Hz.
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Tabela V: Dados relacionados aos padrdes de HPA usados nas anélises cromatograficas:

Numero | Composto (sigla usada) Foérmula molecular m/z*
1 Naftaleno (NAF) CioHs 128
2 Acenaftileno (ACI) CioHs 152
3 Acenafteno (ACE) Ci2H1o 154
4 Fluoreno (FLU) CisHio 166
5 Fenantreno (FEN) CisH10 178
6 Antraceno (ANT) CuaH1o 178
7 Fluoranteno (FLT) CisH1o 202
8 Pireno (PIR) Ci6H10 202
9 Benzo(a)antraceno (BaA) CigHa2 228
10 Criseno (CRI) CigHa2 228
11 Benzo(b)fluoranteno (BbF) CaoH12 252
12 Benzo(k)fluoranteno (BkF) CaoH12 252
13 Benzo(a)pireno (BaP) CaoH12 252
14 Indeno(1,2,3-cd)pireno (IND) CaoH12 276
15 Dibenzo(ah)antraceno (DBA) CaoH1a 278
16 Benzo(ghi)perileno (BGP) CaoH12 276
17 Fenantreno-d;o (FEND) C14D10 188
18 Criseno-d;, (CRID) C1gD12H10 240
19 Perileno- di2.(PERD) C20D12 264
20 Bifenila (P1)** Ci2H1o 154

*m/z correspondente ao ion majoritario (= ion molecular) **P| = padréo interno

O segundo sistema - GCxGC/TOFMS - é constituido de um sistema GCxGC, igual ao
descrito acima, mas acoplado a um espectrometro de massas de tempo de véo (TOFMS, do
inglés Time Of Fly Mass Spectrometer), Pegasus IV D (LECO Coorp., St. Joseph, MI, USA).
Injetor, amostrador e software idénticos aos usados no sistema GCxXGC-FID anterior. A
voltagem aplicada do Detector foi de 1400 V, com o impacto de elétrons de 70 eV e o gés de

arraste usado foi Hélio (Linde Gases, Canoas, RS, Brasil, com pureza de 99,999%).

3.8.2.2 Otimizagdo das condic¢bes cromatogréficas por GCxGC-FID

Em GCxGC, vérios pardmetros tém grande influéncia na eficiéncia de separagdo. Entre
esses parametros destacam-se (i) as dimensdes (comprimento, didmetro) das duas colunas, (ii) 0

tipo e espessura do filme das fases estacionérias, (iii) a velocidade do gas de arraste, (iv) o
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regime de temperatura de ambas colunas e (v) periodo de modulacéo. ** Os parametros foram
selecionados e otimizados para cada conjunto de colunas, os quais estéo descritos na Tabela VI.
Os métodos cromatogréficos foram otimizados com relacdo aos seguintes parametros:

- programa da temperatura do forno primério e AT entre os fornos (‘D e ?D),

- temperatura do modulador e periodo de modulagéo;

- duracdo do pulso quente e frio;

- tipo de splitless: pulsado e ndo pulsado;

- velocidade do gés de arraste.

Conforme discutido por Zhu e colaboradores *** 0 uso de um filme mais espesso na
coluna da primeira dimensdo pode aumentar a resolucdo no caso de sobrecarga na primeira
dimensdo, mas pode alargar os picos. Isto pode contribuir para um aumento do nimero de
fracBes do pico priméario na segunda coluna. Neste trabalho optou-se por fixar a espessura de
filme (0,25 pm) e também o didmetro interno (0,25 mm) da coluna da primeira dimenséo.

Primeiro conjunto testado: A primeira estratégica adotada foi otimizar as condicdes

cromatogréaficas com um conjunto convencional de colunas do tipo apolar na primeira dimensao
e polar na segunda dimensdo com diferentes comprimentos (conjunto 1) testando-se varias
rampas de temperatura e diferentes tempos de analise (corridas mais rapidas ou mais lentas). A

Tabela V11 apresenta algumas das condigdes de temperatura testadas.

Segundo, terceiro e quarto conjuntos testados: A segunda estratégica adotada foi a utilizagdo de
colunas mais longas na segunda dimenséo visando melhorar a separagdo. Neste objetivo foram
testado os conjuntos de colunas 2 e 3 (Tabela VI), com colunas na segunda dimenséo de 2,0 e
3,0 m, em comparacdo a 1,0 m do conjunto de colunas 1. Também modificou-se 0 comprimento
da coluna da primeira dimenséo (conjunto 4).

Com o conjunto 2 (convencional) e temperatura do forno secundéario mantida em 10°C
acima da temperatura do forno primério, foram avaliados diferentes periodos de modulag&o,
permitindo-se que os picos modulados tivessem tempo apropriado para a eluicdo completa
dentro do seu préprio ciclo. Os periodos de modulagdo escolhidos foram 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10

segundos com duracéo de pulso quente permanecendo 40% do periodo de modulacéo.
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Tabela VI: Conjunto de colunas testados neste trabalho para os sistemas GCxGC

| primeira dimenséo segunda dimens&o

conj coluna fase dimensdes (mxmmxum) | coluna fase dimensBes (mxmmxum)
1 DB-5* 5% difenil e 95% metilpolissiloxano | 30x0,25x0,25 DB-17* 50% fenil 50% metilpolissiloxano 1x0,18x0,18
2 DB-5* Idemal 30x%0,25%0,25 DB-17* Idemal 2x0,18x%0,18
3 DB-5* Idemal 30x%0,25%0,25 DB-17* Idemal 3x0,18x0,18
4 OV-5ms * ldemal 50x0,25%0,25 DB-17* ldemal 3x0,18x0,18
5 DB-5* ldemal 30x0,25x%0,25 DB-WAXx* | polietilenoglicol 2x0,1x0,1

6 DBWAXTER* | polietilenoglicol 30x0,25x%0,25 DB-17* ldemal 3x0,18x0,18
7 DBWAXTER* | polietilenoglicol 30x0,25x%0,25 DB-1ms* | polidimetilssiloxano 1,8x0,1x0,1
8 HP-50+* 50% fenil 50% metil-polissiloxano 30x0,25x%0,25 DB-1ms* | polidimetilssiloxano 2x0,1x0,1

9 DB-5* ldemal 30x0,25x%0,25 LC-50** 50% de cristal liquido-metilpolissiloxano | 1,1x0,1x0,1

*J & W Scientific, Folson,USA; ** Restek, Bellefonte, USA

Tabela VI1: Condicdes cromatograficas utilizadas para o conjunto de colunas 1 no sistema GCxGC-FID.

Condicéo Temperatura do forno

A 100°C (0,2 min), 6°C/min até 220°C (0,2 min), 10°C /min até 260 °C (0,2 min) e 4°C /min até 280°C (5 min)
B 100°C (0,2 min), 5°C/min até 200°C (0,2 min), 10°C /min até 240 °C (0,2 min), 3°C /min até 280°C (5 min)
C 80°C (0,2 min), 5°C/min até 260°C (0,2 min), 3°C /min até 280°C (10 min)
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Ainda com este mesmo conjunto, e com o0 objetivo de melhorar a separacéo
obtida para o periodo de modulacéo de 10 s desenvolveu-se um estudo dos tempos de
duracéo dos jatos frios e quentes. Foram testados a duragdo do pulso quente de 1, 1,2,
15, 2, 25, 35 e 4 segundos. A correspondente duracdo do pulso frio foi
automaticamente ajustada pelo software como: 4, 3,8, 3,5, 3, 2,5 1,5 e 1 segundos para
assegurar 50% de ciclos completos dentro do periodo de modulacéo.

A diferenca de temperatura entre a primeira e a segunda coluna foi otimizada
pelo uso de gradientes de temperatura na ordem de 10, 20 e 30°C em relacdo a
temperatura do forno primario.

Quinto conjunto testado: Utilizando o conjunto de colunas 5 (DB-5 e DB-Wax), as

condigcBes cromatogréficas precisaram ser modificadas, numa primeira rampa de
80 °C (0,2 min), 5 °C/min até 225 °C (30 min), e uma segunda rampa de 80 °C
(0,2 min), 5 °C/min até 225 °C (50 min). A diferenca de temperaturas entre os primeiros
e segundo forno foi mantida de 10°C, também as temperaturas do injetor e detector de
250 °C.

Sexto, sétimo e oitavo conjuntos testados: A prdxima estratégica foi utilizacdo de

conjuntos de colunas de geometria inversa, ou seja, uma coluna polar na primeira
dimenséo e uma coluna apolar na segunda dimenséo (conjuntos 6, 7 e 8, Tabela VI).

O uso do conjunto de colunas 7 (coluna DB-WAXTER na primeira dimensdo), a
qual ndo suporta temperatura de aquecimento acima de 260 °C, implicou em
modificacdes na temperatura final de anélise, tendo-se entdo a seguinte rampa de
aquecimento do forno: 40°C (0,2 min), 5°C/min até 260°C (20 min). A temperatura do
modulador foi mantida a 30°C, acima da temperatura do forno.

Nono conjunto testado: O conjunto 9 foi testado com as condi¢bes cromatograficas um

pouco diferentes a fim de reduzir o tempo total de analise: 100°C (0,2 min), 5°C/min até
260°C, 3°C/min até 280°C (10 min). O modulador foi mantido 30 °C acima da
temperatura do primeiro forno e o periodo de modulagdo escolhido foi de 5 segundos
com o tempo de pulso quente de 2,0 s e 0s demais pardmetros mantidos constantes.
Além destes pardmetros cromatogréaficos, foram utilizados para o
desenvolvimento do método cromatografico por GCxGC-FID aplicado aos padrdes
(solucdo a 1 mg L™ de 16 HPA) e também a fragcdo F2 do extrato fortificado de uma

amostra de sedimento do ponto 1, as seguintes condigdes:
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injetor: split/spliless, operando no modo splitless com tempo de 1 minuto
fase movel: H,, com vazdes otimizadas na faixa de 0,8, 0,9 e 1,0 mL/min

tratamento dos dados: o sinal foi registrado no software ChromaTOF verséo 3.32.

3.8.3 Desenvolvimento do método cromatografico para o sistema GCxGC/TOFMS

Para o desenvolvimento do método para analise por GCxGC/TOFMS foi utilizado
0 conjunto de colunas 1 (Tabela VI) e uma solugéo de trabalho contendo os 16 HPA na
concentracdo de 1 ug L™. Foram usados os pardmetros do GCxGC-FID e otimizados
alguns outros como:

tempo de splitless: O tempo de splitless foi aumentado de 30 s (usado no sistema

GCxGC-FID) para 60, 90 e 120 s, para evitar a discriminagdo dos compostos mais
pesados no injetor.

temperatura da linha de transferéncia e da fonte de ions: Foram avaliadas duas

temperaturas para a linha de transferéncia e a fonte de ions: 250 e 280 °C.

taxa de aquisicdo de sinal: foram testada duas taxas: 10 e 100 Hz (ou seja, scans/s).

diferenca de temperatura entre a primeira e a sequnda dimensdo: Os valores usados

para 0 AT entre *D e 2D foram 5 e 15 °C.

temperatura do injetor: Aumentou-se a temperatura do injetor de 300 °C para 320 °C.

pulso de pressdo na cabeca do injetor: Foram testados pulsos de presséo no injetor,

usando a opgéo pulse splitless usando as pressoes de 20, 40, 60, 80 e 100 psi.

3.8.4 Validacao dos métodos cromatogréficos

O processo de validacéo foi realizado através da comparagdo das duas técnicas
de andlise: GC/MS e GCxGC-FID. Os parametros de desempenho analitico usados
foram a seletividade, a linearidade e curva de calibracdo, sensibilidade do método
(representada pelos limites de detecgdo — LD — e de quantificagdo — LQ), a preciséo
(repetitividade e precisdo intermediaria) e exatiddo (teste de recuperagao).

A linearidade do metodo foi verificada através de injecOes de solugdo padrdo
para obtencdo da curva de calibragdo. A curva de calibracdo foi construida através de
injecOes de solugdes padréo preparadas em diclorometano, em quintuplicata, na faixa de

10 a 200 pug L™, contendo o padrdo interno (Bifenila) na concentracéo fixada 1 mg L™
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(GC/MS) e 100 pg L™ (GCxGC-FID). As injecdes foram realizadas em ordem
crescente de concentracdo e sendo o método de padronizacdo interna o escolhido. As
grandezas observadas foram o coeficiente de determinacéo (R?), o coeficiente angular e
a estimativa do desvio padréo relativo.

A repetitividade do método foi avaliada atraves do coeficiente de variacdo das
areas dos picos cromatograficos. Foram realizadas dez injecOes sucessivas de uma
solugdo com os padrdes na concentragdo de 20 ug L™ (GC/MS) e 10 ug L™ (GCxGC-
FID) com o padréo interno nas mesmas concentragdes usadas na construcdo da curva de
calibragdo. A precisdo intermediaria também foi avaliada através do coeficiente de
variacdo das &reas geradas pelas injecOes realizadas em dois dias diferentes e expressa
pela estimativa do desvio padrdo relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation),
também conhecido como coeficiente de variacdo (CV).

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram baseados em
pardmetros da curva de calibragdo, conforme recomenda a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied

145

Chemistry), = e obtidos a partir das equagdes:

LD=Y, + 3 Ss e LQ=Y, + 10Sg

Onde LD corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser detectada,
LQ corresponde & menor quantidade de um analito que pode ser gantificado, Y, € a
media das medidas do sinal analitico de um teste em branco (auséncia dos analitos) e Sg
é o desvio padrao das medidas do teste em branco.

Os estudos de exatiddo para o sistema GCxGC-FID foram executados atraves da
analise de trés solugbes sintéticas contendo trés HPA (fenantreno, pireno e
benzo[a]pireno) em concentragOes variadas de cada componente: solu¢do A (50, 100,
150 pug L™, solucdo B (100, 150 e 50 pg L™) e solugéo C (150, 50 e 100 pg L™).
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3.8.5 Anélise de Amostras de Sedimentos

3.8.5.1 Sedimento do Ponto 1 da Barragem

Para a andlise da fracdo F2 do extrato de sedimento do ponto 1 foi utilizada o
conjunto de colunas 1 e 9, para 0 GCxGC-FID e apenas o conjunto 1 para o
GCxGC/TOFMS, nas condicOes ja otimizadas para os padrdes. Para o conjunto 1 no
sistema GCxGC-FID foram ainda testados 0s seguintes parametros:

velocidade da fase mével: fluxos de 0,8 mL/min, 0,9 mL/min e 1,0 mL/min.

pulsos de pressdo: de 40, 60 e 80 psi. tipo de injecdo: splitless com e sem pulso.

3.8.5.2 Outras Amostras de Sedimentos

Os demais extratos dos sedimentos relacionados na Tabela 1V e os extratos dos
sedimentos contaminados por petr6leo foram injetadas no sistema GCxGC/TOFMS e
GCxGC-FID nas condigBes otimizadas para padrdes (e também para o sedimento 1, no
caso do GCxGC-FID) usando o conjunto de coluna 1 (Tabela VI1). As condicdes finais
estdo resumidas abaixo:

Parametros comuns (GCxGC-FID e GCxGC/TOFMS):

injetor: split/splitless, modo splitless com 1 minuto de espera

temperatura do injetor: 280°C

aquecimento do forno: 80°C (0,2 min) 5°C/min, 260°C, 3°C/min, 280°C (10min)
Parametros diferenciados GCxGC-FID GCxGC/TOFMS

fase movel/ fluxo H> (1,0 mL/min)  He (1,0 mL/min)

temperatura do modulador 30°C 15°C

periodo de modulacéo 6s 6s

corte de solvente (p/detector) 300 s 360 s

Parametros exclusivos do GCxGC/TOFMS:

modo de ionizacdo: impacto eletronico 70eV temperatura da interface: 250 °C
temperatura da fonte de ions: 250°C faixa de m/z: 45-450 Daltons
energia: 1400 volt taxa de aquisicdo de sinal: 100 Hz
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo inicial da amostra de sedimentos

A Tabela VIII apresenta as principais propriedades fisicas e quimicas da

amostra de sedimento coletada em fevereiro de 2007.

Tabela VII1: Principais caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos estudados

Propriedades Sedimento 1 Sedimento 2  Sedimento 3
pH agua 7,3 7,3 6,8

propriedades MO 10,3% (b.s.) 7,6% (b.s.) 10,9% (b.s.)

quimicas Ml 89,7% (b.s.) 92,4% (b.s.)  89,1% (b.s.)
Umidade 51,5%. 79,8% 73,5%

classificacdo Areia 11,2% 93,4% 87,4%

granulométrica Silte 69,6% 3,9% 7,1%

do sedimento Argila 19,2% 2,6% 5,5%

MO = matéria organica, Ml = matéria inorganica; b.s. = base seca

Segundo Kim e colaboradores'®, a concentragdo de HPA em sedimentos é
afetada pela composicdo quimica dos sedimentos, tais como matéria organica e
granulometria. Quando a matéria organica de sedimentos de origem natural se encontra
acima de 10%, estes sedimentos séo considerados organicos, e quando abaixo deste
valor, sdo considerados sedimentos inorganicos ou minerais. Neste trabalho, o
sedimento em estudo apresenta caracteristicas organicas. Este teor de matéria orgénica
pode demonstrar, além da contribui¢do de origem natural, uma expressiva entrada de
material oriundo da acdo antropica, tais como 0 uso e ocupacdo do solo, despejos
domeésticos, industriais e agricolas. Uma vez que a matéria organica tem a caracteristica
de adsorver poluentes, o resultado representa um potencial de sor¢éo destes, bastante
favorecido pela afinidade entre estes poluentes e os sitios de ligagdo existente na
matéria organica. Outra caracteristica importante da presenga da matéria organica é que
ela auxilia na agregacéo das particulas silte, argila e areia.

A analise granulométrica fornece informacdes sobre as fontes geradoras e sobre

a dispersdo dos sedimentos, podendo ser inferidas relagGes relativas aos processos
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fluviais ou ainda, refletir o resultado de atividades humanas como a dragagem de canais
e a ocupacdo das margens de estuérios. Os parametros granulométricos estudados foram
porcentagens de silte e argila (% lama), os quais correspondem a soma das porcentagens
relativas das fracfes granulométricas com tamanho inferior a 0,062 mm.

O resultado da analise granulométrica no sedimento do ponto 1 (Barragem Santa
Bérbara) revelou a predominancia da fragdo de finos (silte + argila = 88,8%), a qual
corresponde as particulas com tamanho inferior a 0,250 mm, referente & fracdo
granulométrica que potencialmente contém os hidrocarbonetos. Ja os pontos da lagoa
e da Barra (2 e 3) apresentaram predominancia de areia (93,4 e 87,4 %,
respectivamente) o que favorece uma maior quantidade de agua intersticial e, por
conseguinte uma quantidade mais alta de umidade. O pequeno tamanho de particula
também é responsavel por uma capacidade de adsorcéo alta®*. A matéria organica destes
sedimentos variou de 7,6 a 10,9%, que pode ser considerada bastante elevada. O
elevado teor de matéria organica é uma caracteristica associada ao menor tamanho de
gréo, indicando que estes locais podem ser potenciais acumuladores de poluentes

orgéanicos como HPA.

4.2 Desenvolvimento dos Processos de Extracdo Usados

A Tabela IX apresenta os resultados de recuperagdo para o procedimento SE,
PLE e USE, em termos percentuais para 0s HPA deuterados adicionados ao sedimento

estudado na concentragdo de 200 ng g™, usando-se 10 g de sedimento seco.

Tabela 1X: Resultados de recuperagéo e principais parametros para 0s procedimentos
de extracdo (Soxhlet, PLE e USE) usando o sedimento do ponto 1, marcado com HPA
deuterados

composto Soxhlet(*) USE(*) PLE(*)
Fenantreno D 81,25 + 3,28 18,75+1,51 78,34 £ 2,57
Criseno D 82,17 £ 4,19 51,16 £5,21 83,21 +£2,81
Perileno D 88,68 + 2,21 37,09 £ 4,26 82,12 +£3,12
Tempo de analise ~16 horas ~ 45 min ~15 min
Volume de solvente ~ 500 mL ~ 300 mL ~100 mL

(*) extracOes realizadas em triplicata
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Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para a analise de residuos geralmente se
situam entre 70 a 120 % com precisdo de até = 15 % **’. Como pode ser visualizado na
Tabela 1X, o sistema PLE e a extragdo com Soxhlet apresentaram melhores resultados.
Entretanto, por problemas operacionais do equipamento ASE 300, optou-se pela
extracdo com Soxhlet, apesar de reconhecer que o sistema PLE é mais rapido, mais
seguro, com menor possibilidade de contaminacdo e usando menor quantidade de
solvente. Como o objetivo principal deste trabalho estda no desenvolvimento da
metodologia cromatografica e ndo na avaliacdo ambiental da area escolhida, para a
analise dos HPA, optou-se por realizar todas as demais extracbes com Soxhlet,

especialmente por se tratar de um nimero pequeno de amostras.

4.3 Anélise Cromatografica

Os resultados serdo apresentados e discutidos em duas etapas:
- Na primeira serdo apresentados os resultados da analise cromatogréfica
monodimensional, incluindo o desenvolvimento do método cromatogréfico, validacéo
do mesmo e aplicacdo as amostras de sedimento; e
- Na segunda serdo apresentados os resultados da técnica de cromatografia
bidimensional abrangente, os quais serdo também analisados para os dois detectores
empregados: FID e TOFMS.

4.3.1 Cromatografia Gasosa Monodimensional acoplada & Espectrometria de
Massas (GC/MS)

4.3.1.1 Andlise Cromatogréfica dos Padrdes e Validagdo da Metodologia Analitica

A validacéo da técnica cromatografica monodimensional foi realizada tanto para
0s padrfes deuterados (que foram usados para a determinagdo da recuperacdo dos
processos de extracdo) quanto para os 16 HPA usados no desenvolvimento dos métodos
cromatograficos e na analise qualitativa e quantitativa dos sedimentos

A Figura 13 apresenta o cromatograma (GC/MS modo SIM) da mistura de
padroes de HPA deuterados na concentracdo de 1,0 mg L™ e a Figura 14 apresenta o
cromatograma (GC/MS modo SIM) da mistura de padrdes de 16 HPA na concentragéo

de 20 pg L™, respectivamente. Foram monitorados apenas os fons relacionados na
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Tabela V. Os compostos foram analisados em faixas de m/z que sdo representadas

nestas figuras pelas regides (A, B, C e D para a Figura 13 e A, B, C, D e E, para a

Figura 14) do cromatograma, que se encontram ampliadas permitindo a melhor

visualizacdo da separacdo cromatografica. Verifica-se que o0s compostos foram

adequadamente separados permitindo sua completa identificacdo e quantificagéo.
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Figura 13: Cromatograma pelo monitoramento de ions (GC/MS modo SIM) para a
mistura de padrdes de HPA deuterados com o padrdo interno (bifenila). As regides A,
B, C e D do cromatograma estdo ampliadas para melhor visualiza¢éo da separagéo entre
0s compostos. Condigdes cromatogréaficas descritas no item 3.8.1, pagina 36.
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Figura 14: Cromatograma pelo monitoramento de ions (GC/MS modo SIM) para a
mistura de 16 HPA. As regides A, B, C, D e E do cromatograma estdo ampliadas para
melhor visualizacdo da separacdo entre 0s compostos. ldentificacdo dos picos de acordo
com a Tabela V e condi¢Ges cromatograficas descritas no item 3.8.1, pagina 36.
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Os resultados para a validacdo da técnica de GC/MS usando os HPA deuterados
incluindo a equacdo da curva analitica, coeficiente de determinagdo (R?), limite de

detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) estdo apresentados na Tabela X.

Tabela X: Figuras de Mérito para o sistema GC/MS usando a mistura de HPA
deuterados

Equacéo da reta* (y = ax + b) LD LQ
composto R b R? (mgLl™)  (ngL?
Fenantreno D 1,82 -0,449 0,9967 0,576 1,92
Criseno D 1,41 -0,354 0,9963 0,771 2,57
Perileno D 1,95 -0,469 0,9919 0,729 2,43

(*) y = érea relativa (Ai/Api) e x = concentracdo (ug L™)

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados a
partir da media das areas relativas do ruido do branco e seus desvios padrdo, conforme
descrito no item 3.8.4, pégina 44. Como critério de aceitacdo da curva analitica
(linearidade), o valor minimo aceitavel para o coeficiente determinacdo deve ser igual
ou superior a 0,99 **® e observa-se pela Tabela X que o R? é maior que 0,9919 e o0s
limites de deteccdo ficaram entre 0,576 a 0,771 pg L™ enquanto os limites de
quantificacdo ficaram entre 1,92 e 2,57 ug L™. Os valores foram calculados a partir de
quintuplicatas, apresentando desvios padréo relativos inferiores a 4 %

Na Tabela XI s&o apresentados os resultados dos parametros das curvas analiticas
para o sistema GC/MS aplicado & anélise da mistura de padrdes de 16 HPA. O limite de
deteccdo encontrado para estes compostos variou entre 0,431 ¢ 4,72 ug L™ enquanto
que o limite de quantificacdo situou-se entre 1,50 e 15,73 ug L™. Também neste caso os
valores foram calculados a partir de quintuplicatas, e os desvios padrdo relativos estao
apresentados na Tabela XI. O coeficiente de determinacdo mostrou-se adequado, visto
que os valores de R? variaram entre 0,9802 e 0,9991.

Desta forma, a metodologia GC/MS mostrou-se adequada para a andlise dos

HPA estudados neste trabalho.
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As curvas analiticas, tanto para os HPA deuterados como para 0s ndo deuterados,

estdo apresentadas no Anexo 2.

Tabela XI: Pardmetros de mérito e curvas analiticas obtidas por GC-MS para os 16
HPA, usando o sistema GC/MS

. Limites (pg L") Limites (ug kg segimens) RSD* Equagdo daretay=ax +b
Padréo

LD LQ LD LQ % a b R?

Naftaleno 4,72 15,73 0,472 1,57 51 0,0009 0,0012  0,9828
Acenaftileno 1,74 580 0,174 0,58 59 0,0006 0,0018  0,9934
Acenafteno 2,32 7,73 0,232 0,773 57 0,0006 0,0002  0,9919
Fluoreno 0,450 150 0,045 0,15 6,6 0,0004 0,0013  0,9915
Fenantreno 2,23 7,43 0,223 0,743 4,3 0,0006 0,0015  0,9865
Antraceno 3,81 12,70 0,381 1,27 8,5 0,0005 0,0006  0,9881
Fluoranteno 3,02 10,07 0,302 1,01 6,4 0,0004 0,0014  0,9868
Pireno 3,01 10,03 0,301 1,01 55 0,0005 0,0011  0,9872
Benzo[a]Antraceno 3,05 10,17 0,305 1,02 6,9 0,0004 0,0016 0,9802
Criseno 0,823 2,74  0,0823 0,274 8,4 0,0004 0,0012  0,9841
Benzo(b)fluoranteno 1,02 3,40 0,102 0,34 5,4 0,0004 0,0013 0,9889
Benzo(k)fluoranteno 0,834 2,78 0,0834 0,278 5,9 0,0004 0,0007 0,9951
Benzo(a)pireno 0,431 1,44 0,0431 0,144 6,5 0,0003 0,0005 0,9974
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,942 3,14  0,0942 0,314 54 0,0004 0,000003 0,9991
Dibenzo(ah)antraceno 2,91 9,70 0,291 0,97 8,4 0,0003 0,0002 0,9841
Benzo(ghi)perileno 1,44 4,80 0,144 0,48 7,6 0,0002 0,0004 0,9923
*n=5

4.3.1.2 Anélise Cromatografica monodimensional (GC/MS) dos extratos obtidos
por Soxhlet dos sedimentos estudados

As Figuras 15, 16, 17, 18 e 19 apresentam 0s cromatogramas referentes a Fragao
2 dos extratos dos sedimentos dos pontos 1, 2, 3A, 3B e 3C, respectivamente. A Tabela
XI1 apresenta os resultados para a andlise quantitativa destas amostras. Também nesta

tabela estdo apresentados o LD e LQ em pg kg™ de sedimento em base seca.
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Figura 15: Cromatogramas pelo monitoramento de ions (GC/MS modo SIM) da fracdo
F2 do extrato obtido a partir do sedimento do ponto 1, localizado na Barragem Santa
Bérbara. As regibes A, B, C, D e E do cromatograma estdo ampliadas para melhor

visualizagdo da separagdo entre 0s compostos. Identificagdo dos picos de acordo com a
Tabela V. CondigBes cromatograficas descritas no item 3.8.1, pagina 36.
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Figura 16: Cromatogramas pelo monitoramento de ions (GC/MS modo SIM) da fracdo
F2 do extrato obtido a partir do sedimento do ponto 2, localizado na Praia do Laranjal,
regido da Lagoa. As regides A, B, C, D e E do cromatograma estdo ampliadas para
melhor visualizagdo da separacdo entre 0os compostos. Identificacdo dos picos de acordo
com a Tabela V. CondigGes cromatograficas descritas no item 3.8.1, pagina 36.
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Figura 17: Cromatograma pelo monitoramento de ions (GC/MS modo SIM) da fracéo
F2 do extrato obtido a partir do sedimento do ponto 3A (sedimento bruto, nédo
contaminado propositalmente), localizado na Praia do Laranjal, regido da Barra. As
regides A, B, C, D e E do cromatograma estdo ampliadas para melhor visualizacdo da
separagdo entre 0s compostos. Identificagdo dos picos de acordo com a Tabela V. Condigdes
cromatograficas descritas no item 3.8.1, pagina 36.
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Figura 18: Cromatograma pelo monitoramento de ions (GC/MS modo SIM) da fracdo
F2 do extrato obtido a partir do sedimento do ponto 3B (contaminado ela adi¢éo direta
de petroleo ao sedimento), localizado na Praia do Laranjal, regido da Barra. As regides
A, B, C, D e E do cromatograma estdo ampliadas para melhor visualizagéo da separagéo

entre 0os compostos. ldentificagdo dos picos de acordo com a Tabela V. Condigdes
cromatograficas descritas no item 3.8.1, pagina 36.
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Figura 19: Cromatograma pelo monitoramento de ions (GC/MS modo SIM) da fracéo
F2 do extrato obtido a partir do sedimento do ponto 3C (contaminado através de coluna
de agua), localizado na Praia do Laranjal, regido da Barra. As regides A, B, C, D e E do
cromatograma estdo ampliadas para melhor visualizagdo da separagdo entre 0s
compostos. Identificacdo dos picos de acordo com a Tabela V. Condicdes cromatogréficas
descritas no item 3.8.1, pagina 36.
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Tabela XI11: Andlise quantitativa dos HPA na fracdo F2 dos extratos dos pontos de amostragem estudados

) Concentracdo de HPA em cada ponto amostrado (*) Limites (*)
Pico composto
P1 P2 P3A P3B P3C LD LQ
1 Naftaleno <LQ 1,2048,1 2,96+7,2 2,21+53 10,244,2 0,472 1,57
2 Acenaftileno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,174 0,580
3 Acenafteno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,232 0,773
4 Fluoreno <LQ <LQ 0,167+8,1 <LQ 38,845,3 0,045 0,150
5 Fenantreno 1,02+9,2 <LQ <LQ 0,962+6,2 209,8+6,1 0,223 0,743
6 Antraceno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,381 1,27
7 Fluoranteno 6,33+8,2 1,91+2,2 <LQ 2,17+1,2 178,348,2 0,302 1,01
8 Pireno 6,26 +7,2 1,52+2,7 <LQ2 1,64+1,4 30,242,3 0,301 1,01
9 Benzo(a)antraceno 22,3+6,6 <LQ <LQ 45942 4 20,4424 0,305 1,02
10 Criseno 12,8 +8,4 8,81+5,9 0,341+1,5 3,44+3,5 21,4+3,2 0,0823 0,274
11 Benzo(b)fluoranteno <LQ 6,62+3,3 0,412+3,7 2,16+5,2 <LQ 0,102 0,340
12 Benzo(k)fluoranteno <LQ 2,05+2,8 <LQ 0,524+2,3 <LQ 0,0834 0,278
13 Benzo(a)pireno <LQ 1,04+5,5 0,192+2 .4 6,91+2.6 <LQ 0,0431 0,144
14 Indeno(1,2,3-cd)pireno <LQ <LQ <LQ 0,256+1,7 0,982+3,1 0,0942 0,314
15 Dibenzo(ah)antraceno <LQ <LQ <LQ <LQ 1,22+2,5 0,291 0,970
16 Benzo(ghi)perileno <LQ 2,8145,7 <LQ 0,543+1,8 2,97+,6 0,144 0,480
ZHPA (ug kg-1) 48,7 25,8 4,07 25,4 514

(*) g kg™ + RSD (%) (n = 5) em base seca
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Na Figura 20 tem-se uma comparacao visual entre os extratos dos sedimentos

analisados.
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Figura 20: Comparagdo entre os cromatogramas pelo monitoramento de ions (GC/MS modo

SIM) da fracdo F2 dos extratos dos sedimentos dos 3 pontos analisados (1, 2, 3A, 3B e 3C).
CondicGes cromatograficas descritas no item 3.8.1, pagina 36.

Apesar da comparacdo da Figura 20 ndo estar em escala, € possivel avaliar
visualmente a diferenga no perfil cromatogréfico, especialmente entre os trés pontos brutos (1,
2 e 3). Esta diferenca fica bastante clara na anélise da Tabela XI1 onde se verifica que o ponto
1 (sedimento da Barragem) apresentou-se mais contaminado que os demais pontos (2 e 3). A
seguir faz-se uma discussédo mais detalhadas destes resultados.

Observa-se a predominancia dos HPA que contém 3 e 4 anéis, o que pode ser devido
ao comportamento diferenciado dos HPA no ambiente, de acordo com Seus pesos
moleculares. Os HPA de peso molecular mais alto apresentam menores solubilidades,
favorecendo a sua associagdo com as particulas **.

Os HPA leves, que sé&o mais sujeitos aos processos de volatilizagdo e degradacéo que
atuam no ambiente, indicam uma influéncia mais recente e/ou uma maior proximidade da
fonte de contaminagéo.

A anélise e a comparagdo em niveis de HPA com outras regides no Brasil (Tabela 111,
pagina 12) indicam que os valores do sedimento 1 (mais contaminado entre os trés estudados)
semelhantes aos observados por Zanardi*’ e Brito> e maiores do que os observados no rio
Guandu/RJ *°,
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A concentragdo individual de HPA encontrada foi menor que o critério de qualidade
NOAA, segundo Cordeiro et al. , por exemplo, para o fluoranteno o valor é de 600 pg kg™ e
para o fenantreno de 240 ug kg™.

O ponto 3 apresentou 0 menor nivel de contaminacdo com HPA, justificando, assim, a
sua escolha com o sedimento a ser contaminado artificialmente. Praticamente todos os HPA
neste ponto estdo bem abaixo dos valores ambientalmente aceitos, incluindo o proprio
somatério de HPA (= 4,0 ug kg™). O ponto 2 apresentou concentragdes intermediérias entre o
1 e 0 3, porém ainda com baixa concentracdo, se comparado a outras partes do mundo e o do
Brasil21'47'49'55.

Os 3 pontos apresentaram em comum pequenas quantidades de Fenantreno,
Fluoranteno, Pireno e Criseno. O HPA majoritario no sedimento 1 foi o Benzo(a)antraceno,
no sedimento 2 o Criseno e o Naftaleno apareceu como pico majoritario no sedimento 3 ndo
contaminado.

Uma vez que os sedimentos escolhidos ndo apresentaram contaminagéo relevante,
escolheu-se o ponto localizado na Praia do Laranjal, Barra, que apresentou menor nivel de
contaminacdo, para avaliar a aplicagdo de todo o método (incluindo extracdo e andlise) a um
sedimento com uma contaminacgdo propositalmente adicionada, conforme descrito na parte
experimental, item 3.5 pagina 34. Este ponto foi estudado em 3 situa¢Bes: sem contaminar
(denominado 3A), contaminado diretamente com petroleo (3B) e contaminado através de uma
coluna d’&gua a qual foi previamente adicionada uma aliquota de petréleo (3C).

O sedimento que apresentou maior nimero de compostos foi o correspondente a
contaminacdo com coluna d’agua (3C) e cujo cromatograma é apresentado na Figura 19, no

qual o somatério de HPA foi de 514 ug kg™
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4.3.2 Anélise Cromatogréfica Bidimensional

4.3.2.1 Otimizag&o das condig¢Bes cromatogréaficas por GCxGC-FID

a) Conjunto de colunas1,2e3

A primeira estratégica adotada foi otimizar as condi¢cBes cromatogréficas com um
conjunto de colunas do tipo convencional, onde se tem uma coluna apolar na primeira
dimensdo e polar na segunda dimensdo com diferentes comprimentos (Tabela VI, pdgina 41).

A separacdo cromatogréfica foi inicialmente otimizada para o conjunto colunas 1
(convencional), testando-se varias rampas de aquecimento. Entretanto, para essa combinagdo
ndo foi possivel eliminar picos fora de ciclo e co-elui¢do de picos, nas diversas programagdes
de temperatura testadas. Os picos fora de ciclo sdo considerados indesejaveis por produzirem
um alargamento da banda cromatogréfica, e pela possibilidade de sobreposi¢cdo dos mesmos
com picos eluidos no ciclo de modulagdo subsequente. Na busca da redugdo do tempo
cromatografico sem co-eluicdo dos analitos aumentou-se o ndmero de rampas de
aquecimento, porém tal procedimento prejudicou a separagdo de alguns isdmeros. Em geral
ocorre a co-eluigdo dos compostos benzo[b]fluoranteno (pico 11) e benzo[k]fluoranteno (pico
12), independente da condicdo de temperatura usada.

A Figura 21 (A, B e C) apresenta 0s cromatogramas (1D) obtidos nas trés diferentes
condi¢bes de aquecimento conforme descrito na Tabela VII, pagina 41. Na Figura 21(A)
observa-se auséncia do pico nimero 1 (naftaleno) e dos ultimos HPA (picos 14, 15 e 16) além
de uma resolucdo ineficiente para os compostos benzo[b]fluoranteno (pico 11) e
benzo[k]fluoranteno (pico 12). A Figura 21(B) apresenta o cromatograma com uma rampa de
programacéo de temperatura mais lenta, com trés diferentes velocidades de aquecimento (3, 5
e 10 °C/min) observando-se o aparecimento dos picos ndo detectados na condigdo anterior,
entretanto com a mesma superposicdo dos picos 11 e12, acrescida da co-eluicdo dos picos 9 e
10. O naftaleno ainda aparece junto a cauda do solvente, indicando a necessidade de melhorar
esta parte do cromatograma. Na Figura 21(C) houve uma reducéo da temperatura inicial (de
100 para 80°C), permitindo a melhor separacéo e detec¢do do naftaleno (pico 1). Além disso,
a reducdo da segunda taxa de aquecimento para 3°C/min permitiu a separacdo completa dos

picos 9 e 10, mantendo entretanto a co-elui¢do dos picos 11 e 12.

Luiza Placidina da Luz 60



Tese de Doutorado

450000 s ¢ 5 13
400000
350000
200000
I I I I I I I I
10 133332 16.6667 20 23,3333 20.6667 20 33.3333
% ) ®
=T 9810 11812
£ 00000 : (set0)
g
& 500000
450000
I I I I T T
20.8 25 29.1 333 375 416
c
400000 ; 2, . 3 (a2
3 55 10 15
360000 14712
220000
280000
I I I I I I
8.33333 15,6667 25 33.3333 41.6667 S0
Tempo de retencdo na primeira dimensao {min)

Figura 21: Cromatogramas reconstituidos na primeira dimenséo para o conjunto de colunas 1,
usando trés condicdes diferentes de aquecimento (conforme Tabela XII, pagina 40)

A Figura 22 apresenta alguns detalhes da separacéo na segunda dimenséo. Verifica-se
0s isomeros criseno (pico 10) e Benzo[a]antraceno (pico 9) bem resolvidos assim como a co-
eluicdo dos isbmeros benzo[b]fluoranteno (pico 11) e benzo[k]fluoranteno (pico 12). Também
se pode observar uma co-eluicdo com a sangria da coluna do composto benzo[ghi]perileno
(pico 16).

A Figura 23 ilustra a melhor separacéo dos padres de HPA atingida nas condi¢Oes
testadas com os trés conjuntos de colunas (1, 2 e 3) com comprimento de coluna de primeira
dimensdo de 30 m. Dentre as dimensdes estudadas a coluna de 1 m apresentou o melhor
resultado, com alguns picos fora de ciclo. A impossibilidade de eliminar a pequena incidéncia
destes picos ndo se configura como problema, pois este efeito mostra uma interessante
utilizagdo do espaco de separacdo ndo utilizado pelos picos do ciclo, além de néo perturbar a
separacdo cromatografica. Por essas razdes, o conjunto de colunas 1 foi escolhido para futuros

estudos.
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Figura 22: Detalhes do Cromatogramas reconstituido na primeira dimensdo para a condicao
1C (conforme Tabela XII, pagina 40).
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2
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Figura 23. Diagrama de cores obtido para os padroes de HPA utilizando o conjunto de
colunas 3. CondicOes cromatograficas descritas no item 3.8.2.2..

O modulador afeta 0 desempenho da separacéo, a largura dos picos e a sensibilidade
através do processo de criofocalizacdo *** **° portanto o teste de anélise de diferentes
periodos de modulacdo permitiu avaliar a distribuicdo dos analitos e dos interferentes no
espaco cromatografico. O tempo de modulagdo tem que ser ajustado de acordo com o tempo

de retencéo do analito com mais alto tempo de retencéo na segunda dimenséo ***. No Anexo 3
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tem-se 0s cromatogramas 2D gerados para os 7 periodos de modulacdo (3 a 10 segundos)
testados, com uma coluna de 2 m na segunda dimensdo (conjunto 2). Observa-se através da
analise dos diagramas de cores que o efeito de co-eluicdo é menos atuante num periodo de 6
segundos, sendo este 0 Py escolhido para as demais analises.

A Figura 24 apresenta a influéncia da duragdo no tempo de aplicagdo do pulso quente

e frio.

pulso quente 1 s

Figura 24. Ampliacdo dos picos 9 e 10 nos tempos de duragdo do pulso quente de 1 s e 4s,
para o diagrama de cores obtido para os padrdes com o conjunto de colunas 2, Py= 10 s.
Condic6es cromatogréaficas descritas no item 3.8.2.2..

Nesta Figura percebe-se que, quando a duracdo do pulso quente foi de 1 segundo,
houve perda da sensibilidade, como resultado da maior retencdo na segunda coluna e da baixa
transferéncia de analitos do modulador para o resto da segunda coluna, resultando em picos

distorcidos (largos ou amplos) *3*

para 0s compostos benzo[a]antraceno e criseno (picos 9 e 10
respectivamente) que co-eluem. Os tempo de retencdo desses isomeros séo ‘tz=1200 s, %tg =
7,85s e 'tr=1210s, *tz =8,23s, respectivamente O tempo de duragdo do pulso quente em 4 s
levou a uma melhor separacdo dos isdmeros, produzindo picos mais estreitos, volumes
menores, com alturas maiores e bases mais estreitas, e com o0s tempos de retencdo para o
benzo[a]antraceno de 1190s e 7,74s enquanto que para o criseno os tempos foram de 1200s e
8,17s, para primeira e segunda dimens&o respectivamente.

A Figura 25 apresenta o efeito da diferenca de temperatura entre o forno principal e o
forno da segunda dimensdo. Os picos que co-eluiram estdo contornados por uma linha
vermelha, enquanto os picos cortados pela modulagéo, ou seja, que saem em dois ciclos, estdo

circundados por uma linha verde.
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37 20,4 370 17 (min)

36 203 369 11 {min)

40 207 373 175 (min)

34 200 367 17 (min)

Figura 25. Diagrama de cores para o conjunto de colunas 3 com diferentes variaces de
temperatura entre o primeiro e segundo forno. Condigdes cromatograficas descritas no item
3.8.2.2.

Comparando os diagramas de cores obtidos usando-se um conjunto de coluna
convencional (conjunto 3) percebe-se que quando a diferenga temperatura entre os fornos foi
de 30°C, tem-se um melhor aproveitamento do espaco cromatografico, com todos os picos

distribuidos neste espaco. Ocorre uma co-eluigdo (picos 11 e 12), mas os picos fora de ciclo
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ndo ficam cortados. Desta forma esta variagdo de temperatura entre os dois fornos foi

escolhida para os demais experimentos.

b) Conjunto de colunas 4

A principal modificagdo neste conjunto estd no maior comprimento da coluna da
primeira dimensdo (50 m). Como ndo houve diferengas significativas na separacdo dos

padrdes, manteve-se a escolha de colunas na 1D com 30 m de comprimento.

c¢) Conjunto de colunas 5

Neste caso tem-se a modificacdo da coluna da segunda dimensdo, sendo usada a
mesma coluna da primeira dimenséo (dos conjuntos anteriores) — DB-5 — e uma coluna
fortemente polar (DB-Wax) na segunda dimensdo. Observa-se pela Figura 26, que os trés
altimos picos ndo eluiram, num tempo total de 59 min e apresentando trés pares nédo
resolvidos. Na busca da eluicdo de todos os padres fez a reprogramacgdo do forno
aumentando o tempo final, com uma corrida de 79 minutos. Mesmo com este tempo de analise
ndo apareceram os Ultimos componentes, indicando que a baixa temperatura de trabalho,
imposta pela fase estacionéaria da 2D, exige tempos maiores de analise. A confirmagdo da
identidade dos alguns picos foi feita pelo estudo individual de cada padrdo. Como ocorreu a
co-eluicdo de alguns picos e retencdo de outros, este conjunto de colunas ndo foi mais

utilizado.

d) Conjuntos de colunas com geometria inversa: 6 (DB-Waxter e DB-17) e 7 (DB-Waxter
e DB-1)

Neste caso os dois conjuntos apresentam uma coluna polar na primeira dimenséo e
uma coluna menos polar na segunda dimensdo. O conjunto 7 apresenta uma diferenga
maxima de polaridade entre as duas colunas. A Figura 27 apresenta o cromatograma dos
padrdes de HPA, para o conjunto 6, onde se observa que apenas eluiram 0s compostos mais

leves (acenaftileno, fluoreno, antraceno/fenantreno, fluoranteno e pireno).
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Figura 26. Diagrama 3D obtido para os padrdes de HPA utilizando o conjunto de colunas 5.
Condic6es cromatogréaficas descritas no item 3.8.2.2.

Tempo de retencao na segunda dimensao (s)
2

5 21.67 38,33 55
Tempo de retencio na primeira dimenséo (min)

Figura 27. Diagrama de cores obtido para a fragdo F2 do extrato de sedimento, fortificada
utilizando o conjunto de coluna 6. Condi¢des cromatograficas descritas no item 3.8.2.2..

Luiza Placidina da Luz 66



Tese de Doutorado

O estudo individual do padré&o criseno, nas mesmas condi¢cdes GCxGC-FID apresentou
um tempo de retengdo na primeira dimensdo de 69,3 minutos. Isto comprova que esta coluna,
por ser polar e por apresentar uma temperatura maxima de trabalho de 260°C retém os HPA
mais pesados (com maior nimero de anéis aromaticos) e eleva o tempo de analise. Entre os
compostos que eluiram observou-se a co-eluigdo dos compostos 5 e 6. O mesmo
comportamento ocorreu para o0 conjunto 7, sendo entdo descartado o uso destes conjuntos de
colunas pelos fatores citados.

Com o conjunto 7 foi possivel somente a identificagdo de oito HPA, os compostos
mais leves como naftaleno, acenafteno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,

fluoranteno e pireno.

e) Conjunto de colunas 8

Neste caso usou-se uma coluna HP-50 na primeira dimensdo e uma coluna DB-1 na
segunda. Nao foi possivel a eluicdo dos ultimos compostos presentes na solugdo padréo além
de ndo apresentar uma distribuicdo homogénea no espacgo de separagdo, pois 0S COmpostos se
localizam preferencialmente no espago inferior do cromatograma, porque este conjunto de
coluna separa primeiramente por polaridade e depois por volatilidade. Desta forma, também

este conjunto de colunas foi descartado.

f) Conjunto de coluna 9 (DB-5 e LC-50)

A Figura 28 ilustra o diagrama de cores obtido para os padrdes de HPA utilizando o
conjunto de colunas 9, que faz uso de uma coluna DB-5 na primeira dimensdo e uma nova
coluna produzida pela Restek com 50% de cristal de liquido idnico-metilpolisiloxano (LC-50).

Nas condigdes utilizadas para este conjunto de colunas observa-se a co-elui¢éo de trés
pares de isomeros: 5 e 6; 9 e 10, e 11 e 12, sendo que este Ultimo par também néo é separado

na literatura 3
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3.7 203 370 11 (min)

Figura 28. Diagrama de cores obtido para os 16HPA utilizando-se o conjunto de coluna 9.
Tempo total de corrida 48,8 min e Py=5s. Condi¢des cromatogréficas descritas no item
3.8.2.2..

g) Resumo dos resultados de GCxGC-FID aplicado a mistura de padrdes

Em resumo, o melhor conjunto de coluna foi o de nimero 1, com a coluna DB-5 de 30
m da primeira dimensdo e a DB-17 com 1 m na segunda dimensdo. Este é um conjunto
considerado convencional para este tipo de analise.

Entretanto, o tempo total de analise usando esta técnica é maior quando se compara
com a cromatografia gasosa monodimensional.

Aplicando-se este conjunto de colunas a fracdo 2 do extrato do sedimento tem-se o
diagrama apresentado na Figura 29. Neste caso, percebe-se que ha uma separagdo muito boa
entre os interferentes da matriz e os analitos. Esta é, portanto, a maior vantagem da aplicacéo
desta técnica para a analise de HPA em sedimento.

Os HPA foram separados cromatograficamente dos analitos co-extraidos e dos
interferentes com excegdo dos isdbmeros benzo[b]fluoranteno e benzo[k]fluoranteno (picos 11
e 12) que co-eluem no tempo de retencdo 40,4 min e 7,04s na primeira e segunda dimensao
respectivamente. Os compostos eluindo a partir 36 min tém um tempo de retengdo na segunda
dimensédo que excedem o periodo de modulagdo, exibindo picos fora de ciclos (wrap-around).

A resolugdo dos HPA obtida é aceitavel porque as modificacbes experimentais na
tentativa de reduzir o efeito de picos fora de ciclos ndo melhoram tal efeito. Uma relagéo entre
a estrutura e a retencdo parece ser aplicada para GCxGC. Os compostos estdo distribuidos de
acordo com volatilidade / polaridade e o diagrama de cores ilustram as relagdes quimicas da
amostra fornecendo, entdo, mais informagdes sobre a abundéncia relativa dos diferentes

constituintes da mistura de HPA.
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20,6 37,2
tempo de retengio na primeira dimensio (min.)

i
©

tempo de retengdo na segunda dimensé&o (s)

Figura 29: Diagrama de cores obtido para a fragcdo F2 do extrato do sedimento, fortificada
com os 16 HPA, utilizando-se o conjunto de coluna 1. Tempo total de corrida 53 min e
Pw= 6s. CondicBes cromatogréficas descritas no item 3.8.2.2..

h) Influéncia do fluxo

A Figura 30 apresenta a influéncia da variacdo do fluxo sobre o tempo de retengéo na
coluna tanto da primeira dimensdo como da segunda. Nesta Figura percebe-se que, quando o
fluxo foi de 0,8 mL/min, a distribuicdo dos padrdes de HPA numerados de 1 a 10 estdo
localizados na parte superior do espaco cromatogréfico, enquanto que os HPA mais pesados
estdo na parte inferior, com picos fora de ciclo. O benzo(a)pireno apresenta tempos de
retencdo de 42,2 min e 7,37s para primeira e segunda dimensdo, respectivamente, e
posicionado junto a sangria da coluna. Observa-se que quando o fluxo aumenta para 0,9 e 1,0
ml/min, este composto apresenta tempos de retencéo na primeira dimensdo de 41,2 min e 41,0

min e na segunda dimens&o de 6,96 s e 6,62s respectivamente.

Observa-se também esta variacdo para o benzo(g,h,i)perileno com tempos de retencéo
na segunda dimensdo de 12,17 s e 11,82 s. Com um fluxo de 1 ml/min tem-se um maior
nimero de compostos dentro do periodo de modulagdo. Observa-se que quando o fluxo dentro

da coluna aumenta ocorre a diminuigdo do tempo de eluigdo dos compostos na 1D e 2D.
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tempo d retengédo na segunda dimenséo (s)

4 20,6667 373332
tempo de retengio na primeira dimensao (min)

tempo de reten¢do na segunda coluna (s)

4 206667 37,3333
tempo de reten¢ao na primeira coluna {min)

tempo de retengéo na segunda coluna (s)

4 20 BBEY 37,3333
tempo de retencdo na primeira coluna (min)

Figura 30: Diagrama de cores obtido para os padrdes de HPA utilizando uma coluna DB-5
(30mx 0,25mmx 0,25 um ) e DB-17( 1mx0,18mmx 0,1um) com diferentes fluxos. Condi¢Ges
cromatograficas descritas no item 3.8.2.2..
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i) Influéncia do pulso de presséo

Foram testadas duas situagdes: com pulso de 60 psi durante 1 minuto e sem pulso de

pressdo na cabega da coluna. Os resultados estdo apresentados na Figura 31. Percebe-se

melhor resolucdo para o método pulsado, sendo, entdo o método escolhido para as demais

analises a serem realizadas com esta técnica.

S/N

35000
30000
25000 m pulsado
20000 M ndo pulsado
15000
10000
5000 I. [
0
s o 2 ] (] (] Q (8] o o
® &
5 o o (& & A & P
@ & & & &S S & X X & ©
@ SIS SRS C N I T S
& & &S ¥ 0 ¥ £ &L F &
& « & & § &Y S &
éﬁi @F- & A\ @ﬁ‘ &
-3 ({‘VO bé\ '\Q, *F
F & 9

Figura 31: Influéncia do pulso de pressdo na cabeca da coluna sobre a separacdo dos 16 HPA
no sistema GCxGC-FID

4.3.2.2 Otimizacao das condicdes cromatogréaficas para 0 GCxGC/TOFMS

A complexidade de GCxGC implica em que, ao substituir um detector de sinal Unico,

como é o caso do FID, por um detector de andlise espectroscopica, como o TOFMS, seja

necessario alguma adaptacdo. O proprio software indica a maior parte destas alteracdes,

entretanto alguns parametros ainda precisam ser otimizados.

Com esta finalidade, usou-se uma mistura padrdo com os 16 HPA na concentracéo de

1 ppm (ug L) e um volume injetado de 1 pL. Mantiveram-se os parametros otimizados no

GCxGC-FID (conjunto de colunas e rampas de temperatura), sendo variados 0s parametros de

tempo de splitless, temperatura de injetor, temperatura da interface, temperatura da fonte de

ions, diferenca de temperatura entre a primeira e a segunda dimensdo e pulso de pressdo na

cabeca da coluna.
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a) Efeito do tempo de splitless

Usaram-se 0s tempos de splitless de 30, 60, 90 e 120 s como tentativa de evitar a
discriminagdo dos compostos mais pesados no injetor, uma vez que estes apresentam a menor
relagdo sinal/ruido. A Figura 32 apresenta os resultados para os compostos mais leves (Fig.
32A) que apresentam maior razdo sinal/ruido e para os mais pesados (Fig. 32B), com menor

razdo sinal/ruido.
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Figura 32: Variacdo da razdo sinal/ruido para a analise dos HPA por GCxGC/TOFMS
variando-se o tempo de splitless. (A) primeiros 10 HPA mais leves e (B) 6 Gltimos HPA com
maior peso molecular.

Observou-se melhor desempenho para o tempo de 90 s, sendo este escolhido para a

continuagdo dos trabalhos.
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b) Efeito da temperatura da linha de transferéncia e da fonte de ions

Usou-se como parametro de referéncia a linha de transferéncia e a fonte de ions a
250 °C. Na Figura 33 tem-se os resultados para a mudanga de 250°C para 280°C tanto na
linha de transferéncia como na fonte de ions, sendo a Fig. 33A para os HPA mais leves e a
Fig. 33B para 0s mais pesados. Como o efeito ndo foi significativo para os HPA mais pesados,
razdo pela qual este parametro ndo foi alterado optou-se por continuar trabalhando com 250 °C

que é uma temperatura padrdo para este tipo de equipamento e que ndo causa grande desgaste
na fonte de ions.

40000
@250 °C
30000 -
8
2
g
& 20000 -
A I%
g
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
HPA (conforme Tabela V)
1600
@ 250 °C
m 280°C
1200
8
:
B 800 -
B g
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11 12 13 14 15 16
HPA (conforme Tabela V)

Figura 33: Variacdo da razdo sinal/ruido para a analise dos HPA por GCxGC/TOFMS
variando-se a temperatura da linha de transferéncia e da fonte de ions. (A) primeiros 10 HPA
mais leves e (B) 6 Gltimos HPA com maior peso molecular
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c) Efeito da taxa de aquisicdo de espectros

A Figura 34 apresenta o efeito da variacdo da taxa de aquisicdo de espectros para a
analise dos HPA por GCxGC/TOFMS. Usou-se a taxa de 10 Hz e 100 Hz. Percebe-se que 0
aumento da taxa de aquisi¢do de sinal para 100 Hz aumentou a relacdo sinal/ruido para toda a
faixa de pesos moleculares dos HPA estudados. Os HPA também foram divididos em faixas
de peso molecular para melhor visualizar o efeito. Desta forma optou-se por trabalhar com a

taxa de aquisi¢do de 100 Hz.
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Figura 34: Variacdo da razdo sinal/ruido para a analise dos HPA por GCxGC/TOFMS
variando-se a taxa de aquisi¢do de espectros. (A) primeiros 8 HPA mais leves e (B) 8 ultimos
HPA com maior peso molecular.
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d) Efeito da diferenga de temperatura entre a primeira e a segunda dimenséo

A diferenca de temperatura entre a primeira e a segunda dimens&o foi avaliada através
dos valores de 5 e 15 °C. Os resultados estéo ilustrados na Figura 35. Houve um efeito mais
significativo do S/N dos compostos formados com 3 e 5 anéis, que foram melhor
discriminados com a maior diferenca entre as temperaturas, portanto a diferenca entre os

fornos foi estabelecida de 15 °C para 0os demais testes.

12500

I/ruido

razao sinal

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
HPA (conforme Tabela V)

Figura 35: Variacdo da razdo sinal/ruido para a analise dos HPA por GCxGC/TOFMS
variando-se a diferenca de temperatura entre os dois fornos (1D e 2D).

e) Efeito da Temperatura do Injetor

A temperatura do injetor foi aumentada de 300 °C para 320 °C. Foi observada uma
melhora significativa na resposta, conforme apresentado na Figura 36, sendo, entdo, adotada

esta temperatura para o injetor nas demais analises realizadas por GCxGC/TOFMS.
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Figura 36: Variacdo da razdo sinal/ruido para a analise dos HPA por GCxGC/TOFMS
variando-se a temperatura do injetor.

f) Efeito do Pulso de presséo na cabeca da coluna

O pulso de pressdo na cabeca do injetor também pode exercer um efeito positivo na
analise. Por essa razdo foram testados pulsos de pressdo no injetor, usando a opgdo “pulse
splitless”. Foram testadas as pressdes de 20, 40, 60, 80 e 100 psi. Os resultados obtidos na
pressdo de 20, 40 e 60 psi estdo apresentados na Figura 37. Os compostos acenaftileno e
fluoreno apresentaram valores de S/N maiores no pulso de 40 psi do que a 60 psi. Para os
demais compostos, 0 pulso a 60 psi apresentou maiores valores de S/N. O equipamento entrou
em shutdown (desligamento automético) quando da utilizagdo do pulso de presséo de 100 psi
devido a possiveis vazamentos. Os resultados do teste realizados com o0 aumento da presséo de
injecdo de 80 psi foram negativos, sendo descartados. Sendo assim, o pulso da pressdo na

cabega da coluna para a analise posteriores foi 60 psi.
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75000

0 20 psi
M| 40 psi

Figura 37: Variacdo da razdo sinal/ruido para a analise dos HPA por GCxGC/TOFMS
variando-se o pulso de press@o na cabeca da coluna.

4.3.2.3. Analise Cromatografica Bidimensional dos Extratos dos Sedimentos estudados

Para a andlise cromatogréafica da fracdo de HPA dos extratos estudados por GCxGC
foram empregadas as condi¢des que apresentaram os melhores resultados tanto na otimizagdo
por GCxGC-FID como na GCxGC/TOFMS, quais sejam: conjunto de colunas 1 (‘D - DB-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) e °D — DB-17 (1 m x 0,18 mm x 0,18 um) e condi¢des de
aquecimento do forno: 80 °C (0,2min), 5°C/min, 260 °C (0 min), 3°C/min, 280°C 10 min).

A anélise qualitativa foi realizada por GCxGC/TOFMS permitindo a identificacdo
qualitativa dos HPA estudados e de alguns HPA com cadeias laterais. Ja a anélise quantitativa
foi realizada por GCxGC-FID e baseou-se apenas nos 16 HPA estudados, os quais séo padrédo

cromatografico.

4.3.2.3.1 Anadlise Qualitativa: GCxGC/TOFMS

A Figura 38 ilustra os diagramas de &pices obtidos para a fragdo F2 do extrato do
sedimento do ponto 1 (Barragem Santa Bérbara). Foram identificados apenas 9 compostos,

sendo cinco usando padrdes e 4 sem o0 uso de padrdes (HPA ramificados).
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Figura 38: Diagrama de &pices para os compostos identificados na fracdo F2 do extrato do
sedimento do ponto 1 (Barragem Santa Bérbara) usando as condigdes otimizadas para o
GCxGC/TOFMS.

Verifica-se que a amostra tem ainda um grande efeito de matriz representado pelos
demais pontos no diagrama de &pices, 0 que, no entanto, ndo atrapalha a identificagdo dos
compostos, um a vez que estes picos estdo perfeitamente separados no espago bidimensional.

A Tabela XIII apresenta os compostos identificados pelo software ChromaTOF,
juntamente com os tempos de retencdo na primeira e na segunda dimensdes, os valores de
similaridade (S) e massa Unica (U) dos compostos.

Tabela XI111: Compostos identificados (com o uso de padrdes) e tentativamente identificados

(apenas por similaridade com a biblioteca do equipamento) na fracdo F2 do extrato do
sedimento do ponto 1 (Barragem Santa Barbara) por GCxGC/TOFMS

Compostos(*) ITr (min)  2TR(S) U (massa Unica) (Daltons) Similaridade
Bifenila (PI) 15,23 4,50 154 940
Fenantreno 24,63 5,89 178 856
C1- Fenantreno 27,43 5,95 192 873
C2- Fenantreno 29,53 579 206 846
Fluoranteno 30,23 0,52 202 907
Pireno 31,23 0,94 202 904
C4-Fenantreno 32,73 5,60 234 894
Benzo[ghi]Fluoranteno 36,03 1,37 226 761
Benzo[a]Antraceno 37,03 1,80 228 824
C3-Antraceno 39,93 1,06 218 716

(*) cadeia lateral representada pela letra C seguida do nimero de &tomos de carbono

De maneira semelhante, foram identificados os HPA nos sedimentos 2, 3A, 3B e 3C,

que estdo apresentados na Tabela XIV.
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Tabela X1V: Compostos identificados (com o uso de padrdes) e tentativamente identificados
(apenas por similaridade com a biblioteca do equipamento) na fragdo F2 dos extratos dos trés
sedimentos estudados (1, 2 e 3A) e dos sedimentos contaminados artificialmente (3B e 3C)
por GCxGC/TOFMS.

ordem  n°de anéis compostos ItR  2tR U Formula 1 2 3A 3B 3C
1. 2 anéis naftaleno 1093 2,66 128 C8H10 X X X
2. 2 anéis C2 naftaleno 17,03 4,73 156 Cl12H12 X
3. 2 anéis C2 naftaleno 1583 4,36 156 Cl12H12 X X X
4, 2 anéis C2 naftaleno 16,23 4,50 156 Cl12H12 X
5. 2 anéis C3 naftaleno 18,03 4,49 170 C13H14 X
6. 2 anéis C3 naftaleno 17,03 4,27 170 C13H14 X
7. 2 anéis C3 naftaleno 18,43 451 170 C13H14 X X
8. 2 anéis C3 naftaleno 19,33 450 170 C13H14 X
9. 2 anéis C3 naftaleno 2053 4,94 170 C13H14 X
10. 2 anéis C3 naftaleno 1963 4,63 170 C13H14 X
11. 2 anéis C3 naftaleno 2163 4,18 170 C13H14 X
12. 2 anéis C3 naftaleno 2283 4,33 170 C13H14 X
13. 2 anéis C3 naftaleno 20,13 4,86 170 C13H14 X X
14, 2 anéis C3 naftaleno 18,23 4,34 170 C13H14 X
15. 2 anéis C3 naftaleno 20,23 4,81 170 C13H14 X X
16. 2 anéis C3 naftaleno 18,83 4,46 170 C13H14 X X
17. 2 anéis C3 naftaleno 18,33 4,43 170 C13H14 X
18. 2 anéis C3 naftaleno 21,83 4,24 170 C13H14 X
19. 2 anéis C3 naftaleno 20,73 5,14 168 C13H12 X
20. 2 anéis C3 naftaleno 20,43 5,32 168 C13H12 X
21. 2 anéis C3 naftaleno 1783 4,35 170 C13H14 X X
22. 2 anéis C4 naftaleno 19,13 4,28 184 Cl4H16 X
23. 2 anéis C4 naftaleno 20,43 4,31 184 Cl4H16 X X
24, 2 anéis C4 naftaleno 20,73 4,61 184 Cl4H16 X
25. 2 anéis C4 naftaleno 2053 4,45 184 Cl4H16 X
26. 2 anéis C4 naftaleno 2263 4,62 184 Cl4H16 X X
27. 2 anéis C4 naftaleno 2203 455 184 Cl4H16 X X
28. 2 anéis C4 naftaleno 19,13 4,23 184 Cl4H16 X X
29. 2 anéis C4 naftaleno 21,03 4,41 184 Cl4H16 X X
30. 2 anéis C4 naftaleno 20,03 4,38 184 Cl4H16 X X
31. 2 anéis C4 naftaleno 2283 4,76 184 Cl4H16 X
32. 2 anéis C4 naftaleno 2163 4,45 184 Cl4H16 X
33. 2 anéis C4 naftaleno 2303 4,81 184 Cl4H16 X X
34. 2 anéis C4 naftaleno 19,63 4,24 184 Cl4H16 X X
35. 2 anéis C4 naftaleno 20,23 4,43 184 Cl4H16 X
36. 2 anéis C4 naftaleno 2543 4,34 184 Cl4H16 X
37. 2 anéis C4 naftaleno 20,83 4,48 184 Cl4H16 X
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Continuacéo da Tabela X1V:

ordem  n°de anéis compostos ItR  2tR U Formula 1 2 3A 3B 3C
38. 2 anéis C4 naftaleno 23,43 494 184 Cl4H16 X X
39. 2 anéis C4 naftaleno 19,73 4,37 184 Cl4H16 X
40. 2 anéis C5 naftaleno 25,03 4,37 198 C15H18 X
41. 2 anéis C5 naftaleno 22,13 4,39 198 C15H18 X X
42. 2 anéis C5 naftaleno 26,43 5,03 198 C15H18 X
43. 2 anéis C5 naftaleno 23,43 4,49 198 C15H18 X
44, 2 anéis C5 naftaleno 23,33 4,44 198 C15H18 X
45, 2 anéis C5 naftaleno 23,63 4,47 198 C15H18 X
46. 2 anéis C6 naftaleno 2423 429 212 Cl16H20 X X
47. 2 anéis C6 naftaleno 21,43 4,32 210 C16H18 X
48. 2 anéis C6 naftaleno 23,73 4,72 210 C16H18 X X
49, 2 anéis C6 naftaleno 26,23 4,76 210 C16H18 X
50. 2 anéis C6 naftaleno 23,13 455 210 C16H18 X
51. 2 anéis C6 naftaleno 2463 4,74 210 Cl16H18 X
52. 2 anéis C6 naftaleno 25,73 4,86 210 C16H18 X
53. 2 anéis C6 naftaleno 2443 488 210 C16H18 X
54. 2 anéis C6 naftaleno 2413 4,67 210 C16H18 X
55. 2 anéis C3 tetra hidro naftaleno 21,33 3,62 174 C13H18 X
56. 2 anéis C4 tetra hidro naftaleno 17,73 3,91 188 C14H20 X
57. 2 anéis C8 tetra hidro naftaleno 2393 3,66 202 C16H10 X
58. 2 anéis C8 tetra hidro naftaleno 2493 3,74 202 C16H10 X
59. 3 anéis C1 feniletilnaftaleno 36,83 0,59 244 CI19H16 X
60. 3 anéis C1 feniletilnaftaleno 37,03 0,73 244 CI19H16 X
61. 3 anéis C1 feniletilnaftaleno 37,23 0,83 244 CI19H16 X
62. 3 anéis Acenafteno 20,53 5,09 154 C12H10 X
63. 3 anéis fluoreno 20,13 5,20 166 C13H10 X X X
64. 3 anéis C1 fluoreno 23,13 535 180 Cl4H12 X X X
65. 3 anéis C1 fluoreno 22,73 511 180 Cl4H12 X X
66. 3 anéis C1 fluoreno 20,63 4,98 180 Cl4H12 X X
67. 3 anéis C1 fluoreno 2283 525 180 Cl4H12 X X
68. 3 anéis C2 fluoreno 2483 5,15 194 C15H14 X X
69. 3 anéis C2 fluoreno 2223 496 194 C15H14 X
70. 3 anéis C2 fluoreno 23,33 5,11 194 C15H14 X X X
71. 3 anéis C2 fluoreno 23,03 4,93 194 C15H14 X X X
72. 3 anéis C2 fluoreno 26,03 5,39 194 C15H14 X X
73. 3 anéis C2 fluoreno 20,03 4,70 194 C15H14 X X
74, 3 anéis C2 fluoreno 25,73 5,36 194 C15H14 X X
75. 3 anéis tetrahidro antraceno 2393 5,31 182 Cl4H14 X
76. 3 anéis C1 dihidro antraceno 25,13 5,11 194 C15H14 X X
7. 3 anéis C1 dihidro antraceno 2533 520 194 C15H14 X X
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Continuacéo da Tabela X1V:

ordem  n°de anéis compostos R 2tR U Foérmula 2 3A 3B 3C
78. 3 anéis C1 dihidro antraceno 2553 527 194 C15H14 X X X X
79. 3 anéis C2 dihidro antraceno 2793 528 208 Cl6H16 X X
80. 3 anéis C2 dihidro antraceno 27,43 5,02 208 Cl6H16 X X
81. 3 anéis C2 dihidro antraceno 28,03 534 208 Cl6H16 X X
82. 3 anéis C2 dihidro antraceno 2283 490 208 Cl6H16 X
83. 3 anéis C2 dihidro antraceno 2753 511 208 Cl6H16 X X
84. 3 anéis C2 dihidro antraceno 25,33 4,88 208 Cl6H16 X
85. 3 anéis C2 dihidro antraceno 28,73 549 208 Cl6H16 X X
86. 3 anéis C2 dihidro antraceno 2763 518 208 C16H16 X
87. 3 anéis C2 dihidro antraceno 25,63 5,04 208 Cl6H16 X X
88. 3 anéis C2 dihidro antraceno 28,33 529 208 Cl6H16 X
89. 3 anéis C2 dihidro antraceno 28,43 535 208 Cl6H16 X X
90. 3 anéis C2 dihidro antraceno 31,23 4,94 222 C17H18 X
91. 3 anéis C2 dihidro antraceno 31,13 5,37 222 C17H18 X X
92. 3 anéis C2 dihidro antraceno 30,43 5,28 222 C17H18 X
93. 3 anéis C2 dihidro antraceno 29,73 513 222 C17H18 X X
94. 3 anéis C2 dihidro antraceno 31,03 5,39 222 C17H18 X
95. 3 anéis C2 dihidro antraceno 2493 4,83 222 C17H18 X
96. 3 anéis C2 dihidro antraceno 30,23 5,15 222 C17H18 X X
97. 3 anéis C2 dihidro antraceno 2463 455 222 C17H18 X
98. 3 anéis C2 dihidro antraceno 2483 475 222 C17H18 X X X
99. 3 anéis C2 dihidro antraceno 2453 462 222 C17H18 X X X
100. 3 anéis C3 dihidro antraceno 29,73 518 222 C17H18 X X
101. 3 anéis C3 dihidro antraceno 29,03 5,00 222 C17H18 X X
102. 3 anéis C3 dihidro antraceno 29,23 5,02 222 C17H18 X X
103. 3 anéis C3 dihidro antraceno 2953 5,18 222 C17H18 X X
104. 3 anéis C2 antraceno 30,03 0,01 206 Ci16H14 X X
105. 3 anéis C2 antraceno 29,03 5,67 206 Cl6H14 X X
106. 3 anéis C3 antraceno 2963 539 220 C17H16 X X
107. 3 anéis C3 antraceno 30,43 5,73 218 C17H14 X
108. 3 anéis C3 antraceno 3353 0,80 218 C17H14 X
109. 3 anéis C3 antraceno 32,13 0,12 218 C17H14 X
110. 3 anéis C3 antraceno 3993 1,07 218 C17H14 X
111. 4 anéis Benz[a]antraceno 37,03 1,82 228 C18H12 X X X
112. 4 anéis C1 Benz[a]antraceno 39,63 2,62 242 CI19H14 X X
113. 4 anéis C1 Benz[a]antraceno 39,33 2,45 242 CI19H14 X
114. 3 anéis fenantreno 2453 595 178 C14H10 X X
115. 3 anéis C1 fenantreno 26,93 5,72 192 C15H12 X X X X
116. 3 anéis C1 fenantreno 2753 0,00 192 C15H12 X X
117. 3 anéis C1 fenantreno 27,43 0,02 192 C15H12 X X X
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Continuacéo da Tabela X1V:

ordem  n°de anéis compostos IR 2tR U Foérmula 2 3A 3B 3C
118. 3 anéis C1 fenantreno 2753 598 192 C15H12 X X X
119. 3 anéis C2 fenantreno 29,33 571 206 Cl6H14 X X X
120. 3 anéis C2 fenantreno 29,63 5,86 206 Cl6H14 X X X X
121. 3 anéis C2 fenantreno 29,73 595 206 Cl6H14 X X X X
122. 3 anéis C2 fenantreno 30,33 0,06 206 Cl6H14 X X X
123. 3 anéis C2 fenantreno 29,03 558 206 Cl6H14 X X X X
124. 3 anéis C2 fenantreno 28,73 557 206 Cl6H14 X X X
125. 3 anéis C2 fenantreno 29,23 564 206 Cl6H14 X X X
126. 3 anéis C2 fenantreno 30,63 0,14 206 Cl6H14 X X
127. 3 anéis C3 fenantreno 31,23 5,64 220 C17H16 X X X
128. 3 anéis C3 fenantreno 30,93 5,553 220 C17H16 X X
129. 3 anéis C3 fenantreno 30,73 5,43 220 C17H16 X X
130. 3 anéis C3 fenantreno 32,93 0,14 220 C17H16 X X
131. 3 anéis C3 fenantreno 31,73 5,66 220 C17H16 X X X
132. 3 anéis C3 fenantreno 31,93 5,86 220 C17H16 X X
133. 3 anéis C4 fenantreno 32,73 558 234 C18H18 X X
134. 3 anéis C4 fenantreno 33,53 5,68 234 C18H18 X X
135. 3 anéis C4 fenantreno 33,43 5,66 234 CI18H18 X
136. 3 anéis C4 fenantreno 33,13 555 234 C18H18 X X
137. 3 anéis C4 fenantreno 33,03 5,53 234 C18H18 X
138. 3 anéis C4 fenantreno 35,33 0,17 234 C18H18 X X
139. 3 anéis C4 fenantreno 34,23 5,76 234 CI18H18 X X
140. 3 anéis C4 fenantreno 33,73 5,70 234 C18H18 X X
141. 3 anéis C4 fenantreno 34,03 5,74 234 CI18H18 X X X
142. 3 anéis C4 fenantreno 35,03 0,04 234 C18H18 X X
143. 4 anéis C2 Benzo|c]fenantreno 41,63 2,82 256 C20H16 X
144. 4 anéis C2 Benzo|c]fenantreno 41,73 3,08 256 C20H16 X
145. 4 anéis pireno 31,23 0,94 202 C16H10 X X
146. 4 anéis C1 pireno 3293 0,64 216 C17H12 X X X
147. 4 anéis C1 pireno 33,93 0,97 216 C17H12 X
148. 4 anéis C2 pireno 35,33 0,72 230 Ci18H14 X X
149. 4 anéis C2 pireno 36,13 1,02 230 C18H14 X
150. 4 anéis C2 pireno 3493 050 230 Ci18H14 X
151. 4 anéis C2 pireno 35,53 0,77 230 C18H14 X X
152. 4 anéis C2 pireno 35,73 0,83 230 Ci18H14 X
153. 4 anéis C2 pireno 35,03 055 230 Ci18H14 X X
154. 4 anéis fluoranteno 30,23 0,52 202 C16H10 X X X X
155. 4 anéis C1 fluoranteno 33,23 0,76 216 C17H12 X
156. 4 anéis criseno 38,63 5,76 228 C18H12 X X X X
157. 4 anéis C1 Criseno 38,93 2,08 242 CI19H14 X
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Continuacéo da Tabela X1V:

ordem  n°de anéis compostos ItR  2tR U Formula 1 2 3A° 3B 3C
158. 5 anéis benzo[a]pireno 46,63 5,05 252 C20H12 X X
159. 5 anéis Benzo(b e k)Fluoranteno 45,13 5,00 252 C20H12 X X X X
160. 5 anéis Perileno 4443 0,67 252 C20H12 X X X
161. 6 anéis benzo[ghi]perileno 54,23 3,94 276 C22H12 X

(*) cadeia lateral representada pela letra C seguida do nimero de atomos de carbono

Muitos dos compostos foram detectados com intensidades muito baixas, o que dificulta
a visualizagdo do pico no diagrama do ion total (TDI, do inglés *“total diagram ion™).
Verificou-se que mesmo apds o procedimento de clean-up por cromatografia liquida em
coluna preparativa, muitos compostos ainda permanecem com impurezas nas amostras, em
especial quando provenientes da matriz (sedimento).

Os demais cromatogramas foram semelhantes ao do ponto 1 e, como o sedimento mais
contaminado foi 0 3C (contaminado propositalmente com petroleo através de coluna de agua)
também se apresenta o diagrama de cores para a F2 do extrato deste sedimento, na Figura 39.

Uma maneira pratica de apresentar os resultados é a re-constru¢do do cromatograma
bidimensional através da marcacdo dos picos identificados sem definicdo de area, ou seja,
apenas como um ponto em um sistema bidimensional cujas coordenadas séo o tR1 e tR2.
Identificando-se primeiramente os compostos através de seus ions caracteristicos, obtém-se
um cromatograma mais limpo e onde podem ser visualizadas as correlacBes tipicas da
GCxGC (ordenagdo no espaco, efeito telhado, ...). Este diagrama para o sedimento 3C esta
apresentado na Figura 40, construida a partir da Tabela XIV.

Nestas Figuras observa-se que os HPA apresentam o padréo estruturado do espago de
separacdo quando valores m/z especificos foram selecionados. Os picos fora de ciclo também
podem ser visualizdos com maior clareza, sendo que este efeito ndo é considerado um
problema, porque garante uma melhor distribuicdo dos analitos no espaco cromatografico.

Os compostos pertencentes a familias de homologos sdo geralmente alinhados ao
longo do primeiro eixo (tR1), de acordo com seus pontos de ebulicéo, e ao longo do segundo
eixo de acordo com suas polaridades. O agrupamento de homdlogos é uma ajuda importante
na interpretagdo qualitativa do cromatograma em 2D porque fornece uma répida idéia da

composicdo da amostra.
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tR2 (seg.)
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5.83333 225 30.1667 tR1 (min.)

Figura 39: Diagrama de cores para 0s compostos identificados na fragdo F2 do extrato do sedimento do ponto 3C (sedimento contaminado com
coluna d’agua) usando as condic¢Ges otimizadas para 0 GCxGC/TOFMS.
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Figura 40: Diagrama de pontos construido a partir da Tabela X1V para os compostos identificados na fracdo F2 do extrato do sedimento do
ponto 3C usando as condigdes otimizadas para 0 GCxGC/TOFMS.
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A Figura 40 permite uma visualizagdomais clara da estruturacdo conforme o nimero
de anéis. As diversas co-eluicBes que ocorrem na GC 1D s&o resolvidas em grnde parte na GC

2D, permitindo a visualizagdo individual dos compostos.

4.3.2.3.2 Analise Quantitativa: GCxGC-FID

A Figura 41 apresenta o diagrama de cores (GCxGC-FID) da F2 do extrato do
sedimento do Ponto 1 previamente fortificada com uma mistura de 16 HPA na concentragéo
50 ng/L. Esta analise permite verificar que os 16 HPA podem ser perfeitamente determinados
quantitativamente por esta técnica uma vez que se situam em uma regido cromatografica
diferente dos interferentes da matriz, razoavelmente separados o que permite sua total
quantificagdo. Ressalte-se a co-eluicdo dos compostos 11 e 12 (Benzo(b)fluoranteno e
Benzo(k)fluoranteno) os quais foram determinados em conjunto, ou seja, como somatorio das

duas areas.

4

Tempo de retengio na segunda dimensio ()
2

4 206667 37,3333 54
Tempo de retengiio na primeira dimensio (min)

Figura 41: Diagrama de cores (GCxGC-FID) obtido para a fragdo F2 do extrato do sedimento
do Ponto 1, fortificada com os 16 HPA na concentracdo de 50 pg L™. Condigdes
cromatograficas descritas no texto.

Considerando que o sistema detector FID tem resposta linear, € robusto e bastante

sensivel e que a separagdo no sistema GCxGC-FID apresentou bons resultados, nas condi¢es
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otimizadas, conforme pode ser visualizado na Figura 41, realizou-se a analise quantitativa aos
sedimentos estudados neste trabalho.

Para a validacdo da metodologia por GCxGC-FID estudou-se a precisdo da técnica
através da determinacdo da precisdo intermediéria que avalia os resultados obtidos no mesmo
laboratério em diferentes dias. Para isto usou-se uma solugio dos 16 HPA a 50 pg L™*
analisada duas vezes com a segunda analise realizada exatamente uma semana apés a
primeira. Para avaliacdo da repetitividade, cada uma destas anélises de precisdo intermediaria
foi realizada em quintuplicata no mesmo dia e com todos os demais parametros constantes. Os
resultados se encontram na Tabela XV em que é possivel observar que, para todos os HPA,

nao excedeu o limite de 5 %, podendo ser considerados bastante satisfatdrios.

Tabela XV: Determinagdo da precisdo intermediaria e da repetitividade para a anélise de
HPA por GCxGC-FID

AJAI (= RSD %)

Composto — - - diferenca (%)
primeira medida* segunda medida*
Naftaleno 18,6 £ 0,74 18,1 +0,77 2,68
Acenaftileno 9,35 +0,63 9,16 £ 0,69 2,03
Acenafteno 8,93 +£0,92 8,87 + 0,92 0,67
Fluoreno 844+172 8,36+12 0,95
Fenantreno 8,67 +0,12 8,92+14 2,88
Antraceno 7,80 +£ 0,67 7,43+0,78 4,74
Fluoranteno 8,94 £ 0,95 8,82 £ 0,99 1,34
Pireno 8,81+ 0,89 8,73 +0,98 0,91
Benzo(a)Antraceno 9,44 +£0,73 9,21 £ 0,63 2,44
Criseno 124+1,2 126+1,4 1,29
Benzo(b+ k)Fluoranteno 13,01 +1,2 12,8+ 2,0 2,22
Benzo(a)Pireno 992+1,3 998 +1,6 0,60
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 10,2+5,9 9,69 +2,7 472
Dibenzo(a,h)Antraceno 11,8+ 3,0 11,3+28 4,33
Benzo(g,h,i)Perileno 114+16 119+20 491

(*)n=5

A repetitividade € um pardmetro estatistico considerado aceito quando os critérios de

avaliagdo do sistema apresentam uma variagdo de 2 % ™

, enquanto valores acima de 5%
indicam problemas com erros aleatorios. Segundo a Resolugdo No. 899 da ANVISA, ndo se

admitem valores superiores a 5%. Portanto, o presente método instrumental, apresentou uma
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repetitividade considerada satisfatoria para as concentragBes dentro dos limites permitidos
para as concentracgdes utilizadas.

Também realizou-se a determinacdo da exatiddo do método usando trés solucbes de
concentracdes diferentes com trés dos HPA estudados (fenantreno — pico 5, pireno — pico 8 e
benzo[a]pireno — pico 13) representando os hidrocarbonetos poliarométicos com 3, 4 e 5
anéis, respectivamente. Os resultados estdo apresentados na Tabela XVI, para analises

realizadas em triplicata.

Tabela XVI: Determinagéo da exatiddo para a analise de HPA por GCxGC-FID

conc. Lt conc. Lt conc. Lt
pico (ng L) E (ug L) E (ug L) E
real  determinada* real  determinada* real  determinada*

5 50 49,38+ 1,2 -1,24 100 99,87+0,13 -0,130 150 150,00+0,0 0,000
8 100 98,95+1,1 -1,05 150 148,50+ 1,0 -1,00 50 49,48+ 1,0 -1,04
13 150 149,03+0,60 -0,647 50 4892+2,1 -2,16 100 99,06 +0,94 -0,940

(*) n=3 e (**) E = exatiddo percentual = [(valor determinado — valor real)/valor real] x 100

Observa-se que a diferenca entre as medidas ndo ultrapassou 3 %, podendo ser
considerada excelente para a metodologia cromatogréfica utilizada..

A Tabela XVII apresenta os parametros de mérito e a equacdo da curva analitica para
a metodologia GCxGC-FID aplicada a anélise de HPA. As curvas analiticas para cada HPA
estdo apresentadas no Anexo 4.

O limite de detecgdo encontrado para esses compostos variou entre 0,390 ¢ 9,81 pg L™
enquanto que o de quantificagio compreendido entre 1,30 ¢ 32,7 pg L. O coeficiente de
determinagdo situou-se entre de 0,9931 e 0,9990, portanto muito préximo a 1,0 mostrando
pouca dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,99 é considerado uma
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressio**’. Podemos entéo concluir
que o modelo de regresséo linear proposto foi adequado para a quantificagdo dos analitos na

faixa de trabalho estudada.
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Tabela XVII: Pardmetros de mérito e curva analitica obtidas por GCxGC-FID para os 16
HPA

Limites (ug L) Limites (ug kg ' seaimento) RSD*  Equagdo daretay = ax + b

padréo
LD LQ LD LQ % a b R?
Naftaleno 3,00 10,0 0,300 1,00 6,5 0,0106 -0,0613 0,9963
Acenaftileno 4,59 15,3 0,459 1,53 8,1 0,0099 -0,0342 0,9963
Acenafteno 5,61 18,7 0,561 1,87 2,9 0,0105 -0,0478 0,9983
Fluoreno 6,00 20,0 0,600 2,00 48 0,0106 -0,0524 0,9987
Fenantreno 0,570 1,90 0,057 0,190 4,9 0,0103 0,0375 0,9981
Antraceno 6,51 21,7 0,651 2,17 7,2 0,0105 -0,0572 0,9981
Fluoranteno 2,16 7,20 0,216 0,720 5,7 0,0103 -0,0419 0,9975
Pireno 0,840 2,80 0,0840 0,280 46 0,0106 -0,0566 0,9973
Benzo[a]Antraceno 3,00 10,0 0,300 1,00 5,2 0,01 -0,004 0,999
Criseno 0,690 2,30 0,0690 0,230 4,1 0,009 0,0063 0,9972
Benzo(b+k)fluoranteno(*) 0,570 1,90 0,0570 0,190 2,5 0,0203 -0,0782 0,9977
Benzo(a)pireno 0,390 1,30 0,0390 0,130 6,5 0,0104 -0,0672 0,9972
Indeno(1,2,3-cd)pireno 5,70 19,0 0,570 1,90 7,1 0,0104 -0,0476 0,9931
Dibenzo(ah)antraceno 4,59 15,3 0,459 1,53 7,5 0,01 -0,0345 0,9931
Benzo(ghi)perileno 9,81 32,7 0,981 3,27 6,3 0,01 -0,0867 0,9946

(*) determinados como um composto s6 por impossibilidade de evitar a co-eluigéo

A Tabela XVIII apresenta os resultados da analise quantitativa dos HPA nos
sedimentos estudados, atraves da analise por GCxGC-FID.

Observa-se também a predominancia dos HPA que contém 3 e 4 anéis, concordando
com os resultados encontrados por GC 1D.

Os pontos 1, 2 e 3A apresentaram niveis muito baixos de contaminagdo, podendo ser
considerados &reas livres de impacto ambiental por hidrocarbonetos poliaromaticos. Os
compostos identificados foram o0s mesmos encontrados na GC 1D, apenas em menores
concentracbes, com destaque para criseno e a soma de benzo(b)fluoranteno
benzo(K)fluoranteno (8,68 e 12,8 ug kg™, respectivamente) no ponto 1 e fluoranteno e pireno
(6,47 € 6,02 ug kg™, respectivamente) no ponto 2.

O sedimento que apresentou maior nimero de compostos foi o correspondente a
contaminacdo com coluna d’agua (3C) e cujo cromatograma também concordando com 0s

resultados j& apresentados para GC 1D.
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Tabela XVIII: Anélise quantitativa dos HPA na fragdo F2 dos extratos dos pontos de

amostragem estudados, usando o sistema GCxGC-FID

Concentracdo de HPA em cada ponto amostrado (*)

Pico  composto

P1 P2 P3A P3B P3C
1 Naftaleno 1,08+2,9 1,07+2,2 2,19+15 <LQ <LQ
2 Acenaftileno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
3 Acenafteno <LQ <LQ <LQ <LQ 6,08+29
4 Fluoreno <LQ <LQ <LQ 225+23 2758+3,6
5 Fenantreno 1,06+0,81 2,80+055 0,25+0,99 1,77+39 180,32+4,11
6 Antraceno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
7 Fluoranteno 258+0,63 6,47+046 0,96+6,5 2,35+39 127,20+28
8 Pireno 1,85+0,38 6,02+0,10 0,35+0,61 163+39 2579+472
9 Benzo(a)antraceno 240+041 129+82 <LQ 137+32 2229+7,6
10 Criseno 8,68 + 3,2 3,21+8,5 0,31+0,83 865+4,9 19,13+6,5
11,12 Benzo(b+k)fluoranteno 128+8,1 0,24+7,2 0,25+3,4 <LQ 2,85+5,3
13 Benzo(a)pireno <LQ <LQ 0,20 +6,1 <LQ 0,82+6,3
14 Indeno(1,2,3-cd)pireno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
15 Dibenzo(ah)antraceno <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
16 Benzo(ghi)perileno <LQ <LQ <LQ <LQ 8,87 +8,2

THPA (ng kg-1) 30,4 21,1 4,51 18,0 421

(*) ug kg™* + RSD (%) (n = 5) em base seca

Para facilitar a comparagdo entre os resultados quantitativos da GC 1D com o0s

resultados da GCxGC, construiu-se a Figura 42, onde sdo apresentados o0s valores
encontrados para cada HPA nas duas técnicas e em cada amostra analisada, para os pontos 1,
2 e 3 (A e B). Como o ponto 3C apresentou valores mais elevados, seus resultados séo
comparados na Figura 43.

A diferenga dos resultados, uma vez que, em geral, os valores encontrados para 0s
HPA individuais e também o somatdrio dos HPA foram inferiores para o sistema GCxGC,
pode ser explicada pela possivel co-eluicdo ocorrida no sistema GC 1D e também pela ndo
discriminagdo da matriz através da existéncia de contaminantes na linha de base que pode
afetar a determinagdo da &rea sob o pico e, consequentemente, a concentracdo do composto

considerado.
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Figura 42: Comparacdo entre os resultados quantitativos obtidos por GC/MS e por GCxGC-FID para 0s HPA extraidos dos sedimentos
analisados (P1, P2, P3A e P3B).
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Figura 43: Comparagéo entre os resultados quantitativos obtidos por GC/MS e por GCxGC-
FID para os HPA extraidos do sedimento do ponto 3C (contaminado com petréleo através de

uma coluna d’agua.
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5. CONCLUSOES

5.1 Em relagéo ao processo de extragao e fracionamento usados:

- 0 método de extragcdo acelerada com solventes e a extracdo com Soxhlet apresentaram
melhores resultados, com intervalos de recuperagdo compreendidos entre 78,34 a 82,12 % e
81,25 a 88,68 % respectivamente, permitindo a escolha do método classico de extracdo com
Soxhlet para uso nas mostras neste trabalho, sem prejuizo ao resultado analitico obtido.

- 0 fracionamento cromatogréfico adotado permitiu a separagdo dos HPA em uma fracdo mais

livre de interferentes, facilitando assim sua identificacéo e quantificacéo.

5.2 Em relagéo aos sistemas cromatograficos utilizados:

5.2.1 GC/MS

- A cromatografia gasosa capilar monodimensional associada ao detector de espectrometria de
massas, em sua forma de monitoramento de fons, mostrou ser uma ferramenta Util na
identificacdo e quantificagdo dos HPA nos padrdes e nos extratos dos sedimentos analisados
com tempo de anélise de 34 minutos.

- Os limites de detecgdo para esta técnica ficaram entre 0,431 ¢ 4,72 pg L™ e o limite de
quantificacdo de 1,44 e 15,73 pg L™ enquanto o coeficiente de determinagdo variou entre

0,9802 a 0,9991, indicando bom desempenho para esta técnica de analise.

5.2.2 GCxGC

- O sistema GCxGC permitiu uma separacdo adequada para os padrdes, sendo particularmente
mais interessante quando aplicado & analise das amostras devido a facil separacdo da matriz,
melhorando assim a deteccéo e quantificacéo;

- O GCxGC/TOFMS mostrou-se uma técnica adequada para a identificagdo dos HPA

isolados, tanto nos padrdes como na matriz.
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- A otimizag8o dos pardmetros para o sistema GCxGC levou a escolha do conjunto de colunas
composto por uma coluna DB-05 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) na primeira dimensdo e uma
coluna DB-17 (1 m x0,18 mm x 0,18 um ) na segunda dimensao.

- Devido & complexidade da técnica, varios parametros que influenciam na eficiéncia de
separacdo foram otimizados levando a um tempo de analise maior que a GC
monodimensional, porém com melhor resolucéo e nimero de picos. Entre estes parametros
tiveram maior influéncia no processo de separacdo a programacao da temperatura de analise, a
diferenca de temperatura entre os fornos e o periodo de modulag&o.

- No sistema GCxGC-FID, todos os HPA foram resolvidos cromatograficamente com excec¢ao
do benzo[b]fluoranteno e benzo[k] fluoranteno que co-eluiram em todas as condigdes testadas.
Os compostos que eluem a partir de 36 minutos na primeira dimensédo tém um tempo de
retengdo na segunda coluna que excedem o periodo de modulacdo, exibindo picos fora de
ciclos.

- Os limites de deteccfio para esta técnica ficaram entre 0,390 e 9,81 pg L™ e o limite de
quantificacdo de 1,30 e 32,7 ug L™ enquanto o coeficiente de determinagdo variou entre

0,9931 a 0,9990, indicando excelente desempenho para esta técnica de analise.

5.3 Em relagéo aos sedimentos estudados:

- O sedimento do ponto 1 apresentou-se com um nivel de contaminacdo maior que 0S
sedimentos dos pontos 2 e 3, porém ainda com valores bem abaixo dos valores
ambientalmente aceitos e com baixa concentragdo se comparada a outras areas no Brasil.

- Observou-se a predominancia dos HPA que contém 3 a 4 anéis tais como:fenantreno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno e seus derivados alquilados, em todos os sedimentos
analisados.

- O sedimento contaminado por petroleo através de coluna d’agua (3C) apresentou THPA de

514 ng kg'l,

5.4. Em relacéo a diferenca entre os dois procedimentos de analise cromatografica:

- Os dois procedimentos cromatogréaficos permitem a analise dos HPA em sedimentos com

vantagens distintas:
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- O sistema GC/MS é répido, mais barato, mais robusto e de aplica¢do universal na anélise de
contaminantes ambientais. Seus resultados aqui apresentados indicam a possibilidade de uso
sem comprometimento do resultado analitico, com bons limites de deteccéo e quantificacdo e

excelente linearidade e recuperagéo.

- O sistema GCxGC/TOFMS tem a desvantagem de ser mais caro, ndo ser robusto, tendo um
sistema de tratamento de dados bastante demorado e ainda ser uma técnica de aplicagdo mais
restrita & &rea de pesquisa, ndo sendo comum em monitoramentos e analises de rotina. Por
outro lado, sua grande capacidade de separagdo e estruturagdo no espacgo bidimensional,
aliadas & possibilidade de identificagdo com o uso do TOFMS e de ferramentas de
deconvolucdo espectral permitem uma maior seguranca na identificacdo inequivoca de
compostos e de familias de compostos.

- O sistema GCxGC-FID apresenta menos desvantagens que GCxGC/TOFMS tanto no que se
refere aos custos operacionais, como na robustez da técnica e na facilidade de operagdo,
associadas ao uso de um detector de aplicagdo universal. Sua utilizacdo na quantificagdo dos
compostos permite que resultados “falso positivos” eventualmente obtidos por GC 1D, em
funcdo de co-eluicdo e deslocamento da linha de base por efeito de matriz, sejam corrigidos

indicando valores quantitativos mais confidveis.
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6. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo para trabalhos futuros pode-se citar:

- Aplicar a metodologia aqui desenvolvida para monitoramento da regido da Barragem Santa
Bérbara e da Praia do Laranjal com um maior nimero de pontos, permitindo um tratamento

estatistico dos resultados, o que ndo foi objeto deste estudo;

- Trabalhar com um sistema GCxGC/gMS (MS quadrupolar), no modo SIM, o que
acreditamos que permitird maior exatiddo na medida por uma apresentacdo mais “limpa” dos

resultados no diagrama de cores;

- Determinar quantitativamente um maior nimero de HPA, em especial os alquilados com até

4 aneis, que se apresentaram majoritarios nas amostras estudadas; e

- Testar outras técnicas de extracdo e fracionamento de HPA a partir de sedimentos, visando

aprimorar a metodologia analitica global.
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ANEXO 1: Dados de contaminag¢do mundial por HPA

Tabela 1.1: Distribuicdo de HPA totais em sedimentos de varias regides do mundo

area

Conc. de HPA (ng g¥)

Ref.

Mar Mediterraneo, Franca

36- 6900 (18 HPA)

Baumard, P.; Budzinski, H.; Michon, Q.; Garrigues, P.; Burgeot, T.,
Bellocq, J.; Estuar.; Coast. Shelf Sci., 1998, 47, 77.

Lagoa de Cotonou, Franca 25-1450 Soclo, H. H., Garrigues, P., Ewald M., Mar. Pollut. Bull., 2000, 40(5),
387.

Aquitaine, Franca 4-855 Soclo, H. H.;Garrigues, P.; Ewald M.; Mar. Pollut. Bull. 2000, 40(5), 387.

Izmit Bay (Marmara Sea) 120- 8900 Tolun, L.; Martens, D.; Okay, O.S.; Schramm, K-W.; Environ.

International; 2006, 32, 758.

Todos Santos Bay, B.C. México

7.6 — 813 (16 HPA)

Macias-Zamora, J. V.; Mendoza-Veja, E.; Villaescura-Celaya, J. A,
Chemosphere 2002, 46, 459

Ya-Er Lake, Hubei, China

68-2242 (16 HPA)

Chen, G. S.; Schramm, K-W.; Klimm, C., Xu, Y.;Zhang, Y. Y.; Kettrup,
A.; Fresenius J. Anal. Chem. 1997, 359, 280

Gulf of Trieste, Nortehen Adriatic Sea

30-600

Notar, M.; Leskovsek, H.; Faganeli, J.; Mar. Pollut. Bull. 2001. 42(1), 36.

Daya Bay, China

42,5- 158,2 (16HPA)

Yan, W.; Chi, J.; Wang, Z.; Huang, W.; Zhang, G.; Environ. Pollut. 2009,
157, 1823.

Regido Niger Delta, Nigéria

3,15-144,89 (16HPA)

Anyakona, C.; Ogbeche, A.; Palmer, P., Coker, H.; Ukpo, G.; Ogah, C,;
Chemosphere 2005, 60, 900.

Yellow River, China

464-2621 (16HPA)

Xu, J.; Yu, Y.; Wang, P.; Guo, W.;Dai S.; Sun, H.; Chemosphere 2007, 67,
1408.

Santander Bay, Espanha

0,02-344,6 (L6HPA)

Viguri, J.; Verde, J.; Irabien, A.; Chemosphere 2002 ,48, 157

Porto Torres Harbor, Italia

0,07-1,21 (16HPA)

De Luca, G.; Furesi, A.; Leardi, R.; Micera, G.; Panzanelli, A.; Piu, P. C;;
Sanna, G.; Mar. Chem. 2004, 8,15.

Yeongil Bay, Korea

10,0-1870 (16HPA

Koh, C.-H.; Khim, J. S.; Villeneuve, D. L.; Kannan, K.; Giesy, J. P.;
Environ. Pollut. 2006, 142, 39.
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Tabela 1.2: Niveis de concentracdo de HPA (ng kg™') considerados baixos e altos, disponibilizados no ambiente e que causam efeitos sobre a
biota [Celino, J.J., Revista da Escola de Minas Gerais, 2006, 59(3), 265.]

Canadizm AET e WETEY Ontario Minisrsy
HFPAs Ear-clnogi*njrj-da:lt" Baixa comoe ntragioe ™ il A
Mivel de efeite baixo Mivel de efeito alto Nivel de efeito bab<o Nivel de efeite alto

1 Mattalens D <500 < 60 =2 10 - - O1-260-3

2 Acenaftaleno D <560 - - - - 208-96-8

3 Acenafteno Y <150 =< 1f =500 - - 83-32-9

4 Fluoreno D <350 =19 =540 < 100,000 == L 60, 000" B6-T3-7
E] Fenantreno N ETH] <50 =950 =240 =1.500 85-01-8

fr Antraceno o <300 =853 =1, 1D =220 =370 120-12-7

T Flucran e e D <1700 <G =5 100 =T50 =1.020 206-44-0

8 PFireno D =2, 600 <65 = 2600 =490 =850 1 29-00-0
9 Be nzofajantracencs B2 <550 <26 2= ]G0 =320 =1 480 56-55-3
10 Criseno B2 <00 <384 =2 B0 =340 L 218-01-8
11 Benzolb) flucranta no? B2 - - - - - 205902
2 Bermod kst luorantens B2 =3 200 - - =240 =1.340 207-08-9

13 Berza@pireno B2 =00 <430 ] =370 =440 S0-32-8
14 Diberzola,hjantraceno B2 <230 <h3,5 =260 =<l =130 53-T0-3
15 | Inderoil,2,3-cdipireno B2 <fl0 - - =200 =320, 000" 19%-30-5
16 Bermod g, h,iiperileno o <7 - - =170 =320 19]-24-2

EHPAs" - - - <] 000 = 00D -

I-Concentragdes altissimas
2-E das concentragdes do HPAs considerados como valores minimos para o efeito na biota.
AWaloms de concentragio nio disponive is para Canadian AET (Associated Environmental Technologies), do Canadi, NOAA (Narienal Oceanic and
Atrmospfieric Administrarion), dos Estados Unidos e Onsario Migitry, também do Canadi nos relatorios da Envirenmendal Protection Agency (EPA)Os
valomes apreseniados sio do St Lawrence River Inrerim Freshwarer Sedimens Criteria, desenv olvido pelo Emvironmens Canadd St Lawrence Center |
- Contaminagio baixa: < 1000w gky
- Contaminagio moderada: 1.000-35 000w g kg '
- Contarminagio alta: = 35,000
4 Efeito carcinogénico: A Sem efeito carcinogénico; B2: Provivel efeito carcinogénico, I Mo classiticad o, (Modificado =i, 24)
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ANEXO 2: Curvas analiticas obtidas para o processo de determinagdo quantitativa de
HPA por GC/MS

TABELA 2.1: Curvas analiticas obtidas para a determinacéo quantitativa dos HPA
deuterados por GC/MS

fenantreno D y =1,8233x - 0,45
R2 = 0,9969

20

15 /L
10

} . /
0] . ‘ ‘ ‘ ‘
-5 2 4 6 8 10 1o
mg/L
criseno D y =1,4149x - 0,3541
R? =0,9963
15
" //
T s
0
<
[0} ; : ‘ ‘ ‘
(P 2 4 6 8 10 12
-5
mg/L
Perileno D y = 1,954x - 0,469
R? =0,9919
25
20
E = //
O 10
< /
5 /
o . ‘
-5 2 4 6 8 10 1b
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TABELA 2.2: Curvas analiticas obtidas para a determinagdo quantitativa dos 16 HPA
por GC/MS

1,045
0,06 0,04 ad
! *Acenaftenc
0,05 1| Naftaleno * 0035 } Flucrena | //
A 003
004 = Acenaftileno : / EU‘UZS // "_4-.
< 003 < om _~ /
3 0015
0,02 . 001 C—
0,01 / 0,005
0 .
° ' ' i 10 20 Kl 4n 50 Bl b il
0 20 40 60 80 gl
ug/L
0.05 0,04
004 4 Fenantreno ) ® Fluoranteno
" |m Antraceno u 0,03 H & Pireno A
= 0,03 —
< 2 2
< d < o002
< 0,02 / < /
L3
0,01 0,01
0 T T T T T T T 0 T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 20 40 60 80
ug/lL
ug/L
0,035 0.03
0,03 || ¢ Benzo[alAntraceno 4 Benzo[b]Fluoranteno /
0,025 | |m Criseno > 002 m Benzo[k]Fluoranteno
_ / 5 U
a <
2 o 2 <
£ 0,015 < 0,01 .
.
0,01 ./'
0,005 0 - T
0 / 0 10 20 30 40 50 60 70 80
0 20 40 60 80 ugiL
ug/L
0,025 0,025
¢ Benzo[a]pireno # Dibenzo[ah]Antraceno
002 | S 002 17 ]
® Indeno[1,2,3-cd]Pireno /. 8 Benzo[ghi]Perileno
‘20,015 20015 1
< //;/ < .
o (=%
< 0,01 < 0,01
// ,
0,005 0,005
0 T T - 0 T T -
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
ug/L ug/L
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ANEXO 3: Diagramas de cores obtido nos sete (de 3 a 10 segundos) diferentes periodos
de modulacéo usados, com o conjunto de colunas 2.

35 20,1 36,8

30 19,7 36,3
1TR (min)
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38 20,5 371

21R (s)

38 205 371

[==]
w
=
['4
- =
o~
o
i —_—— T
33 200 36.7
tempo de retencao na primeira dimensio (min)
PM=10s
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ANEXO 4: Curvas analiticas obtidas para a determinacéo quantitativa de HPA por

GCxGC-FID
Naftaleno Acenaftileno
y = 0,0099x - 0,0342
. 2,5000
2,5000 R?=0,9993
2,0000 2,0000 /
21,5000
1,5000 S /’
1,0000
1,0000 - /
0,5000
| y = 0,0106x - 0,0613 /
0,5000 R% = 0.9963 0,0000 T T T T |
00000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 50 100 150 200 250
0 50 100 150 200 250 ugh
Acenafteno Y~ Orégl_ozxg'ggfm Fluoreno
2,5000 ’ 2,5000
20000 ° y = 0,0106x - 0,0524
_ / _ 2,000 7 R?=0,9987
S 1,5000 / & 1,5000 /
“ 11,0000  1,0000 /.
0,5000 / 0,5000 /
0,0000 / ‘ ‘ : ‘ 0,0000 ‘
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
ugh ugh
Fenantreno y =0,0103 - 0,0375 Antraceno
2,5000 R = 0,0081 25000 ¥ = 0,0105x - 0,0572
Y R? = 0,9981
2,0000 * 2,0000 /’
/ 21,5000
1,5000 < /'
/ © 11,0000
1,0000 /
/ 0,5000 /
0,5000 / 0,0000 ; ; ; : ‘
0,000 0 50 100 150 200 250
0 50 100 150 200 250 ugt
Fluoranteno Pireno 0.0105x - 0.0545
y = 0,0103x - 0,0419 y = 0,0105x - 0,
2,5000 o7~ 0.0975 2,5000 R2= 10,0972
2,0000 ] 2,0000 -+
/ .E
1,5000 15000
/ 1,0000
1,0000 /
/ 0,5000
0,5000 /
/ 0,0000 : . . . :
0.0000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 50 100 150 200 250
0 50 100 150 200 250 ugh
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y = 0,009 + 0,0053

Benzo(a)Antraceno y = 0,01x - 0,04 Criseno R2= 0.9072
R%=0,999 2,000 :
2,5000 : /
1,6000
2,0000 o /
/ 51,2000
1,500 A g /
/ 0,8000
1,0000 o /
/ 0,4000
0,5000 /
./0/‘ 0,0000 . . . . :
0,0000 T T r r ! 0 50 100 150 200 250
0 50 100 150 200 250 ugh
Benzo(b)Fluoranteno + Benzo[k]Fluoreno Benzo(a)Pireno y = 0,0104x - 0,0672
R? = 0,9963
y = 0,0203x - 0,0782 25000 :
5,0000 R?=0,9977
2,0000 2
4,0000 .
& 15000
3,0000 S /
/ 1,0000
2,0000 /
/ 0,5000
1,0000 /
/ 0,0000
0,0000 ‘ : ‘ 0 50 100 150 200 250
0 75 150 225 gl
= 0,0104x - 0,0476 ) 00y .
Indeno(1,23-cd)Pireno .. Dibenzo(a,h)Antraceno y= 0,01 - 0,0545
R™= 05631 ’ R?= 0,0931
2,5000 25000 -
2,0000 o 2,0000 /
/ 51,5000 s
1,5000 < /
1,000 )
1,0000 7 /
/ 0,5000 /
0:5000 * 0,0000 . | | . .
0 50 100 150 200 250
0,0000 ‘ ‘ ‘ : :
0 50 100 150 200 250 ugh
2,5000 S—
Benzo(g,h,i)Perileno ¥ = 0,01 - 0,0867
R? = 0,9946
2,0000 *
1,5000 /
1,0000 /
0,5000 /
0,0000 : ‘ ‘ : ‘
0 50 100 150 200 250
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