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RESUMO

SILVA, M. E. O. Extracdo em ponto nuvem para a determinacéo de benzo(a)pireno em
agua potavel por espectrometria de fluorescéncia molecular. 2017. Dissertagdo (Mestrado
em Quimica) - Programa de Pés-graduacdo em Quimica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, Brasil, 2017.

O benzo(a)pireno, B(a)P, faz parte do grupo de compostos poluentes conhecidos como
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs). Este composto apresenta grande interesse
ambiental por ser o mais potente carcinogeno dentre os 16 HPAs considerados prioritarios pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA). Neste trabalho, é proposto um
método para determinacdo de B(a)P em agua potavel pela técnica de extracdo em ponto nuvem
baseada em ambiente micelar formado através do dodecil sulfato de s6dio (SDS) como processo
prévio a espectrometria de fluorescéncia molecular. As condigdes de excitacdo do B(a)P foram
previamente avaliadas para obtencdo de espectros de fluorescéncia, com o maximo de
intensidade possivel. O efeito da quantidade de SDS na emisséo de fluorescéncia do B(a)P foi
estudado. Outro estudo realizado foi o de estabilidade do B(a)P ao longo de nove semanas
consecutivas, sendo observado que este composto mostrou-se estavel, uma vez que ndo houve
variacdes significativas de sinal analitico no intervalo de tempo estudado. O comprimento de
onda de 286 nm para a excitacdo do analito foi escolhido, registrando-se um sinal de emissédo
maximo em 405 nm, enquanto que, dentre as concentracdes de SDS para o procedimento de
ponto nuvem avaliadas (0,5 % a 4,3 %), a de 1% m v'! correspondeu ao maior sinal de emissdo
do analito. A faixa de resposta linear estudada esta entre 1 e 110 ug L™ com LOD e LOQ de
0,12 pg L' e 0,37 pg L%, respectivamente. Os valores obtidos pela analise de variancia
mostraram que o modelo linear construido apresenta significancia de regressdo e € bem
ajustado. Para os testes de recuperacdo, foram utilizados trés niveis de concentracdes da curva
analitica, sendo obtido recuperacdes de 80 a 123% e o fator de melhoramento apresentou valor
de 21. Por fim, o método proposto foi utilizado para a determinacédo de B(a)P em 10 amostras
de &gua potavel de diferentes bairros da cidade de Jodo Pessoa. A presenca de B(a)P ndo foi
detectada em nenhuma das amostras analisadas, estando em conformidade com a legislacédo

vigente, que determina um valor maximo permitido de 0,7 ug L.

Palavras-chave: HPAs, benzo(a)pireno, extragdo em ponto nuvem, espectrometria de

fluorescéncia molecular, dgua.
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ABSTRACT

SILVA, M. E. O. Cloud point extraction for determination of benz(a)pyrene in drinking
water by molecular fluorescence spectrometry. 2017. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) -
Programa de Pds-graduacdo em Quimica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil,
2017.

Benz(a)pyrene (B(a)P) is part of the group of pollutants known as polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHS). This compound is of great environmental interest because it is the most
potent carcinogen among the 16 PAHs considered as priority by the United States
Environmental Protection Agency (US-EPA). In this work, a method for the determination of
B(a)P in drinking water by the cloud point extraction technique based on micellar medium
formed by sodium dodecyl sulfate (SDS) as a process prior to molecular fluorescence
spectrometry is proposed. The excitation conditions of B(a)P were previously evaluated to
obtain fluorescence spectra with the highest possible intensity. The effect of the amount of SDS
on the fluorescence emission of B(a)P was studied. Another study carried out was the stability
of B(a)P over nine consecutive weeks, and it was observed that this compound was stable, since
there were no variations of analytical signal in the time interval studied. The wavelength of 286
nm for the analyte excitation was chosen, with a maximum emission signal being recorded at
405 nm, whereas among the SDS concentrations for the cloud point procedure evaluated (0.5%
to 4, 3%), that of 1% m v corresponded to the highest emission signal of the analyte. The
linear response range studied was between 1 and 110 pg L with LOD and LOQ of 0.12 pg L~
Land 0.37 pg L?, respectively. The values obtained by the analysis of variance showed that the
constructed linear model presents regression significance and is well adjusted. For the recovery
tests, three levels of analytical curve concentrations were used, recoveries of 80 to 123% were
obtained and the improvement factor presented value of 21. Finally, the proposed method was
used for the determination of B(a)P in 10 drinking water samples from different districts of the
city of Jodo Pessoa. The presence of B (a) P was not detected in any of the analyzed samples,
being in compliance with the current legislation which determines a maximum allowed value
of 0.7 ug L%,

Keywords: PAHs, benz(a)pyrene, cloud point extraction, molecular fluorescence

spectrometry, water.



CAPITULO 1

INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) formam um amplo grupo de
compostos poluentes considerados de grande interesse ambiental, principalmente devido as
propriedades mutagénicas e carcinogénicas que apresentam (SICILIA et al., 1999). Essas
substancias caracterizam-se por apresentar em suas estruturas dois ou mais anéis aromaticos
condensados e tém origem na combustao incompleta ou pirolise de material organico por dois
tipos de fontes: naturais como as erupcdes vulcanicas e queimadas espontaneas e por efeito de
atividades antropogénicas, como a combustdo incompleta de combustiveis fosseis e de outros
materiais organicos (SICILIA et al., 1999; WHO, 2010).

Diferentes compartimentos ambientais como ar, aguas, solos e sedimentos estdo
suscetiveis a contaminagdo por HPAs, geralmente em niveis trago, 0 que pode causar a
exposicdo humana aos riscos acarretados por essa classe de contaminantes (WHO, 2010). A
Comissdo Europeia e o Programa Internacional de Seguranca Quimica — IPCS (do inglés,
International Programme on Chemical Safety) concluiram que a principal fonte de emissdo de
HPASs é proveniente da atividade antropogénica, uma vez que a contribui¢do no processo de
emissdo por fontes naturais é considerada limitada (IARC, 1983; COMISSAO EUROPEIA,
2002; CARUSO et al, 2008). Além disso, HPAs estdo relacionados dentre os contaminantes
emergentes prioritarios tanto nos Estados Unidos quanto na Unido Europeia (UNIAO
EUROPEIA, 2008; USEPA, 2015).

A ubiquidade* dos HPAs é evidentemente o fator primordial para a contaminacao do
meio ambiente, sobretudo de forma indireta. Esta caracteristica contribui para a disseminacédo
deste grupo de compostos tornando-0s continuamente presentes no meio ambiente, portanto a
exposicdo a esses patdgenos qualifica-se como inevitavel (TEIXEIRA, 2002). Com isso,
pesquisas focadas em HPAs intensificaram-se nas ultimas décadas com o objetivo de
comprovar sua presenca em aguas, solos, alimentos e bebidas (CARUSO et al., 2008;
REVISTA ACTA, 2010).

A &gua, por ser uma substancia indispensavel a vida, presente em quase todas as
atividades realizadas pelo ser humano, constitui a principal via de exposi¢do de HPAS, seja no
contato direto ou por contaminago cruzada em alimentos e bebidas (CARUSO et al., 2008). A
vista disso, séo evidentes os motivos pelos quais € possivel constatar a ampla variedade de

meios capazes de disseminar HPAs na sociedade e, consequentemente, aumentar oS riscos

*Ubiquidade: Fato de estar ou existir concomitantemente em todos os lugares.



eminentes oriundos da exposicao a esses compostos (TEIXEIRA, 2002; ANTONIOLLI et al.,
2008; PADOVANI et al., 2012; LUZ, 2013).

Dentre os diversos tipos de HPAs estudados intensivamente em &guas, destaca-se o
benzo(a)pireno (B(a)P) por apresentar um alto potencial carcinogénico. Por este motivo, é
utilizado como indicador da presenca de outros tipos de HPAs em &guas (LUZ, 2013). A
legislacdo vigente no Brasil, Portaria 2914 de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da Saude
estabelece o valor maximo permitido 0,7 ug L™ de B(a)P para agua potavel (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

Dado que a agua é uma fonte capital de exposicdo a HPAS, especialmente o B(a)P,
evidencia-se a importancia da utilizacdo de métodos analiticos para a determinacdo deste
poluente presente em niveis traco em diferentes compartimentos ambientais, especialmente em
ambientes aquosos (TEIXEIRA, 2002). Desta forma, métodos de extracdo e pré-concentragdo
foram desenvolvidos nas Gltimas décadas com a finalidade de analises em espécies organicas e
inorganicas, eliminando ou minimizando o uso de solventes organicos, geralmente empregados
em extragBes liquido-liquido — LLE (do inglés, liquid-liquid extraction) convencionais
(MERINO et al., 2002).

Em complementagdo a LLE convencional, novas abordagens tém sido utilizadas como
extracdo assistida por ultrassom ou por micro-ondas, extracao liquida pressurizada ou acelerada
de solvente, extracdo por fluido supercritico, extracdo subcritica de agua e extracdo em ponto
nuvem — CPE (do inglés, Cloud Point Extraction) (MERINO et al., 2002; SHUNPING et al.,
2010). O desenvolvimento desses novos métodos leva em consideracdo, principalmente,
algumas varidveis como recuperacdo de analitos, quantidade de solvente orgéanico utilizado,
tempo de extracdo, seletividade em relacdo aos analitos, baixa toxicidade do solvente extrator

e a auséncia de etapas adicionais de limpeza apés a extracdo (MERINO et al., 2002).

A extracdo em ponto nuvem desenvolveu-se bastante nos ultimos anos por possibilitar
a pré-concentracao, extracdo e determinacdo de varias espécies quimicas em diferentes meios
(BEZERRA et al., 2006). Baseia-se na separagdo de uma solucdo micelar aquosa homogénea
em duas fases liquidas isotropicas, a fase rica em surfactante e a fase aquosa. A fase rica em
surfactante, onde esta contido o analito, apresenta um volume pequeno e a fase aquosa de maior
volume é descartada (GORYACHEVA et al., 2005; BEZERRA et al., 2006). A CPE é uma

técnica experimental relativamente facil, de baixo custo, além de possibilitar a redugdo ou



eliminacdo de solventes tdxicos no processo de extracdo e pré-concentragdo, sendo assim, uma

técnica que esté de acordo com os principios da “Quimica Verde” (COSTA, 2001).

Espécies organicas extraidas por ponto nuvem sdo comumente determinadas por
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia — HPLC (do inglés, high performance liquid
chromatography). Porém, técnicas convencionais como esta podem apresentar altos custos e
tempo de processamento das amostras (BEZERRA et al., 2006). Com isso, a técnica de
espectrometria de fluorescéncia molecular proporciona uma alternativa rapida e de baixo custo
para anélise de HPAs em diferentes matrizes (Guiteras et al., 1998), pois esses compostos
quimicos apresentam luminescéncia na regido compreendida entre 310 e 541 nm (MEIRA et
al., 2011).

Portanto, a CPE mostra-se como uma alternativa promissora para a determinacdo de
espécies organicas, como HPAs, por espectrometria de fluorescéncia molecular
(GORYACHEVA et al., 2005).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho é avaliar a extracdo de benzo(a)pireno em amostras
de &gua potavel utilizando a técnica de extracdo em ponto nuvem, visando a determinacao

fluorimétrica.

1.1.2 Objetivos especificos

> Estudar e definir as condicGes experimentais para extracdo em ponto nuvem de
benzo(a)pireno.

» Avaliar a viabilidade do uso da espectrometria de fluorescéncia molecular como
técnica analitica para a determinacao de benzo(a)pireno em amostras de &gua potavel.

» Validar o método proposto, estabelecendo parametros de desempenho analitico.

» Atingir limites de detecgdo menores do que o valor maximo permitido na legislagédo
brasileira.

» Aplicar o método validado para a determinacdo de benzo(a)pireno em amostras de

agua para consumo humano da cidade de Jodo Pessoa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

A combustdo incompleta ou pirdlise de material organico é o processo pelo qual sdo
formados os HPAs (GONZALEZ et al., 2012). A formagio dos compostos deve-se a dois
mecanismos que ocorrem em temperaturas elevadas: a pirélise e a pirossintese. No processo de
pirolise, o material organico é fragmentado originando moléculas menores, geralmente radicais.
Na sequéncia, esses fragmentos rearranjam-se para formar HPAs estaveis, processo chamado
de pirossintese (TEIXEIRA, 2002; BERNARDO, 2014).

Hidrocarbonetos que apresentam baixa massa molecular podem formar HPAs por
pirossintese. A sintese desses compostos é favorecida em ambiente deficiente em oxigénio e
temperaturas superiores a 500°C combinados com hidrocarbonetos saturados. No processo, 0s
radicais formados sofrem desidrogenacdo e sdo capazes de formar anéis aromaticos
termicamente estaveis, processo que possibilita a formacgdo de diferentes tipos de compostos
relacionados a esse grupo de contaminantes. A formacdo de HPAs pode ser exemplificada a
partir da desidrogenacdo do etano (Figura 2.1) em condicdo de temperaturas elevadas, que
resulta na combinagdo dos radicais formados para originar anéis de benzeno (MANAHAN,
1994). A posterior condensagdo desses anéis resulta na formacéo de HPAs.
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Figura 2.1 — Mecanismo simplificado de sintese de HPAs a partir do etano. Fonte: MANAHAN, 1994,



Em temperaturas entre 500°C e 900°C, a formacdo de HPAs é favorecida, porém é
possivel haver formacgdo em temperaturas mais baixas de 100°C a 150°C, condic¢es em que se
formam compostos intermediarios mais complexos e 0 processo € cineticamente mais lento
(TEIXEIRA, 2002).

Os HPAs sdo introduzidos no ambiente por diferentes fontes, mas o aporte desses
contaminantes é possibilitado por dois processos, o natural e o antropogénico (TEIXEIRA,
2002; BERNARDO, 2014; RUBIO-CLEMENTE et al., 2014).

Naturalmente, esses poluentes sdo introduzidos no meio ambiente por erupgdes
vulcanicas, incéndios florestais espontaneos, emersdo de petroleo e biossintese realizada por
algas e fungos, por exemplo. Porém a contribuicdo natural dos poluentes é considerada infima
quando comparada com o processo antropico (TEIXEIRA, 2002; COSTA, 2001;
CAVALCANTE, 2007; CHAVEZ, 2015). A contribuicio por efeito das atividades humanas
incluiu diversos tipos de materiais, a se destacar o petréleo e derivados, producdo e consumo
de carvao, queima de madeira, cigarro, atividades industriais, incineracdo de lixo, atividades
domeésticas, queimadas agricolas, processos de preparo de alimentos como defumacao, frituras
e torra, entre outros (CARUSO, 2008; TEIXEIRA, 2002; PONTES, 2010; COSTA, 2001,
CAVALCANTE, 2007; MENICONI, 2007).

Assim sendo, é inevitavel a exposi¢cdo humana a HPAs, tendo em vista as diversas fontes
pelas quais este grupo de compostos pode ser formado e facilmente distribuido no meio
ambiente (TEIXEIRA, 2002).

2.1.1 Estrutura quimica

Os HPAs sdo compostos que apresentam dois ou mais anéis aromaticos condensados
estaveis constituidos de carbonos e hidrogénios (RUBIO-CLEMENTE et al., 2014). A estrutura
destes compostos a partir da fuséo interanelar pode ser definida de trés formas: (i) linear, todos
os aneis arranjados em linha; (ii) angular, os anéis formam um angulo e (iii) condensada, ao

menos um anel fazendo fronteira em trés lados (TEIXEIRA, 2002) (Figura 2.2).



Antraceno Benzo(a)antraceno Benzo(a)pireno

1 2 3

Figura 2.2 — Estruturas de HPAs formadas a partir de diferentes tipos de fusdo entre anéis aromaticos: (1) fusdo
linear, (2) fusdo angular e (3) fusdo condensada. Fonte: TEIXEIRA, 2002.

Entre os mais de 500 tipos de HPAs identificados, apenas 16 sdo considerados poluentes
prioritarios pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA) e indicados
para a realizacdo de extensivo monitoramento (US-EPA, 2014). As estruturas dos 16 HPAS

prioritarios estdo representadas na Figura 2.3.

A estrutura quimica dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos os dividem em duas
grandes classes, os HPAs de baixa massa molecular e os de alta massa molecular. O grupo de
baixa massa molecular é formado por compostos que apresentam até quatro anéis aromaticos,
enquanto que os de alta massa molecular apresentam mais de quatro anéis aromaticos. Os HPAs
também podem apresentar heterodtomos em suas estruturas, podendo ser compostos derivados
do nitrogénio, NHPAS, ou compostos derivados de oxigénio, OHPAs (CASTRO, 2010).



Acenafteno Acenaftileno Antraceno Benzo(a)antraceno
B b)fluorant
enzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno Benzo(g.h,i)perileno
Benzo(a)pireno Criseno
Fluoreno Indeno(1,2,3,cd)pireno Naftaleno Pireno
Dibenzo(a.h)antraceno Fenantreno Fluoranteno

Figura 2.3 — Estruturas quimicas dos 16 HPAs prioritarios. Fonte; LOCATELLI, 2010.

2.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos HPAs

Os HPAs séo, geralmente, compostos sélidos em temperatura ambiente, de coloragdo
palida a amarelada, mas podem ser liquidos de cores variadas (VIEIRA, 2009; PONTES, 2010).

As massas moleculares dos HPAs apresentam valores elevados e € um dos principais
fatores que determinam suas propriedades fisico-quimicas, que estdo diretamente relacionadas

as ligacdes duplas conjugadas que aumentam com 0 aumento do nimero de anéis aromaticos,
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ou seja, sdo proporcionais a massa molecular (VIEIRA, 2009; TEIXEIRA, 2002). A
distribuicdo desse tipo de composto no meio ambiente deve-se, principalmente, as suas
caracteristicas fisico-quimicas. Na Tabela 2.1, é possivel observar algumas propriedades fisico-

quimicas importantes dos 16 HPASs prioritarios.

Tabela 2.1 — Propriedades fisico-quimicas dos 16 HPAs definidos como prioritarios. Fonte: IPCS, 1998.

Pressdo Coeficiente de Solubilida

Namer Peso . ) Constante
Ponto de Ponto de de vapor particao de em &gua
HPA ode molecular . i de Henry a
. fusdo (°C)  ebulicéo (°C) (Pa, octanol/agua a 25°C (ug
anéis (g mol™) 25°C (kPa)
25°C) (1og Kow) LY
7 2
Naftaleno 2 128,17 81 2179 10,4 3,40 317107 489x10
; -3
Acenaftileno 3 152,20 92-93 B 8.9 x 10 4,07 1,14 x 10
3 -2
Acenafteno 3 154,01 95 279 29x 10" 392 393x10°  148x10
3 -2
Fluoreno 3 166,22 115-116 295 8,0 x 102 4,18 198x10°  1,01x10
3 -3
Fenantreno 3 17823 1005 340 16 x 107 4,60 BAVEAR G
-2
Antraceno 3 178,23 216,4 342 8,0 x 10 4,50 3 73010
-4
Fluoranteno 4 202,26 1088 375 12x10° 5,22 260 6,50 %10
. -3
Pireno 4 202,26 150,4 393 6,0 x 10* 518 135 11010
Benzo(a)antra "
4 228,29 160,7 400 2,8 x10° 5,61
ceno
Criseno 4 228,29 253,8 448 8,4 x 10 591 2
Benzo(b)fluor -5
s 252,32 168,3 481 6,7 x 10° 6.12 12 5.10 x10
anteno
Benzo(K)fluor -5
5 252,32 215,7 480 1,3 x 107 6,84 076 4,40 x 10
anteno
Benzo(a)pire 3,40 x 10
- 5 252,32 178,1 496 7,3 x 107 6,50 3.8 (20°C)
Benzo(g,h,i)p 2,70 x 10
. 6 276,34 278,3 545 1,4 %108 7,10 0,26 (20°C)
erileno
Indeno(1,2,3- 3 2,90 x 10
6 1,3x10 o
c,d)pireno 276,34 IO 536 (20°C) 6,58 62 (20°)
Dibenzo(a,h)a 1,3x 108 7,00 x 108
5 278,35 266,6 524 6,50 0,5 (27°C)
ntraceno (20°C)

Em aguas, um dos fatores que definem a solubilidade destes compostos é a massa
molecular, ou seja, a solubilidade diminui com o aumento de massa molecular (COMISSAO
EUROPEIA, 2002). No entanto, a polaridade destas espécies exerce grande influéncia na
solubilizacdo dos HPAs em agua, ou seja, quanto maior a polaridade do composto maior é a
sua solubilidade em &gua. 1sso pode ser especialmente observado através das solubilidades do

antraceno e do fenantreno, onde observa-se que ambos apresentam a mesma massa molecular,
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porém o fenantreno apresenta maior solubilidade em agua, ja que apresenta maior polaridade
(MARTINS et al., 2013). Dessa forma, em geral, HPAs apresentam baixa solubilidade em
agua. Em contrapartida, esses compostos, por apresentarem caracteristicas lipofilicas, sdo
altamente sollveis em solventes organicos (TEIXEIRA, 2002). Observa-se, também, que os
pontos de fusdo e ebulicdo apresentam valores elevados como consequéncia do aumento da
massa molecular (TEIXEIRA, 2002; PONTES, 2010).

A lipofilia em fase organica de HPAs € expressa e evidenciada pelo coeficiente de
particdo octanol-agua (Kow), que apresenta elevados valores (Tabela 1). Com base nos valores
dos coeficientes de particdo, é possivel avaliar a bioacumulagdo dos hidrocarbonetos
poliaromaticos, ou seja, a particdo desses compostos entre a agua e os seres vivos (PAVEL,
2007). A alta hidrofobicidade desses compostos é indicada por valores de Kow elevados, entre
3,5 e 7,1, e caracteriza-os com grande capacidade de adsor¢do em material organico, assim
como bioacumulacdo (PAVEI, 2007; CAVALCANTE, 2007). Portanto, ha uma tendéncia
desse grupo de compostos concentrarem-se em sedimentos, estarem associados a matéria
organica em suspensao quando presentes em meio aquoso ou promoverem a bioacumalagdo em

organismos aquaticos, justificando as baixas concentragdes em aguas (COSTA, 2001).

As propriedades fisico-quimicas primordiais para o entendimento de como os HPAS séo
distribuidos no meio ambiente sdo as pressdes de vapor e as constantes de Henry. A pressdo de
vapor define a volatilidade dos HPAs, ou seja, uma baixa pressdo de vapor significa baixa
volatilidade. A pressdo de vapor e, por consequéncia, a volatilidade desses poluentes estdo
inversamente relacionadas as suas massas moleculares, isso quer dizer que massas moleculares
baixas acarretam em pressdes de vapor e volatilidades altas, como se pode observar na Tabela
2.1. A solubilidade de HPAs no estado gasoso em agua € determinada pela constante de Henry
(BRITO, 2009). Na Tabela 2.1, observa-se que compostos com baixa massa molecular

apresentam constantes de Henry maiores que compostos com alta massa molecular.

Essas propriedades justificam que HPAs com baixa massa molecular distribuam-se no
meio ambiente através da atmosfera, por serem mais volateis. No entanto, os hidrocarbonetos
poliaromaticos com alta massa molecular sdo adsorvidos pelo material particulado atmosférico.
Os efeitos da pressdo de vapor e da constante de Henry explicam a presenca consideravel de
HPAs em regides sem indicios de capacidade de formacdo desses poluentes, pois séo
propriedades fisico-quimicas que justificam a distribuicdo e o transporte na atmosfera
(CAVALCANTE, 2007).
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2.1.3 Distribui¢do de HPAs no ambiente aquético

Diariamente, HPAs provenientes das mais diversas fontes sdo liberados no ambiente
aquatico. As contribuicdes antropogénicas de HPAs em &guas sdo dominantes, pois a
contaminacdo do ambiente aquatico deve-se majoritariamente aos residuos e substancias
quimicas provenientes da atividade humana (POLAKIEWICZ, 2008; ARAUJO, 2010). Entre
as principais fontes, destacam-se os efluentes industriais, lancamentos de esgotos domésticos,
incineragéo de lixo, despejos de 6leo e producio de asfalto (ARAUJO, 2010). Esses compostos
caracterizam-se por distribuirem-se por toda a coluna d’agua e nos sedimentos (BARROSO,
2010).

As propriedades fisico-quimicas dos HPAs definem o comportamento desse grupo de
compostos no ambiente aquatico. Em aguas, sdo encontrados em concentra¢fes muito baixas,
pois apresentam baixas solubilidades nesse meio (LIMA, 2008). Além disso, em termos de
distribuicdo, apresentam a caracteristica de permanecerem relativamente préximos as suas
fontes, pois as concentragfes diminuem consideravelmente a medida que é maior a distancia da
origem. Por esse motivo, os maiores teores de HPAs nos ambientes aquaticos sdo encontrados
em rios, estuarios e aguas costeiras, proximos a fonte de geracdo desses contaminantes
(ARAUJO, 2010).

Os destinos majoritarios dos HPAs apds o aporte no ambiente aquatico sdo materiais
organicos e inorganicos presentes no meio, por adsor¢cdo a superficie desses materiais, logo
tendendo a se depositarem no sedimento. Como consequéncia, a concentracao desses poluentes
nos ecossistemas aquaticos é maior nos sedimentos (ARAUJO, 2010). Especificamente, o
B(a)P caracteriza-se por adsorcdo aos sedimentos e a matéria organica de forma eficaz e tende
a bioacumulacdo em organismos que habitam o ambiente aquatico contaminado (DIAS, 2008).

2.1.4 Toxicidade

A ubiquidade e a comprovada toxicidade dos HPAs evidenciam as causas pelas quais
este grupo de contaminantes tem recebido especial atencdo pelos pesquisadores ao longo dos
anos (VEIGA, 2003; ATSDR, 1995; KLEINE 2013). Estudos feitos em animais de laboratério
demonstraram o surgimento de tumor a partir da inalag&o de ar contaminado com HPAs, através
da ingestdo e por meio de longo periodo de contato dessas substancias com a pele dos animais.

Em pessoas, 0 risco maior de contaminacao por essas substancias esta relacionado a grupos que
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trabalham ou residem em &reas diretamente ligadas a fontes de geracdo desses contaminantes
(ATSDR, 1995; KLEINE 2013).

O grau de toxicidade dos HPAs estd relacionado as suas massas moleculares. A
toxicidade aguda deve-se aos compostos que apresentam baixa massa molecular (2 e 3 anéis),
atinge principalmente o rim, figado, causando inflamacGes cutineas, hiperqueratose e
ulceracdes. J& os contaminantes que apresentam alta massa molecular (4 a 6 aneis), sao
responsaveis pelos efeitos carcinogénicos e mutagénicos (CAVALCANTE, 2007; VEIGA,
2003; PISSINATTI, 2013; POLAKIEWICZ, 2008). O B(a)P foi considerado o HPA mais
potente pela International Agency for Research on Cancer (IARC) ap6s a atualizacdo da
classificacdo toxicoldgica realizada em 2012 (PISSINATTI, 2013; IARC, 2012). Na Tabela
2.2, encontra-se a classificacdo da IARC dos 16 HPAs de acordo com a evidéncia de sua

carcinogenicidade.

Tabela 2.2 — Classificagdo da IARC dos 16 HPAs, com relacdo a evidéncia de carcinogenicidade. Fonte:

PISSINATTI, 2013; IARC, 2012.

HPAs Grupo IARC?
Naftaleno 2B
Acenaftileno ndo classificado
Acenafteno 3
Fluoreno 3
Fenantreno 3
Antraceno 3
Fluoranteno 3
Pireno 3
Benzo(a)antraceno 2B
Criseno 2B
Benzo(b)fluoranteno 2B
Benzo(k)fluoranteno 2B
Benzo(a)pireno 1
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 2B
Dibenzo(a,h)antraceno 2A
Benzo(g,h,i)perileno 3

aGrupo 1: carcinogénico para humanos; Grupo 2A: provavel carcinogénico para humanos; Grupo 2B: possivel carcinogénico

para humanos; Grupo 3: falta evidéncias quanto a carcinogenicidade para humanos.

E importante salientar que o benzo(a)pireno destaca-se dos demais, pois é o (nico

composto classificado como carcinogénico para humanos.
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A exposicdo humana aos HPAs pode ocorrer por inalacdo, contato com a pele ou pela
ingestdo. Estes compostos ndo apresentam atividade carcinogénica ou mutagénica, porém,
podem exercer estes efeitos em organismos vivos através da ativacdo metabdlica que ocorre por
processos quimicos ou bioquimicos (CAVALCANTE, 2007; MENICONI, 2007; PISSINATTI,
2013). O mecanismo mais aceito de ativacdo metabdlica de HPAs é a oxidacdo dos anéis
aromaticos por enzimas catalisadas pelo citocromo P450 formando compostos eletrofilicos
passiveis de ligacdes covalentes com 0 DNA, assim gerando células com uma nova mensagem
genética. Por esta caracteristica, esse grupo de compostos é mais adequadamente caracterizado
como pro-carcinogénicos, isto é, a sua atividade toxica depende da sua transformacdo
metabdlica especifica (CAVALCANTE, 2007).

2.1.5 Benzo(a)pireno

Por seu alto potencial carcinogénico e mutagénico, o B(a)P é utilizado como marcador
da presenca de outros HPAs em amostras ambientais, alimentos e bebidas (LUZ, 2013;
KAZEROUNI, 2001; VAN DER WIELEN, 2006; TORRE, 2014).

O B(a)P conttm em sua estrutura quimica cinco anéis aromaticos condensados.
Apresenta aparéncia de cristais amarelo-palidos em forma de agulhas, é muito pouco volatil e
inodor, é pouco solavel em agua, mas € solivel em solventes organicos, apresenta pontos de
fusdo e ebulicdo elevados, baixas pressdes de vapor, € um composto pré-cancerigeno (DIAS,
2008).

Assim como os demais HPAs, o B(a)P é formado a partir da combustdo incompleta ou
pirélise de material organico por atividades naturais e antropogénica (IARC, 2012) (Figura
2.4). No entanto, esse poluente apresenta maior indice de formacéo por atividades humanas.
Entre as principais fontes antropogénicas pode-se destacar a industria de ferro, emissdo de
veiculos a diesel, e a gasolina, particulas solidas perto da estrada, fontes de combustéo, queima

industrial de petr6leo, queima de madeira, queima de incenso e 6leo de cozinha (DIAS, 2008).
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Figura 2.4 — Mecanismo de formacdo de B(a)P em temperaturas de 500 a 800 °C, proposto por Badger em 1962.
Fonte: VASCONCELLOS, 1996.

A toxicidade do B(a)P foi evidenciada a partir de experimentos em animais de
laboratdrio, onde se observou a formag&o de compostos intermediarios carcinogénicos passiveis
de realizarem ligagBes com proteinas, DNA e RNA. Diferentes vias de exposi¢cdo humana ao
benzo(a)pireno sdo possiveis, dentre elas a inalacdo de ar poluido e a ingestdo de alimentos ou
agua contaminada. A exposicdo ao B(a)P também pode acontecer pelo habito de fumar e a

exposicao ocupacional em ambientes propicios a formacéo deste composto (DIAS, 2008).

A bioacumulacdo de B(a)P no organismo humano é favorecida por sua caracteristica
lipofilica, conferindo-lhe facilidade de penetrar nas membranas celulares e permanecer no
organismo indefinidamente (REVISTA ACTA, 2010; BARROSO, 2010).

Por ser um dos poluentes prioritarios, apresentar propriedades carcinogénicas e
mutageénicas e possibilidade de bioacumulacédo, ha necessidade de monitorar a concentracao de
B(a)P em alimentos, assim como no ar, agua e solo (DIAS, 2008; ALMEIDA, 2010). Algumas
legislacBes foram criadas referentes aos limites de B(a)P em aguas destinadas ao consumo
humano. Tanto 6rgédos internacionais quanto brasileiros demonstram preocupacdo em relacédo a
este tipo de poluente, uma vez que se nota rigidez em legislacdes que regulamentam as
concentracfes de B(a)P em aguas superficiais e para consumo humano (LUZ, 2013; PAVEI,
2007; ALMEIDA, 2010) (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 — Legislagdes e limites de benzo(a)pireno em agua potavel. Fonte: adaptado de PAVEI, 2007.

Orgao/Legislacao Tipo Limite maximo permitido, pg L*
CONAMAY Resolugo n° 357/2005 Aguas 0.05
superficiais '
MS?/ Portaria n° 2914/11 Agua potével 07
US EPA? Agua potéavel 0,2

1 - Conselho Nacional do Meio Ambiente; 2 - Ministério da Saude; 3 - Agéncia de Prote¢cdo Ambiental Norte-Americana.

A maior rigidez em relagdo a concentragdo maxima de B(a)P para aguas superficiais
deve-se a preocupacdo relacionada ao langcamento deste poluente em niveis nocivos ou
perigosos tanto para seres humanos quanto para outras formas de vida, buscando por meio desta
legislacdo manter o equilibrio ecoldgico aquético, a satde e o bem-estar humano (CONAMA,
2005)

2.1.6 Métodos analiticos para a determinacéo de benzo(a)pireno em aguas

O desenvolvimento de metodologias analiticas para identificacdo e determinagdo de
B(a)P tem recebido atencdo especial por pesquisadores e autoridades publicas, uma vez que as
evidéncias de ameacas desse composto a saude humana sdo altamente contundentes. Ressalta-
se gque a contaminagdo ambiental é o principal meio pelo qual ha a exposicdo humana a esse
contaminante, sendo possivel encontra-lo em matrizes ambientais complexas e na maioria das
vezes em concentracdes muito baixas, com isso, expde-se a necessidade de utilizagdo de

métodos analiticos cada vez mais seletivos e que apresentem alta sensibilidade (DIAS, 2008).

Lépez-Lopez e colaboradores (2017) propuseram pela primeira vez a aplicacdo da
microextracao em fase liquida suportada com fibra na configuracdo de microextracdo com barra
sortiva para a extracdo dos 16 HPAs prioritarios em agua do mar. A separacao, identificacéo e
quantificacdo dos compostos foram realizadas usando a cromatografia gasosa acoplada com um
espectrOmetro de massas. Para esse método, foram obtidos limites de deteccdo no intervalo de
0,21 20,82 ng L ! e faixa linear até 500 pg L. A recuperacio média de HPAs em amostras de
agua do mar foi de 99% (LOPEZ-LOPEZ et al., 2017).

Villar-Navarro e colaboradores (2017) propuseram um método de analise baseado em
polimeros magnéticos molecularmente impressos para a determinacéo dos 16 HPAS prioritarios
e determinagdo por HPLC. O método validado foi utilizado em
agua de torneira, guas de rios, lagos e 4gua mineral. Os limites de deteccdo para os analitos

investigados variaram de 1,3 a 969 ng L. Os testes de recuperagéo apresentaram variagdes de
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46 a 100 %, com RSDs menores que 10% para todos os analitos (VILLAR-NAVARRO et al.,
2017).

Um dispositivo adsortivo sensivel e rapido, apto a extrair substancias quimicas de
interesse diretamente da matriz da amostra, foi proposto por Amiri e Ghaemi (2017). O
dispositivo em evidéncia é composto de grafeno cultivado em malha de ago e suas vantagens
foram sondadas em combinacdo com cromatografia em fase gasosa com detector
por ionizacdo em chama — GC-FID (do inglés, Gas Chromatography with Flame lonization
Detection) na determinacdo de HPAs em amostras de dguas. Os pardmetros ajustados para a
otimizacdo da extracdo foram a velocidade de agitacdo, o tempo de extracdo, a forca idnica e
as condicdes de dessorcéo. Limites de deteccdo entre 1 e 3 pg mL* foram obtidos, com valores
de RSD na faixa de 4,9 a 8,7% e a repetibilidade do método foi realizada para dois niveis de
concentragdo, 0,01 e 10 ng mL™, obtendo-se valores entre 5,5 a 8,7 para o primeiro nivel de
concentracéo e 4,9 a 7,9 para o segundo (AMIRI e GHAEMI, 2017).

Shokouh e colaboradores (2017) aplicaram a extracdo em fase sélida magnética em
amostras de agua de rio, &guas residuais e dgua de cachimbo (narguilé). A extracdo foi realizada
com um nanocomposto do tipo FesO4@SiO.@GO—PEA sintetizado pelos autores, capazes de
adsorver moléculas de HPAs. Apos a extracao e posterior dessorcdo, o analito foi quantificado
por GC-FID. Os limites de deteccdo calculados foram de 0,005 a 0,1 ug L™ com o coeficiente
de regressdo linear maior que 0,9954 e desvios padrdo relativos de 5,8% para medidas
realizadas no dia e 6,2 % para dias posteriores. Recuperacdes no intervalo entre 71,7% e 106,7%
foram encontradas para as determinacdes. Nao foram detectados HPAs nas amostras de dgua
de rio, enquanto concentragdes de 7,43 ug L de fenantreno e valores abaixo do limite de
quantificacdo para fluoreno e benzo(a)antraceno foram encontradas. Por fim, concentracdes de
10,34 a 78,60 pg L para acenaftileno, antraceno, fenantreno foram encontradas nas amostras
de agua de cachimbo, além de valores de fluoreno e pireno abaixo dos respectivos limites de
quantificacdo (SHOKOUH et al., 2017).

Sadeghi e colaboradores (2016) usaram a microextracdo liquido-liquido dispersiva
combinada com a técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(do inglés, gas chromatography—mass spectrometry — GC-MS) para a extracao e determinagdo
de 13 hidrocarbonetos policiclicos aromaticos prioritarios em amostras de dgua mineral. Para
esse trabalho, os solventes extrator e dispersor que resultaram em melhores resultados para a

analise foram o cloroférmio e a acetona, respectivamente. O fator de enriquecimento
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encontrado estava na faixa de 93 a 129 % e a recuperagéo entre 71 e 90%. A faixa linear para
todos os HPAs foi de 0,10 a 2,80 ng mL™, o desvio padrdo relativo para cada analito
determinado na agua mineral apresentou-se no intervalo de 4 a 11% e o limite de deteccdo para
diferentes HPAs no intervalo de 0,03 e 0,1 ng mL™. Com isso, os autores concluiram que as
duas técnicas utilizadas em combinacdo resultaram em satisfatorios valores de recuperacao e
precisdo (SADEGHI et al., 2016).

Al-Rashdi (2016) apresentou um metodo rapido e simples para separagdo e
determinacdo de cinco HPAs em agua de torneira que consiste na extracdo seletiva dos
contaminantes por nanoparticulas magnéticas combinadas com a técnica de disperséo em fase
solida, utilizando-se a facilidade de dispersdo dessas particulas em amostras de agua. Os
analitos foram quantificados por HPLC ap0s serem separados da fase aquosa com um imé e
eluidos com metanol. O método desenvolvido mostrou-se simples, exato, preciso, rapido
utilizando pequenas quantidades de solventes, tornando-o uma alternativa aos métodos
tradicionais de extragdo como a extracdo de Soxlhet, a extracdo assistida por ultrassom e a
extracdo liquido-liquido. Os procedimentos de recuperacdo dos analitos resultaram em
percentuais satisfatorios compreendidos entre 88 e 96%, evidenciando a eficiéncia do uso das
nanoparticulas magnéticas. Além disso, mostraram-se estaveis e passiveis de reutilizagéo
mesmo apos quatro aplicages. O método foi empregado com éxito e os limites de detec¢do
obtidos dispostos entre os valores de 0,14 e 0,31 ng L para os analitos em questdo (AL-
RASHDI et al., 2016).

Naing e colaboradores (2016) sintetizaram e empregaram a quitosana magnética
funcionalizada com éxido de grafeno em microextracdo em fase sélida combinada GC-MS para
determinacdo de sete hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em amostras de agua de rio. Para
0 objetivo do trabalho, foram sintetizados trés tipos de particulas magnéticas funcionalizadas
utilizando quitosana reticulada com glutaraldeido e Oxido de grafeno com diferentes
quantidades de magnetita (FezO4), caracterizados por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier e microscopia eletrdnica de varredura com emissdo de campo. Os
parametros utilizados para otimizagcdo do método de extracdo foram: tipo de sorvente, tempos
de extracédo e dessorcao, o volume da solucdo da amostra e o tipo de solvente de dessorcéo. Os
limites de deteccdo encontrados para os analitos variaram de 0,2 a 1,8 ng L™, RSDs variaram
de 2,1 a 8,2 %, recuperacdes no intervalo de 67,5 a 106,9 % e fatores de enriquecimento entre
67 e 302 (NAING et al., 2016).
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Nanotubos de carbono de paredes multiplas funcionalizados com alcool polivinilico,
produzidos sob condigdes de temperatura de congelamento, foram preparados por Kueseng e
colaboradores (2010) e utilizados como sorvente para extracdo em fase solida, com o objetivo
de extrair e pré-concentrar trés HPAs em amostras de aguas de reservatorio, pocos, aguas
residuais e de efluentes. As amostras foram analisadas por HPLC e detectadas por
fluorescéncia. O método proposto mostrou-se eficiente, uma vez que foi quantificado
benzo(a)pireno com concentragdo de 7,0 ng L' em agua de pogo e benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno em aguas residuais em concentrac6es variando de 9,0 a
22,0 ng L. Além disso, foram obtidos percentuais de recuperagéo entre 89 e 98%, com desvios-
padrdo menores que 8%. O benzo(a)pireno e o benzo(a)antraceno apresentaram limites de
deteccéo de 5,0 ng L enquanto que para o benzo(b)fluoranteno foi obtido o valor de 8,0 ng L
! (KUESENG et al., 2010).

2.2 Extracéo em ponto nuvem

Analises de contaminantes ambientais frequentemente representam uma tarefa dificil,
uma vez que estas espécies estdo distribuidas de diferentes formas nos compartimentos
ambientais e encontram-se em concentracdes traco ou ultratraco. Determinacdes deste cunho
podem também ser dificultadas por interferentes ou por efeitos de matriz inerentes a cada tipo
de amostra. Portanto, métodos analiticos de extracdo e pré-concentracdo sdo indispensaveis
para contornar problemas desta magnitude, pois além de isolarem o analito da matriz, reduzem,
controlam e eliminam interferentes presentes originalmente no meio (PALEOLOGOS et al.,
2005; BEZERRA, 2006).

Métodos de extracdo e pré-concentracdo combinados com técnicas de deteccdo sdo
amplamente utilizados em diversas analises quimicas, por isso, apresentam grande interesse em
Quimica Analitica e Ambiental, haja vista que a eliminacdo de efeitos de matriz e interferentes
sdo possiveis e complementam técnicas pertinentes para a deteccdo de analitos. (BEZERRA,
2006). Para esta finalidade, técnicas como precipitacéo, co-precipitagdo e destilagdo estdo entre
as primeiras utilizadas (PALEOLOGOS et al., 2005). Técnicas de extracao liquido-liquido —
LLE (do inglés, liquid-liquid extraction) convencionais também sdo amplamente reportadas na
literatura, porém o tempo consumido e o volume de solventes organicos utilizados tornam o
método tedioso e prejudicial ao meio ambiente (MERINO et al., 2002). Como alternativa a

estes problemas acarretados pela LLE, a extracdo em ponto nuvem — CPE (do inglés, cloud
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point extraction) mostra-se promissora por reduzir tanto a quantidade de solventes utilizados
quanto o tempo de preparo das amostras, além de apresentar exatiddo e precisdo adequadas e
estar de acordo com os principios da Quimica Verde (MARANHAO, 2007).

A turbidez de uma solucéo aquosa de surfactante causada por adi¢cdo de uma substancia
apropriada ou pela alteracdo de algumas de suas propriedades, como pressao e temperatura,
provocam o fendmeno de ponto nuvem. Este fendmento é a base para CPE. No momento em
que a solucdo aquosa de surfactante torna-se turva diz-se que atingiu o ponto nuvem. Nesse
momento, ha a separagdo da solugdo em duas fases isotropicas, uma fase micelar que apresenta
maior concentracdo de surfactante e pequeno volume, chamada de fase rica, e outra fase aquosa
com baixa concentracdo de surfactante e grande volume. A primeira é a fase de interesse onde

se encontra o analito, ja a outra fase deve ser descartada (BEZERRA, 2006).

A primeira publicacdo referente a esta técnica aconteceu em 1978, idealizada por
Watanabe e Tanaka, utilizada com o intuito de diminuir o uso de solventes organicos
(WATANABE e TANAKA, 1978). Desde entdo desenvolveu-se gradativamente, sendo
empregada em extracOes de varias espécies quimicas, tanto organicas como inorganicas
(PALEOLOGOS et al., 2005; BEZERRA, 2006).

2.2.1 Surfactantes e formacdo micelar

Surfactantes, também conhecidos por tensoativos, apresentam a capacidade de alterar
algumas propriedades reacionais, assim como diminuir a tenséo superficial do meio ao qual
estdo presente e a tensao interfacial, que é definido como limite entre duas fases imisciveis.
Essa classe de substancias, devido a essas caracteristicas, apresenta relevante importancia em
Quimica Analitica, pois o ganho de seletividade e sensibilidade analiticas quando utilizadas sdo
evidentes (MANIASSO, 2001). A acdo exercida por surfactantes no meio onde estdo presentes
0s caracteriza como agentes de superficie ativa (do inglés, surface-active agent). Em portugués,

a palavra surfactante é derivada da contracdo dessa expresdao em inglés (BEZERRA, 2006).

Tensoativos sdo moléeculas anfifilicas, pois apresentam em suas estruturas dois grupos
distintos, uma regido hidrofébica formada por uma longa cadeia de hidrocarbonetos e uma
regido hidrofilica, também chamada de grupo cabega, composto por um grupamento polar ou
ionico (PALEOLOGOS et al., 2005; PELIZZETTI et al., 1985; YAZDI, 2011). Tipicamente,

a estrutura de um surfactante pode ser representada por R-X, na qual R &, geralmente, uma
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longa cadeia de hidrocarbonetos contendo de 8 a 18 atomos de carbono, porém pode também
apresentar uma longa cadeia de fluorocarbonetos, uma cadeia de siloxano ou uma curta cadeia
polimérica e X € um grupo cabeca polar ou iénico (PELIZZETTI et al., 1985; KAMAL et al.,
2017) (Figura 2.5). A classificacdo dos surfactantes é definida de acordo com a natureza do
grupo cabeca (X) dividindo-se em ndo idnicos, catidnicos, anidnicos e anféteros (PELIZZETTI
etal., 1985).

- - -

Cadeia hidrofobica % ,?O

. S :
/\\/\\/\/\/wOf NO- Na:lf‘

~
"
”
‘-1- -
- -

Grupo hidrofilico

Figura 2.5 — Estrutura molecular do SDS. Fonte: o autor.

Surfactantes anidnicos apresentam no grupo hidrofilico uma carga negativa ligada a um
contraion. Quando dissolvidos em agua, essas moléculas assumem uma carga negativa, uma
vez que ha a dissociagdo do surfactante em agua, que € um sal. Por consequéncia, o contraion
separa-se do restante da molécula (DALTIN, 2011). A carga negativa suportada pelo grupo
cabeca pode ser ion carboxilato, sulfato, sulfonato ou fosfato (MYERS, 1999; HOLMBERG,
2003; BEZERRA, 2006). Esta classe de surfactantes é a mais utilizada pelo fato de apresentar
tanto baixo custo como facilidade para a producdo. Estima-se que os surfactantes anidnicos
representam 60% da producdo mundial de tensoativos (HOLMBERG, 2003). lons sodio,
potéssio, amonio, célcio e diferentes alquilaminas protonadas sdo, normalmente, os contraions
mais usados. Esses contraions revelam caracteristicas do surfactante em agua ou 6leo. Por
exemplo, ions sddio e potassio conferem solubilidade em &gua, ja os ions célcio e 0 magnésio
promovem solubilidade em 6leo (HOLMBERG, 2003).

Os tensoativos catibnicos suportam no grupo cabeca uma carga positiva ligada a um
contraion, possuem a féormula geral R,X*Y~, no qual R representa uma ou mais cadeias
hidrofobicas, X um elemento apto a compor uma estrutura catidnica e Y um contraion. Assim
como os surfactantes anidnicos, os cationicos dissociam-se em agua resultando na estrutura
cationica (R, X*) e no contraion (Y ™) elucidados previamente. Na estrutura do surfactante, X

pode ser N, P, As, Bi, S, Te e os halogénios, uma vez que estes elementos apresentam alta
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eletronegatividade. Em muitas moléculas de tensoativos desta classe, o0s elétrons
compartilhados entre um destes elementos que formam a regido catidnica do grupo cabeca sao
parcialmente atraidos, assim ha o enfraquecimento da carga positiva do surfactante na regido
hidrofilica da molécula e, como consequéncia, a polaridade dessa regido também é reduzida
(BEZERRA, 2006, DALTIN, 2011). Com isso, a solubilidade em &gua dos surfactantes
cationicos diminui com a polaridade, pois a quantidade de cargas contidas num surfactante
define sua solubilidade, ou seja, maior sera a solubilidade do tensoativo em agua quando maior
for a carga, seja ela positiva ou negativa. Assim, esse fator de atenuacdo de polaridade que
acontece normalmente em tensoativos cationicos faz com que estes sejam menos sollveis em

agua que os anidnicos (DALTIN, 2011).

Os surfactantes que apresentam em sua estrutura tanto o grupo catiénico como o grupo
anidnico sdo conhecidos como anféteros. Desse modo, o comportamento das moléculas de
tensoativo dessa classe € ditado pelo valor de pH do meio, ou seja, podem atuar como espécie
aniobnica, catidnica ou neutra (BEZERRA, 2006; MANIASSO, 2001; DALTIN, 2011). Entre
os surfactantes anfoteros mais comuns, estdo o N-alquil betaina e sultaina, C-alquil betaina e
sultaina, assim como alcool amino fosfatidil e seus acidos (BEZERRA, 2006; MANIASSO,
2001).

Existem ainda os surfactantes que ndo apresentam cargas no grupo hidrofilico, no
entanto sdao sollveis em agua gracas a grupos altamente polares nesta regido como grupos
hidroxila ou unidades de 6xido de etileno. Esses surfactantes sdo conhecidos como néo idnicos
e sdo derivados do polioxietileno e polioxipropileno ou poliélcoois, ésteres de carboidratos,
amidas de alcoois graxos e 6xidos de amidas graxas (BEZERRA, 2006; MANIASSO, 2001;
DALTIN, 2011). Na Tabela 2.4, pode-se observar exemplos dos tipos de tensoativos.
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Tabela 2.4 — Classes de tensoativos e suas estruturas. Fonte: adaptado de MANIASSO, 2001.

Classe Estrutura quimica

Dodecil sulfato de sodio

CH3(CH2)11804'N3.+
Aniodnicos HSCWWWVO-N;F
o
Octadecanoato de sodio
CH3(CH2)15COO'N:’:1+
HC WWWL*E \\
Cloreto de cetilpiridino (CICP)
]
2N
CH3(CHz)1sN iCl
Catibnicos -
3
H4C /rJJiElr'
H,C CH-
Brometo de cetiltrimetil aménio (CTAB)
CH3(CH2)15N+(CH3)3BI"
CH 0
HaG ™ e e T T : K\S"}O
3 AR e
HAC 0
3-(dodecildimetil aménio) propano-1-sulfonato (SB 12)
CH3(CH2)11N*(CHs)2(CH2)3S0s
Q
Anfoteros e e e e e +,CHs
HLC N \/\)J\o'

H,C
4-(dodecildimetil aménio) butirato (DAB)
CH3(CH2)11N*(CH3)2(CH_)sCOO

]
o H3C oH
N&o idnicos 3

Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35)
CH3(CH3)11(OCH,CH3)230H
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Os surfactantes agregam-se espontaneamente em solugdo aquosa para formar
aglomerados de tamanho coloidal conhecidos como micelas (PALEOLOGOS et al., 2005;
MANIASSO, 2001; QUINA et al., 1999). Quando a concentracdo de surfactantes em solugédo
é baixa, encontram-se principalmente na forma de monémeros no meio, no entanto, a presenca
de dimeros e trimeros também é observada (PALEOLOGOS et al., 2005). A concentracdo na
qual as micelas comecam a se formar é chama de concentragdo micelar critica (CMC)
(PALEOLOGOS et al., 2005; MANIASSO, 2001; QUINA et al., 1999). A formagdo das
micelas ocorre em um intervalo curto de concentracbes e pode ser evidenciada
experimentalmente pela variagdo de algumas propriedades fisico-quimicas da solugdo em
funcdo da concentragdo do surfactante (MANIASSO, 2001), como €é observado na Figura 2.6.

Pressdo osmatica

Turbidez Solubilizacéo

Ressonéncia magnética

Tensdo superficial

Propriedades

Condutividade
equivalente

CMC Concentracio —— =

Figura 2.6 — Variagdo de propriedades fisico-quimicas com a concentracdo de um surfactante i6nico. Fonte:
adaptado de HOLMBERG, 2002.

Cada tensoativo apresenta um valor de CMC caracteristico que depende,
principalmente, da estrutura do composto e € afetado pelas propriedades do solvente,

temperatura e presenca de outras substancias, como eletrolitos fortes (KAREL et al., 2006).

Em solugbes aquosas diluidas, as moléculas tensoativas distribuem-se majoritariamente
na forma de mondmeros, sua a¢do acarreta em uma reducdo da tenséo superficial, uma vez que
se orientam na interface das solugdes (ROSSI et al., 2006). A medida que a concentracéo de
surfactante no meio aquoso aumenta e atinge a CMC, ha o favorecimento da formagéo micelar.
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A partir deste ponto, é estabelecida uma relagéo de equilibrio dindAmico entre 0s monémeros em
solucdo, mondmeros na interface ar-agua e micelas (BEZERRA, 2006). Em meio aquoso, a
estrutura da micela apresenta uma camada exterior formada pelos grupos cabeca das moléculas
de surfactante direcionados para o contato com as moléculas de 4gua e a regido hidrofobica da
molécula orienta-se para o interior da micela, no sentido inverso ao da agua, protegida pela
camada exterior hidrofilica, formando um nucleo central apolar (MANIASSO, 2001; QUINA
etal., 1999; DAVE et al., 2017), conforme mostrado na Figura 2.7.

Mondmeros na interface ar-agua

H
o
J %f I

Mondmeros Micela

Figura 2.7 — Representacdo esquematica do equilibrio dindmico entre os mondmeros em solu¢do, mondémeros na

interface ar-4gua e micelas. Fonte: KAREL et al., 2006.

O numero de agregados é definido como a quantidade de moléculas de surfactante que
constitui uma micela, desse modo o tamanho da micela é expresso pela medida do numero de
agregados presentes na estrutura micelar (DAVE et al., 2017). A forma da micela &,
normalmente, descrita na literatura como esférica, porém associacbes de micelas na forma
cilindrica, lamelar e outras também sdo relatadas (QUINA et al., 1999; DAVE et al., 2017). As
micelas lamelares formam-se em concentragdes muito superior a CMC, de tal modo que as
moléculas de adgua direcionam-se para a regido localizada entre folhas paralelas de tensoativo
(Figura 2.8). A estrutura do surfactante muitas vezes é responsavel pela forma da micela, ou
seja, 0 tamanho do grupo cabeca e da cadeia hidrocarbénica exercem grande influéncia na

constituicdo micelar. Por exemplo, as micelas formadas por surfactantes ibnicos sdo menores
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do que as ndo idnicas, pois a repulsdo eletrostatica entre os grupos cabeca idnicos é maior que
a interacéo entre os grupos cabeca ndo idnicos (DAVE et al., 2017).

Esférica

Cilindrica

Lamelar

Figura 2.8 — Algumas formas assumidas por micelas. Fonte: HOLMBERG, 2003.

Os surfactantes apresentam caracteristicas singulares de dissolucdo, tanto em agua
guanto em outros solventes, gracas a combinacdo de grupos hidrofilicos e hidrofébicos em uma
Unica molécula (BEZERRA, 2006). As micelas que se formam em meio aquoso s&o intituladas
micelas normais, no entanto esses agregados de tamanho coloidal também podem se manifestar
em diferentes solventes apolares. A essa aglomeracdo de moléculas tensoativas da-se 0 nome
de micelas reversas ou micelas invertidas, onde os grupos hidrofilicos das moléculas formam
um nucleo polar e o grupo hidrofébico interage com o solvente apolar (MANIASSO, 2001).
Além das micelas normais e reversas, outros tipos de ambientes organizados podem ser gerados
de acordo com a estrutura quimica da molécula tensoativa e a natureza do meio, como é
apresentado na Tabela 2.5 (BEZERRA, 2006).
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Tabela 2.5 - Comparacao das caracteristicas de diferentes tipos de agregados formados com surfactantes. Fonte:

BEZERRA, 2006. Fonte: adaptado de MANIASSO, 2001.

Caracteristicas Micelas Micelas inversas  Micro emulsdes Vesiculas
Surfactante,  co-
Constituinte Surfactante Surfactante surfactante, Surfactante com
solvente apolar duas caudas
Dissolver 0
Dissolver o Dissolver o surfactante e co- Submetendo a
Preparo surfactante.  em surfactante  em surfactante numa solucéo de
dgua acima da solvente apolar mistura de surfactante a
CMC solventes apolar- ultrassom

Estrutura O O H,0

Massa molecular
média 2.000-6.000 2.000-6.000
Diametro (A) 30-60 40-80

agua

>10’

300-10.000

2.2.2 Principios de extracdo em ponto nuvem

A CPE baseia-se no fendmeno em que uma solugdo aquosa de surfactante torna-se turva

apos a alteracdo de alguma propriedade ou a adi¢do de alguma substancia, tal fenémeno é

chamado de ponto nuvem. Em surfactantes catiénicos, ndo idénicos ou anféteros acima da CMC,

esse fendmeno se manifesta quando aquecidos em determinada temperatura, também chamada

de temperatura de ponto nuvem, que é especifica para cada tipo de tensoativo. Apds esse

processo de aquecimento, a solucdo inicial torna-se turva separando-se em duas fases
isotrdpicas (BEZERRA, 2006; MANIASSO, 2001; YAZDI, 2011). Em surfactantes anionicos,

o fenbmeno de ponto nuvem acontece quando se eleva a concentracdo &cida do meio, pois a

repulsdo entre os mondmeros é reduzida como consequéncia da protonacdo, favorecendo a
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separagdo das fases, o que permite sua utilizacdo para propositos de pré-concentracdo de
substancias (BEZERRA, 2006).

Portanto, para objetivos praticos relativos a extracdo/pre-concentracdo, observa-se que
ha a separacdo das fases em duas partes distintas, uma fase aquosa pobre em surfactante e a
outra rica em surfactante, a qual representa uma porc¢ao pequena do volume inicial da mistura,
para onde o analito é capturado (MANIASSO, 2001; YAZDI, 2011). Por fim, a fase rica em
surfactante deve ser separada da fase aquosa para posterior quantificacdo do analito por técnicas
analiticas. Para facilitar a medicdo em alguns equipamentos, pode-se diluir a fase de interesse
em solvente ndo viscoso para diminuir a viscosidade da fase rica em surfactante (YAZDI,
2011).

Experimentalmente, o processo de extracdo em ponto nuvem é simples, como pode ser
observado na Figura 2.9. Inicialmente, o surfactante ou uma solugdo concentrada de surfactante
¢ adicionada a uma solucdo aquosa contendo o analito a ser extraido, pré-concentrado e
quantificado. Com a finalidade de formacdo de agregados micelares, a concentracdo final de
surfactante na solucdo deve ser maior que a CMC caracteristica do tensoativo utilizado
(YAZDI, 2011; QUINA et al., 1999). Uma solucéo de agente quelante deve ser adicionada caso
0 analito em questdo seja um metal para promover a formacdo de um quelato hidrofobico,
porém se o analito for apolar ou apresentar baixa polaridade ndo ha necessidade de adicdo de
nenhum composto com finalidade de possibilitar a extracéo e pré-concentracdo (BEZERRA,
2006). Apos a incorporacdo do analito no agregado micelar da solucéo, a separacédo das fases é
atingida pelo aumento ou reducdo da temperatura, adicdo de sal ou outros aditivos para
promover o fendbmeno de ponto nuvem. Na proxima etapa, para acelerar a separacao das fases,
utiliza-se a centrifugacdo, observando-se no fim a separagdo em duas fases isotropicas, o analito
estd pré-concentrado em um pequeno volume no topo ou no fundo da solucédo, a fase rica
(YAZDI, 2011; QUINA et al., 1999). Para facilitar a remocéo da fase rica, a sua viscosidade
pode ser aumentada apds refrigeracdo, ja a fase aquosa pode ser descartada (BEZERRA, 2006).
Algumas vezes, ha a necessidade de diluicdo da fase rica em surfactante por causa de sua
elevada viscosidade, este diluente deve ser apropriado a técnica usada para medicéo do analito
na fase micelar (BEZERRA, 2006; QUINA et al., 1999).
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B —= Analito vl — Surfactante

Figura 2.9 — Representacdo esquematica de uma extracdo em ponto nuvem convencional. (1) Solucéo inicialmente
com o analito em baixa concentracdo, (2) Apds a adicdo de surfactante ha a captura do analito pelo nucleo
hidrofébico das micelas e a formacéo das duas fases ap0s alteracdo de uma das propriedades (3) Separacdo das

fases apds centrifugacdo. Fonte: adaptado de BEZERRA, 2006.

Para a otimizacdo da CPE, diferentes fatores devem ser considerados. AplicacGes em
espécies organicas e inorganicas sao comuns por esse tipo de técnica, no entanto o sucesso na
aplicacdo da técnica deve-se a avaliacdo de pardmetros como pH, forca ibnica do meio,
concentracédo do surfactante e temperatura (PALEOLOGOS et al., 2005).

As caracteristicas do surfactante e do analito definem o efeito que o pH causa na
extracdo em ponto nuvem (XIE et al., 2010). O pH é um dos fatores mais criticos em relagéo a
particdo de moléculas organicas na fase micelar. Um exemplo disso estad em espécies ionizaveis
como fendis e aminas. Os valores de pH que permitem a existéncia dessas espécies na forma
neutra propiciam a maxima eficiéncia de extracdo por ponto nuvem (PALEOLOGOS et al.,
2005). Em geral, o pH pode afetar a CPE de analitos que apresentam um grupo &cido ou basico
na estrutura. A interacdo com o agregado de surfactante da forma idnica formada pela
desprotonacao de um acido fraco ou protonacdo de uma base fraca ndo é tdo forte como sua
forma neutra, ou seja, € menos hidrofébica que a forma neutra. Assim, para esses casos, 0
controle do pH é de grande importancia em relacdo a eficiéncia de extracdo (BEZERRA, 2006;
XIE et al., 2010). Para espécies inorganicas, observa-se que ha pouca variacdo da eficiéncia de
extracdao em valores diferentes de pH (PALEOLOGOS et al., 2005).

No caso de surfactantes anidnicos, o pH desempenha funcdo essencial em CPE. A
separagdo de fases em meio aquoso acontece em altas concentracdes &cidas, condi¢do em que
ocorre a protonacdo da molécula do surfactante, resultando na minimizag&o das repulsdes entre

0s mondémeros, favorecendo a separacéo das fases (BEZERRA, 2006). Na Tabela 2.6, observa-
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se a influéncia da concentracdo de acido cloridrico sobre a separacdo de fases para o dodecil

sulfato de sddio, surfactante aniénico, com um limiar de eficiéncia em torno de 4 mol L™

Tabela 2.6 - Influéncia da concentracdo de &cido na separacdo de fases de uma solucdo aquosa dodecil sulfato de
sodio (SDS). Fonte: NASCENTES, 2002.

HCI, mol L SDS, 1% (mv?)
1 N
2 N
3 F
4 F
5 N*

N: ndo ocorre a separagdo; F: ocorre a separacdo; N*: ndo ocorre a separacdo (4h de observagéo).

A extracdo em ponto nuvem também pode ser otimizada por aumento da forca i6nica
propriciada por adicdo de um sal acima da saturacdo da solucdo, promovendo recuperacoes
mais altas sem comprometer o desempenho analitico. A adicdo de eletrolitos altera a densidade
da fase aquosa da maioria dos surfactantes nao ionicos, o que proporciona maior facilidade na
separacdo das fases. Além disso, esse tipo de adi¢cdo também pode modificar o ponto nuvem de
surfactantes ndo i6nicos (PALEOLOGOS et al., 2005; XIE et al., 2010).

Os efeitos salting in e salting out também podem afetar o ponto nuvem de surfactantes,
principalmente em ambientes micelares formados por tensoativos ndo iénicos (BEZERRA,
2006; XIE et al., 2010). A reducdo da temperatura de ponto nuvem pelo efeito salting out pode
ser percebida com a adicdo de eletrdlitos de pH neutro como cloretos e sulfatos, enquanto que
o efeito salting in favorece o aumento da temperatura de ponto nuvem com eletrélitos como
nitratos, iodetos e tiocianatos (BEZERRA, 2006). Uma comparacao entre as temperaturas de
ponto nuvem, assim como CMCs, para os diferentes tipos de surfactantes esta mostrada na
Tabela 2.7. Por fim, a maioria dos estudos relacionados indicam que o aumento da forc¢a ibnica

ndo afeta o volume da fase rica em surfactante (XIE et al., 2010).



31

Tabela 2.7 — Temperatura de ponto nuvem e CMC de algumas solugdes aquosas de surfactantes empregados em
CPE. Fonte: adaptado de QUINA, 1999.

Temperatura de ponto

Surfactante CMC, mM
nuvem, °C
Triton X-100 0,17 20,30 64 a 65
Triton X-114 0,20a0,35 23a25
PONPE 7,52 0,085 5a20
PONPE 10° 0,07 a 0,085 62 a 65
CH3(CH2)7(OCH2CH2)30H (CgEs) 5,9-7,5 10,6
Genapol X-80 (TridecylEg) 0,05 42
CHs(CH2)11(OCH2CH:)40H (Brij-30) 0,02-0,06 2-7

aEter polioxietileno (7,5) nonilfenil; ® Eter polioxietileno (10) nonilfenil.

O efeito da concentracdo do surfactante em extragdes por meio de ambientes micelares
exerce significativa influéncia no sucesso de procedimentos analiticos, pois parametros como
a maxima eficiéncia de extracdo e sinal analitico sdo dependentes de uma curta faixa de
concentragdes, onde a separacdo de fases pode ser realizada mais facilmente. Concentracdes de
tensoativos acima dos valores 6timos comprometem o sinal analitico, pois desta forma o volume
final da fase rica em surfactante aumenta, como consequéncia, héa a diminuicao do fator de pré-
concentracdo. Por outro lado, concentracfes de surfactantes abaixo da faixa 6tima acarretam no
comprometimento da precisdo e reprodutibilidade da técnica, uma vez que a fase rica em
surfactante ndo é suficiente para realizacdo de medidas reprodutiveis, tanto de extragdo quanto
de separacdo (PALEOLOGOS et al., 2005).

O efeito da temperatura para a eficiéncia da pré-concentracdo e facilidade de separacao
de fases é evidente para procedimentos de CPE (PALEOLOGOS et al., 2005; XIE et al., 2010).
Sabe-se que, teoricamente, a maior eficiéncia de extracdo ocorre em temperaturas de 15 a 20
°C acima da temperatura de ponto nuvem do surfactante. Em contrapartida, as duas fases ndo
sdo formadas quando a temperatura esta abaixo do ponto nuvem do surfactante na solugédo (XIE
etal., 2010).

A extragdo em ponto nuvem apresenta algumas vantagens, dentre elas estéo:

e Possui alta capacidade de concentracdo para véarias espécies de analitos além de
possuir eficiéncia de extracdo (BEZERRA, 2006; PALEOLOGOS et al., 2005;
ESCALEIRA, 2005);



32

e Estd de acordo com os principios da Quimica Verde, pois os surfactantes
utilizados néo séo tdxicos (BEZERRA, 2006; ESCALEIRA, 2005);

e Diferentes técnicas de analise podem ser utilizadas apds o procedimento de CPE
(BEZERRA, 2006);

e Os surfactantes comerciais apresentam baixo custo e a quantidade utilizada para
extracdo é minima (PALEOLOGOS et al., 2005);

e O processo € simples e rapido (BEZERRA, 2006);.

Dentre as limiticdes destacam-se:

e Baixos coeficientes de particdo de algumas espécies de quelatos metalicos
(BEZERRA, 2006);

e Deficiéncia na extracao de espécies organicas polares (BEZERRA, 2006);

e Alta absor¢do UV dos surfactantes;

e Dificuldade no manuseio da fase rica em surfactante devido a sua viscosidade.

2.2.3 Métodos analiticos para a determinacdo de benzo(a)pireno em aguas por extracdo em

ponto nuvem

O crescimento do interesse em CPE deve-se a busca continua de procedimentos de
preparo de amostra rapidos, simples, sensiveis e eficientes para determina¢fes em niveis traco
(QUINA et al., 1999).

A eficiéncia da extracdo em ponto nuvem foi estudada utilizando-se trés surfactantes
ndo ibnicos biodegradaveis com similaridade molecular em procedimento de pré-concentracéo
de HPAs em concentracdes traco em agua a 25 °C, por Hung e colaboradores (2007). Para
regular e reduzir as temperaturas de ponto nuvem, foi adicionado sulfato de sodio e fosfato de
sodio as solugdes micelares. Os autores observaram que, aumentando a concentragdo de sal ou
diminuindo a concentracdo de surfactante da solucdo inicial, o fator de pré-concentracdo
poderia ser melhorado. Fatores de pré-concentracdo entre 30 e 45 foram obtidos com o0s
surfactantes Tergitol 15-S-9, Neodol 25-7 e Tergitol 15-S-7 (HUNG et al., 2007).

Soares e colaboradores (2015) fizeram determinacGes de dezesseis HPAs por GC-MS
utilizando a CPE como etapa prévia, sendo empregado para tal atividade o surfactante OPEO30.
Neste trabalho as condigdes reacionais de derivatizacdo do tensoativo foram exploradas, pois é

um processo necessario para analises cromatograficas. A otimizagdo da concentracdo de
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surfactante, temperatura e tempo da extracdo também foi realizada. O método otimizado
apresentou precisdo, exatiddo e eficiéncia para determinacéo dos 16 HPAs prioritérios, sendo
obtido limites de deteccdo entre 0,02 e 0,05 pug L™ e recuperacio de analitos entre 70 e 98%.
Por fim, o método foi aplicado para analise de &guas subterraneas provenientes de lencgois
fredticos (SOARES et al., 2015).

Goryacheva e colaboradores (2005) utilizaram o dodecil sulfato de sédio (SDS) na CPE
induzida por acido para pré-concentracdo de dez hidrocarbonetos policiclicos aromaticos como
etapa prévia para determinacdo fluorimétrica. A avaliacdo do efeito da acidez na solucédo,
concentracOes de SDS e de eletrolitos, tempo de centrifugacdo, taxa de separacao de fases e a
porcentagem de extracdo de HPAs foram estudadas minuciosamente. Percentagens entre 67 a
93% foram obtidas para os compostos avaliados. As caracteristicas analiticas e vantagens da
determinacdo fluorimétrica foram exibidas. Sendo que, foram obtidas faixas lineares de 2 x 10
4a0,3 ug Lt e limites de deteccdo de 136 a 2 x 10 ug L. A extensdo da extrago foi avaliada
e os valores oscilaram de 67 a 95%. O método proposto foi reproduzido para determinacéo de
BaP em agua de torneira. Para tal, testes de recuperacdo foram realizados, sendo desta forma
obtidos valores entre 98 e 125%, enquanto que o0 RSD para este composto variou de 1,7 a 11%.
Por fim encontraram concentrages acima de 1 pg L™ de BaP nas amostras analisadas
(GORYACHEVA et al., 2005).

O uso de misturas de surfactantes ndo idnicos, polioxietileno-10-lauril éter (POLE),
Triton X-114 e Brij 30, para otimizar a temperatura de ponto nuvem foi empregado por Delgado
e colaboradores (2004) com o objetivo de extrair e pré-concentrar HPAs de agua do mar.
Diagramas de fase, razdo de volume das fases, fator de pré-concentracdo e temperatura de
extracdo foram avaliados. A mistura POLE/Brij 30 apresentou as melhores condi¢cdes para o
procedimento e foi utilizada como processo precedente para determinagdo por HPLC com
deteccdo fluorimétrica de 13 HPAs. Assim, o método proposto apresentou limites de deteccdo
até 23 ng L, RSD de 9,2 % e faixa linear variando de 0,3 a 80 p L. Para a validagdo do método
utilizou-se a LLE e GC-MS por serem técnicas bem estabelecidas. Recuperacdes de 72 a 98%
utilizando POLE/Brij 30 foram obtidas e concentracdes de HPAs de 0,09 até 0,62 ng mL™
foram encontrados em agua do mar (DELGADO et al, 2004).

Pino e colaboradores (2002) extrairam e pré-concentraram quatorze hidrocarbonetos
poliaromaticos de agua do mar empregando o tensoativo PONPE. Parametros como a forga

ibnica, diagrama e razdo das fases, concentracdo do analito e o efeito do surfactante sobre o
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analito durante o armazenamento foram estudados. Esses contaminantes foram quantificados
por HPLC com deteccdo fluorimétrica, sendo encontrados limites de detec¢éo na faixa de 1,0 a
1,5 x 10? ng L e RSDs menores que 10,4 %. Recuperacdes de HPAs em &gua do mar foram
realizadas, sendo obtidos valores de 32,6 a 115 %. Foram encontrados HPAs em amostras de
agua do mar em concentrag@es no intervalo de 0,05 a 1,85 ng mL. A validagio do método foi
realizada por LLE e GC-MS (PINO et al, 2002).

Sicilia e colaboradores (1999) utilizaram a CPE para extracdo e pré-concentracdo de
dezesseis HPASs prioritarios empregando o surfactante aniénico acido dodecano sulfénico de
sodio (SDSA) em amostras de dgua subterranea, de rio e de rede de abastecimento. O diagrama
de fases do surfactante em solucdo acida, o efeito do surfactante na estabilidade da solucéo do
analito durante o armazenamento e o efeito do surfactante na recuperacao de HPAs em solucdes
de &cido humico foram avaliados. A separaracdo dos analitos foi realizada por HPLC e a
quantificacdo por fluorescéncia. Para o0 método proposto, os limites de detec¢do variaram de
0,5a7,9ng L, RSD variaram de 4,6 até 13,8 % e a faixa linear de 0,5 a 300 ng L. Teste de
recuperacdo foi realizado para agua de rede de abastecimento e &gua subterrdnea. Para a
primeira, recuperacdes de 62,6 até 106 % foram obtidas, ja para a segunda, recuperagdes de 91
a106,4 foram alcancadas. Concentracdes dos contaminantes variando de 1,8 a 32,8 ng L* foram

encontradas em agua subteranea e agua de rio (SICILIA et al, 1999).

2.3 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

O método optico de fluorescéncia molecular esta inserido, assim como as técnicas de
fosforecéncia e quimiluminescéncia, nos fenémenos conhecidos como luminescéncia
molecular. Tais métodos permitem determinagdes quantitativas de teor organico e inorganico.
Dentre esses métodos, o fluorimétrico apresenta maiores aplicacdes. Apesar dos métodos
luminescentes apresentarem altas sensibilidades e limites de deteccdo muito inferiores aos
provenientes da espectroscopia de absorcdo, além de largas faixas de concentragdo linear séo
grandemente suscetiveis a efeitos de interferentes (SKOOG, 2008). O fendbmeno de
fluorescéncia acontece em Vvarios tipos de sistemas quimicos como liquidos, gasosos e sélidos
(SKOOG, 2008). Pode ser, de forma simples, conceituado como a luz emitida por um atomo
ou molécula apos a absorcéo de energia eletromagnetica (JAMESON, 2014). 1sso ocorre porque
apos a absorcdo de energia por um par de elétrons de uma espécie ha a promog¢édo de um desses

elétrons para um nivel de energia maior, originando um estado excitado, e imediatamente
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(préximo a 10 segundos) esse elétron retorna ao estado fundamental emitindo um féton no
processo (SKOOG, 2008; LAKOWICZ, 2006; JAMESON, 2014). O estado gerado apds a
absor¢ao da energia eletromagnética ¢ chamado de “estado excitado singleto” e acontece
quando o spin do elétron promovido ao um nivel mais energético estd emparelhado com o spin
do elétron remanescente no orbital do estado fundamental (SKOOG, 2008; LAKOWICZ, 2006)

(Figura 2.10).
-
Ty 4

Estado Estado
fundamental excitado
singleto singleto

Figura 2.10 — Representacdo esquematica da distribui¢do eletronica de moléculas no estado fundamental singleto
e estado excitado singleto. Fonte: SKOOG, 2008.

As substancias, que se caracterizam por fluorescer, séo nomeadas fluor6foros. A
fluorescéncia apresentada por fluor6foros é representada por um espectro de emissao que
responde a estrutura quimica do composto e depende do solvente no qual a substancia esta
dissolvida (LAKOWICZ, 2006). A absorcéo e emissdo de luz sdo efetivamente explicitadas por
meio dos estados de energia e transi¢des entre eles, representados pelo diagrama de Jablonski
(SKOOG, 2008; LAKOWICZ, 2006; FALCO, 2012), mostrado na Figura 2.11.
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Figura 2.11 — Diagrama de Jablonski para um sistema fotoluminescente. Fonte: SKOOG, 2008.

A linha solida horizontal na base do diagrama representa o estado mais baixo de energia
da molécula, o estado fundamental, simbolizado por So que geralmente é um estado singleto.
Logo acima a esquerda estdo o primeiro e segundo estados excitados singletos, representados
pelos simbolos S; e S, respectivamente e a direita encontra-se o primero estado excitado tripleto
simbolizado por Ti. As linhas horizontais tracejadas relacionadas aos estados eletronicos
citados anteriormente correspondem o0s niveis de energia vibracionais (SKOOG, 2008;
Lakowicz, 2006). As transi¢Oes de estado sofridas por elétrons ocorrem a partir do estado
fundamental singleto (So) para os primeiro e segundo estados excitados singletos e seus estados
vibracionais, em contrapartida transicdes do estado fundamental para o estado excitado triplete
(T1) sdo altamente improvaveis, pois acarretaria em uma mudanca na multiplicidade,
configurando-se desta forma uma “transi¢do proibida” (SKOOG, 2008; LAKOWICZ, 2006).
O processo conhecido como “relaxa¢do ou relaxamento vibracional” ocorre quando moléculas
excitadas a estados eletrénicos vibracionais, por exemplo, os estados eletrdnicos vibracionais
relativos ao primeiro estado excitado singleto, relaxam-se dissipando o excesso de energia
vibracional ao nivel vibracional fundamental do estado S1 (LAKOWICZ, 2006). Os processos

de desativacdo estdo indicadas pelas cetas verticais direcionadas para baixo, no centro esta
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representado o processo de desativagdo por florescéncia que acontece entre 0s estados Sie So
entre 10 a 1019 segundos (SKOOG, 2008).

2.3.1 O deslocamento de Stokes

Em 1852, Sir G. G. Stokes observou pela primeira vez que a energia fluorescente
emitida por uma espécie era normalmente menor que a sua energia de absorgcdo. Essa
observacgdo o levou a conclusdo de que a fluorescéncia ocorre em energias menores ou em
comprimentos de onda mais longos (LAKOWICZ, 2006). Desta forma, a obtencao do espectro
de emissao de um fluor6foro acontece pela excitacao da espécie com um comprimento de onda
coincidente com 0 seu maximo de absorcdo. Apos a excitacdo do composto para um estado
eletronico excitado, ocorrera a dissipacdo de parte dessa energia, por conversdo interna e/ou
relaxacdo vibracional, até chegar no primeiro estado eletrdnico excitado seguindo-se da
emissdo de fluorescéncia em um comprimento de onda menos energético, diferente daquele
utilizado para excitar a espécie (WIETHAUS, 2010). A esta caracteristica que os fluoroforos
apresentam da-se o nome de Deslocamento de Stokes (LAKOWICZ, 2006).

A energia de absorcao de uma fluor6foro pode ser representada por:

hc
Eapsorgio = 7—— (2.1)
¢ Aabsorgéo
E a energia de emisséo por:
hc
Eemissio = (2.2)
Aemissio

Onde:
Eabsorcao € a energia de absorc¢do do fluoréforo; Eemissao @ energia de emissdo do fluoréforo;
h a constante de Planck; c a velocidade de propagacao da luz; Aabsorcio € 0 cOmprimento de onda

de absorcao; Aemissao € 0 comprimento de onda de emiss&o.

Sabe-se que frequentemente a energia de emissdo do fluor6foro (Eemissao) € menor que
sua energia de absor¢do (Eabsorcio), @ consequéncia disso é que o comprimento de onda de
emissdo serd maior que o comprimento de onda de absorgdo, ou seja o féton emitido terd um
comprimento de onda menos energético e mais largo (ALBANI, 2007). Assim quanto mais
largo o Deslocamento de Stokes, mais facil a deteccdo de especies fluorescentes (VALEUR,
2001). O deslocamento de Stokes esta representado na Figura 2.12.
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Figura 2.12 — Representacdo do deslocamento de Stokes. Fonte: ARAUJO, 2010.

2.3.2 Transicdes em fluorescéncia

O fendmeno de fluorescéncia raramente ¢ observado devido a transi¢des do tipo 6 - G,
pois transicdes deste tipo envolvem radiaces muito energéticas capazes de provocar
desativacao dos estados excitados por pré-dissociacdo ou dissociacdo. Portanto este fenémeno
caracteriza-se por transi¢cdes do tipo m- m e m - N POr serem menos energéticas, porém,
observou-se empiricamente que processos que acarretam em desativagdo do primeiro tipo
apresentam maior eficiéncia quantica que o segundo tipo. Isso ocorre porque o tempo de vida
médio de processos que envolvem transi¢des entre orbitais m e m S&0 menores, além da
probabilidade de ocorrer processos de desativacdo que diminuem a eficiéncia quantica ser
pequena (SKOOG, 2008). Assim, transi¢cdes eletronicas em moléculas ocorrem pela promocéo
de um elétron partindo do orbital molecular de mais alta energia ocupado (HOMO) para o
orbital molecular de mais baixa energia desocupado (LUMO) (GORE, 2000).

2.3.3 Fundamentos da analise quantitativa

A poténcia radiante do feixe de excitacdo que é absorvido pelo sistema influencia
consideravelmente a poténcia da emissdo fluorescente (F), uma vez que, o segundo é
proporcional ao primeiro (SKOOG, 2008). Essa relacéo de proporcionalidade esté representada

na Equacao 2.3 seguir:

F=k(Po—P) (2.3)
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Onde F ¢ poténcia da emissdo fluorescente, k> depende do rendimento quantico da
fluorescéncia, Po é a poténcia do feixe incidente (radiacdo excitadora) e P é a poténcia apds

atravessar uma distancia b do meio.

A lei de Beer pode ser escrita da seguinte forma para relacionar F as concentragdes das
espécies fluorescentes:

Po/P = 107¢b¢ (2.4)

Onde ¢ € a absortividade molar das moléculas fluorescentes, b é o comprimento do
percurso ético e ¢ a concentracgéo.
Assim, obtém-se a relagdo mostrada na Equacédo 2.5 ao substituir a Equacédo 2.4 na

Equagdo 2.3.

F = k’Po(1 — 10°) (2.5)

A expressdo 1 — 10 pode ser expandida em uma série de Maclaurin como mostrado
na Equagéo 2.6.

F = k’Po[ 2,303ehc — (2,303bc)/2! + (2,303¢bc)%/3! + ...] (2.6)

Desde que 2,303sbc = A (absorbéncia) < 0,05, todos os demais termos dentro do

colchete sdo menores em comparagdo com o primeiro termo, assim tem-se que:
F =2,303 k’sbcPo (2.7
Quando Po é mantido constante, obtém-se a Equacéo 2.8.
F=Kc (2.8)
Onde K é um coeficiente de proporcionalidade, que depende da absortividade associada

ao pico de absorgdo, do rendimento quantico da fluorescéncia, da poténcia do feixe incidente

da radiacdo excitadora e do percurso optico.
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Os métodos fotoluminescentes quantitativos quando comparados com métodos
baseados em absorcdo UV-vis tém apresentado resultados satisfatdrios, uma vez que,
apresentam altas sensibilidades e melhores faixas dindmicas. A Equacéo 2.8 é utilizada como
base para a construgédo de curvas analiticas fluorimétricas, aléem disso, ha a necessidade de um
planejamento experimental que possibilite a reducdo de problemas de desvios da linearidade,
uma vez que, quando c torna-se grande suficientemente os termos negligenciados da Equacgéo
2.6 tornam-se importantes, implicando em perda da linearidade. Notando-se que a poténcia da
emissdo fluorescente (F) é diretamente proporcional a poténcia do feixe incidente (Po), conclui-
se que 0 aumento da poténcia da radiacdo excitadora promove aumento da sensibilidade da
emissdo fluorescente (SKOOG, 2008).

2.3.4 Fluorescéncia em hidrocarbonetos policiclicos arométicos

O fendémeno de fluorescéncia ocorre principalmente em moléculas aromaticas, uma vez
que, tais estruturas apresentam elétrons x deslocalizados e rigidez estrutural (SKOOG, 2008).
Compostos que apresentam grupos funcionais aromaticos Sdo responsaveis por prover
fluorescéncia mais intensa e util, uma vez que transi¢des -~ de baixas energias possibilitam
boas eficiéncias quanticas de fluorescéncia, como discutido anteriormente. Porém, a emissao
de fluorescéncia ndo é um fendmeno exclusivo de compostos que apresentam anéis aromaticos,
podendo acontecer em compostos com grupos carbonilas em estruturas alifaticas e aliciclicas
ou estruturas com ligacdes duplas altamente conjugadas. Solucbes de hidrocarbonetos
aromaticos ndo substituidos, geralmente, apresentam fluorescéncia, sendo o nimero de anéis e
0 grau de condensacdo fatores preponderantes para o aumento da eficiéncia quantica (SKOOG,
2008).

O rendimento quantico de fluorescéncia indica a eficiéncia em que a energia radiante
absorvida pelo fluoréforo é emitida por fluorescéncia (ARAUJO, 2010). A razdo entre o
namero de moléculas que fluorescem e o numero total de moléculas excitadas exprime o
rendimento quantico (SKOOG, 2008). Moléculas que possuem alto rendimento quantico
apresentam valores proximos a unidade. Dessa forma, nota-se que este parametro sempre
assumird um valor menor que um, uma vez que parte da energia absorvida pelo fluoréforo €
perdida por desativacdo ndo radiativa como conversao interna, relaxacao vibracional e outros
(LAKOWICZ, 2006). Geralmente, o rendimento quantico ndo depende do comprimento de
onda utilizado para realizar a excitacdo da espécie, segundo a regra de Kasha-Vavilov

(Jameson, 2014). O calculo do rendimento quéntico pode ser realizado através da Equacéo 2.9:
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r

Q= 77— (2.9)

Onde T ¢ a taxa de emissdo do fluoroforo e Knr € a taxa de desativacdo dos processos
ndo radiativos. Quanto menor for a taxa de desativacdo nao radiativa maior sera o rendimento
quantico, uma vez que a energia absorvida pela espécie fluorescente ndo sera perdida por esses
processos, sendo posteriormente emitida (LAKOWICZ, 2006).

Compostos que apresentam altos valores de eficiéncia quéntica sdo propicios a
determinacdo por meio da espectroscopia de fluorescéncia, dado que é um método que
apresentam vantagens como largas faixas lineares, além limites de deteccdo e quantificacdo
baixissimos (MORALES et al., 2010). Dentre esses compostos incluem-se os HPAs que
apresentam fluorescéncia em razdo de suas estruturas aromaticas rigidas com elétrons =
deslocalizados distribuidos ao longo das moléculas (SILVA, 2010).

A sensibilidade analitica pode ser melhorada com o uso de ambientes organizados tais
como: micelas, ciclodextrinas e calixarenos. Assim, nesses ambientes a eficiéncia quantica de
luminescéncia resultante de HPAs é incrementada. 1sso ocorre porque nas micelas, interacdes
fisico-quimicas que acontecem entre os HPAS e a regido hidrofobica dos surfactantes sdo os
fatores considerados responsaveis pelo aumento da luminescéncia destes compostos. Interacdes
desta magnitude aumentam a solubilidade deste grupo de compostos em meio agquoso,
acarretando em reducdo de seus movimentos vibracionais e como consequéncia, aumentando a
intensidade de luminescéncia destas espécies (MORALES et al., 2010).

Muitos processos sdo responsaveis por reduzir a intensidade de fluorescéncia de alguns
fluoroforos, tal reducdo ¢ denominada “supressao”. A supressdo dinamica acontece quando ha
a desativacdo do fluoréforo no estado excitado pelo contato com moléculas do solvente
(supressor). Assim a emissdo fluorescente ocorre apds o contato com 0 agente supressor sem
gue haja mudanca nas caracteristicas quimicas da espécie fluorescente (LAKOWICZ, 2006). A
probabilidade de colisdo entre a espécie excitada e o supressor depende da concentracdo do
supressor que deve ser grande para uma alta probabilidade de ocorrer a supressdo. Além de
reduzir a intensidade de fluorescéncia, a supressdo dindmica diminui a eficiéncia quantica e o
tempo de vida da fluorescéncia (SKOOG, 2008).

A supressdo tambem pode acontecer por meio da formacdo de um complexo estavel

entre o fluoroforo e outra molécula, nesse caso tem-se a supresséo estatica, pois a espécie se
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mantém no estado fundamental sem a possibilidade de fluorescer, ou seja, o fluoréforo é
estaticamente suprimido (JAMESON, 2014). Além desses tipos, a supressdo pode acontecer
através de varios outros processos, podendo ser causada pelo proprio fluoroforo ou a presenca

de outras espécies absorventes na solucdo (LAKOWICZ, 2006).

2.4 Calibragéo univariada

A calibragdo univariada ¢ uma operagdo que relaciona um Unico valor obtido
instrumentalmente com a concentracdo de uma espécie de interesse, ou seja, a calibragdo
descreve a relacao entre uma funcéo analitica, representada pelas quantidades ou concentracdes
de analitos em uma amostra e uma funcdo medida, representada pela resposta instrumental
(BARROS et al., 2002).

Normalmente, as etapas descritiva e preditiva sdo utilizadas no processo de calibracao.
Na etapa descritiva, constréi-se um modelo, a curva analitica, para relacionar o valor obtido
instrumentalmente com a concentragdo do analito. Esta etapa consiste na medida de padrdes
analiticos de concentracdo conhecida para constru¢do do modelo. Na etapa preditiva, 0 modelo
é utilizado para estimar as concentraces desconhecidas do analito em amostras (PIMENTEL
e BARROS, 1996; BARBOSA, 2015).

O método dos minimos quadrados é o mais utilizado para obter-se a correlacéo entre o
valor instrumental e os valores experimentais, permitindo inferir se 0 modelo apresenta precisdo
e exatiddo, além de fornecer resultados ndo tendenciosos e com variancia minima. Este modelo
descreve uma relagdo linear entre uma variavel dependente (y) e uma varidvel independente (x)
de acordo com a Equacéo 2.10 (PIMENTEL e BARROS, 1996; BARROS et al., 2002).

y=Po+piX+e (2.10)

Onde y é, normalmente, a resposta instrumental, Boe p1s&o os parametros do modelo, x
¢ a concentracdo da espécie quimica que se quer determinar e € ¢ o erro aleatério associado a

determinacéo de y.

A avaliagdo da validade do modelo é realizada pela anélise de variancia (ANOVA),
sendo aplicada apenas para modelos lineares. As equagdes para ANOVA sdo vistas na Tabela
2.8.
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Tabela 2.8 - Equactes para ANOVA. Adaptado de PIMENTEL e BARROS, 1996.

Fonte de . Graus de o .
L Soma Quadratica . Média Quadratica
variacdo Liberdade
5 S re
Regressdo SQreg = Zni[(yei - ym)]z p—-1 MQreg = ¢ g -1
Residual SQ, = Z Z[y.. - 7.)i)? n—p MQ, = SQT/
r ij eli r (Tl — p)
Falta de SQ
= i D — AV 2 _ = fa
ajuste SQfa} - an[(yel ylm)] m-—p MQfaj - / (m_p)
E S — R i 2 _ _ Ser
rro pUI’O er - [yu ylm] n m Mer - (n — m)

n = nimero total de medidas; m = nimero de niveis da variavel independente x; p = nimero de parametros
avaliados; o indice i indica o nivel da variavel x e o indice j refere-se as medidas repetidas da varidvel y em um
dado nivel de x.

As médias quadraticas de regressdo (MQreg) € do residuo (MQy) sdo consideradas uma
boa forma de avaliar a qualidade do modelo durante a andlise dos resultados obtidos apds a
ANOVA. Assim, o modelo é considerado melhor a medida que o valor da razéo entre médias
quadréticas (MQreg/MQ;) é maior (PIMENTEL e BARROS, 1996; BARBOSA, 2015). O
resultado obtido dessa razdo deve ser comparado com o valor do teste F apropriado para
verificar a significancia da regressao, desta forma, o resultado obtido através da razao deve ser
muito maior que o valor do F critico (PIMENTEL e BARROS, 1996; BARBOSA, 2015). O
valor da razéo das médias quadraticas da falta de ajuste (MQt,j) € do erro puro (MQep) € utilizado
para averiguar se 0 modelo esta bem ajustado, para isso, € necessario comparar o resultado desta
razao (MQraj/ MQep) com o valor do teste F apropriado, com isso, considera-se como um modelo
bem ajustado se o resultado obtido por esta razdo for menor que o valor do F critico
(BARBOSA, 2015). Por fim, a descricdo da variacdo da resposta instrumental pelo método é
maior quanto mais proximo de 1 for o valor do coeficiente de correlagio multipla (R?)
(PIMENTEL e BARROS, 1996; BARBOSA, 2015).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

O padréo analitico de B(a)P (pureza > 96%) foi adquirido da Sigma-Aldrich e utilizado
sem purificagdo. Dodecil sulfato de sodio (SDS) com pureza de 90%, da marca Neon, foi usado
como surfactante. Acido cloridrico concentrado da marca Vetec e acetonitrila da Dindmica
foram utilizados para o procedimento de extracdo e como solvente para afericdo do volume
final das solucdes de trabalho, respectivemente. A solugdo estoque de B(a)P (2,52 x 10°ug L
1y foi preparada dissolvendo-se quantidade adequada do analito em acetonitrila e armazenada
em frasco ambar, no refrigerador em temperatura de 5°C. Agua ultrapura foi obtida com um
sistema Milli-Q, da marca Millipore/MERCK.

3.2 Limpeza de vidrarias

A limpeza das vidrarias foi realizada primeiramente com detergente comum e enxague
com agua de torneira. Em seguida, o material foi imerso em solucéo de &cido nitrico a 5% (v v’
1Y por 24 horas, seguido de lavagem com &gua destilada, agua ultrapura e, finalmente, acetona.
Sempre que necessario, caso observada contaminacéo residual de benzo(a)pireno nas medidas
de brancos analiticos, uma solucéo de surfactante Triton X-114 a 5% (v v*) foi utilizada apds

a limpeza acida, seguindo-se a limpeza anteriormente descrita.

3.3 Amostras

Dez amostras de agua para consumo humano foram coletadas no cavalete, definido na
Portaria MS 2914/2011 como o kit formado por tubos e conexdes destinados a instalacdo do
hidrometro para realizacdo da ligacdo de agua (Ministério da Saude, 2011), de cada uma das
dez residéncias localizadas nos bairros dos Estados, dos Bancérios, Bessa, Centro, Cruz das
Armas, José Américo, Manaira, Mangabeira, Tambauzinho e Valentina Figueiredo, cidade de
Jodo Pessoa - PB (Figura 3.1).

Da forma como coletadas, sem qualquer tipo de tratamento prévio, os frascos das
amostras foram envoltos em papel aluminio para evitar a incidéncia de luz, mantidos
refrigerados a 5 °C. Os procedimentos de CPE foram realizados no maximo 24 horas apos as

coletas.
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Figura 3.1 — Locais de coleta de amostras indicados no mapa da cidade de Jodo Pessoa. Fonte: GOOGLE MAPS,
2017.

3.4 Equipamentos

O espectro de absorcao do BaP foi obtido com um espectrofotdmetro UV-Vis da marca
Hewlett-Packard (HP) com arranjo de fotodiodos, modelo 8453. Para as medidas no
equipamento, usou-se uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho optico.

Espectros de fluorescéncia molecular foram obtidos no espectrofotdmetro de
fluorescéncia molecular Cary Eclipse (Agilent Technologies), equipado com lampada de
xenbnio pulsada e utilizando uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico. O
comprimento de onda de excitacdo do B(a)P foi 286 nm e os espectros de emissdo foram
registrados em 405 nm, usando aberturas de janelas de excitacdo de 5 nm e de emisséo de 10
nm.

Ap0s a obtencdo do ponto nuvem, as fases foram separadas por centrifugacdo usando
uma centrifuga clinica para rotina laboratorial com capacidade para 12 tubos de 15 mL, modelo
80-2B da marca Centribio.
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As medidas de massa do padrdo analitico de B(a)P e do SDS foram feitas em uma
balanca analitica da marca Shimadzu, modelo AY220, com preciséo de cinco casas decimais.

Para favorecer a maxima separacdo das fases durante o procedimento de CPE, as
amostras foram submetidas a refrigeracdo na temperatura de -6 °C, temperatura proxima das
encontradas normalmente em congeladores, utilizando-se um refrigerador comum de

laboratério.

3.5 Procedimento experimental de extracdo em ponto nuvem e determinacao
fluorimétrica

A extragdo em ponto nuvem foi realizada misturando-se 3 mL de amostra com 0,06 g
de SDS (1 % m v1), seguida de adi¢do de 3 mL de acido cloridrico concentrado (12 mol L™?)
em um tubo falcon de 15 mL para atingir uma concentragdo acida final de 6 mol L, sob
temperatura ambiente de 21 °C. Com o intuito de separar as fases, foi realizada uma etapa de
centrifugacdo em 4.000 rpm durante 25 minutos. Em seguida, o tubo falcon foi submetido a
refrigeracdo em temperatura de -6 °C por 10 minutos para favorecer a remocéo da fase rica em
surfactante. Nos casos em que a separacdo das fases ndo ocorreu completamente, ou seja, foi
observada a presenca de particulas da fase rica no sobrenadante, centrifugou-se por mais 5
minutos para posterior etapa de retirada da fase rica em surfactante.

ApOGs o processo de extracdo e pré-concentracdo, a fase rica contendo o analito foi
transferida para um baldo volumétrico de 5 mL com auxilio de uma micropipeta e o volume
aferido com acetonitrila. As solucdes assim preparadas, tanto as fortificadas para os testes de
recuperacdo como as amostras de agua para consumo humano, foram analisadas. As etapas do

procedimento de extragdo em ponto nuvem sdo apresentadas na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Procedimento de extragdo em ponto nuvem para 0 método proposto.
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3.6 Procedimento para construcdo da curva analitica

Para a construcdo da curva analitica, cada solucdo-padrdo de B(a)P foi produzida
misturando-se quantidade adequada da solucdo estoque de B(a)P com o dodecil sulfato de
hidrogénio (fase rica), produzido a partir de solucdo aquosa de dodecil sulfato de s6dio em meio
acido cloridrido, 6 mol L%, e avolumado para o volume final de 5 mL com acetonitrila. Dessa
forma, a concentracéo de surfactante foi mantida constante tanto para as solugdes padréo quanto
para as amostras. Agua ultrapura foi utilizada para gerar a fase rica de interesse. Para tanto,
misturou-se 3 mL de agua ultrapura com 0,06 g de SDS (1,0 % m v1), adicionou-se 3 mL de
acido cloridrico concentrado, gerando assim a fase rica de interesse e a fase aquosa a ser
descartada ap0s a centrifugacéo e refrigeracdo. Por fim, apos a transferéncia da fase de interesse
para um baldo volumétrico de 5 mL, misturou-se com quantidade adequada da solucao estoque
de B(a)P para produzir as concentracdo de cada solucdo-padrdo. Entdo elevou-se a volume de
5 mL com acetonitrila. Em seguida, as concentra¢des das solugdes-padrao foram medidas por
fluorescéncia molecular. As concentragbes das solucBes-padrédo produzidas para a curva

analitica variaram de 1 a 110 pg L%, com triplicata em cada nivel.

3.7 Procedimento para avaliar a percentagem 6tima de SDS

Foram feitos testes para avaliar as respostas de fluorescéncia com a variagdo da
porcentagem de SDS utilizando-se uma solucéo padréo de B(a)P 20 pg L1, As quantidades de
SDS testadas foram: 1,0 %; 1,5 %; 2,0 %; 2,5 %; 3,5 % e 4,3 % (m v'1). Este estudo foi realizado
de acordo com o procedimento descrito na secdo 3.6, com variacBes apenas no parametro

analisado, ou seja, nas concentracdes de SDS utilizadas no processo.

3.8 Procedimento para avaliar a estabilidade da solucéo de benzo(a)pireno

A estabilidade dos analitos nas amostras e solucfes-padrdo é fator primordial para
garantir a precisdo e exatidao dos resultados. Tal estabilidade deve se manter por pelo menos
algumas horas a partir do preparo das soluc6es. Deste modo, a avaliagdo da estabilidade de uma
solucgéo contendo 50 pg L B(a)P dissolvido em acetonitrila armazenada em frasco ambar sob
refrigeracdo de -6 °C foi realizada no presente estudo, fazendo-se medidas com frequéncia
semanal durante nove semanas. Para todos os estudos, as medidas foram realizadas em

triplicatas.
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3.9 Parametros de desempenho analitico

A sensibilidade, uma medida da capacidade do método analitico em distinguir pequenas
diferencas na concentracdo de um analito, foi avaliada através dos calculos de limite de
deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ). Sete medidas brancos foram usadas para
estimar o desvio-padrdo da média das respostas, que representa o nivel de ruido da técnica
(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002).

A menor quantidade do analito presente na amostra que pode ser detectada pelo método

é estabelecida pelo limite de detecgéo, calculado conforme Equacéo 3.1.

LOD=3sy/a (3.1)

Onde:
Sp = desvio-padrdo da média do sinal do branco em eletrdlito puro

a = coeficiente angular da curva analitica.

O limite de quantificacdo expressa a menor quantidade do analito presente na amostra
gue pode ser determinada com precisdo e exatidao crediveis (INMETRO, 2008), calculado

conforme Equagéo 3.2.

LOQ=10sn/a (3.2)

A concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como
convencionalmente verdadeiro é definida como exatiddo, que pode ser realizada por meio de
trés processos principais: uso de materiais de referéncia certificados, participagdo em
comparacgOes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacdo (ANVISA, 2003). Os
testes de recuperacao foram realizados em trés niveis de concentragéo, 1, 50 € 110 pug L, sendo

todos executados em triplicata, conforme Equacéo 3.5.

Recuperacao, % = ((C1 — C2)/ Cs) x 100) (3.3)

Onde Ci = a concentragdo do analito na amostra fortificada, C> = concentragdo do
analito na amostra néo fortificada e C3 = concentracdo do analito adicionada.
O fator de melhoramento foi calculado através da razdo entre os coeficiente angulares

das curvas analiticas confeccionadas com 1 % (m v1) e acetonitrila e da curva construida com
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padrGes de B(a)P em &gua para avaliar a diferenca de intensidade méxima de emissdo de
fluorescéncia do analito em meio micelar e em meio aquoso (COSTA, 2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo dos comprimentos de onda de excitacdo

O comprimento de onda méximo de emissao de fluorescéncia do B(a)P ocorreu em 405
nm, partindo-se de uma excitagdo em comprimento de onda de 286 nm. A aplicacdo deste
comprimento de onda para excitar as moléculas do analito pode ser justificada atraves da
observacao do espectro UV-Vis do B(a)P em acetonitrila (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Espectro tipico de absor¢do molecular para uma solugdo 110 pg L™ de B(a)P em acetonitrila.

Assim, observa-se no espectro que a absorcdo maxima do analito ocorre na regido de
comprimento de onda de 280 a 295 nm. Tendo em vista que a formacao de estados excitados
acontece primeiramente por absor¢do de radiacdo, para em seguida haver a emissdo de
fluorescéncia, o espectro de excitacdo deve ser idéntico ao de absorcdo em condicdes
semelhantes (SKOOG, 2008). O comprimento de onda que corresponde a maxima magnitude
de absorcdo para uma molécula fluorescente deve ser aquele que proporciona maior intensidade
de fluorescéncia, uma vez que absorve mais radiagdo luminosa, o que possibilita 0 aumento da
populacdo de moléculas que podem alcancar o estado excitado (JAMESON, 2014; ALBANI,
2007). Isso significa que a intensidade de emissédo depende do comprimento de onda de
excitacdo (JAMESON, 2014). Assim, diferentes comprimentos de onda de excitagcdo podem ser
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utilizados para a obtencdo de espectros de emissdo, 0s quais séo apresentados na Figura 4.2

para o B(a)P.
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Figura 4.2 — Espectros de fluorescéncia para uma solugdo de B(a)P 20 ug L ! com comprimento de onda de

excitagcdo variando de 280 a 380 nm.

Nas medidas realizadas, observou-se na Figura 4.1 que a regido espectral onde ocorre
a maior absorcdo de radiacdo situa-se entre 280 e 300 nm, apresentando, portanto, maior
intensidade de emissdo. Assim, para se obter espectros de fluorescéncia com intensidades
maiores possiveis no comprimento de onda de emissdo (405 nm), utilizou-se comprimento de

onda de excitacdo de 286 nm.

A intensidade do sinal de emisséo fluorescente (405 nm) em funcéo do comprimento de
onda de excitacdo (variando de 280 nm a 380 nm) para a concentracio de 20 ug L™* de B(a)P,

estd mostrada na Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Intensidade maxima de emissdo de fluorescéncia em 405 nm de uma solugdo de B(a)P com

concentracéo de 20 pg L para diferentes comprimentos de onda de excitacéo.

A informacdo apresentada nos graficos reitera o uso de comprimentos de onda de

excitacdo na regido entre 280 e 290 nm, pois as intensidades de emissdo (A=405 nm) sdo

maiores nessa faixa. O emprego de comprimentos de onda de excitacdo na regido destacada

pode ser confirmado pela comparacdo de métodos que aplicaram a determinacéo de B(a)P por

fluorescéncia molecular (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Comprimentos de onda de excitagdo e emissdo para determinacéo fluorimétrica de B(a)P encontrados

na literatura.

Analito Aexcitagao (NM) Aemissao (NM) Referéncia
286 410 PENA et al., 2009
290 405 GORYACHEVA et al., 2005
Benzo(a)pireno 296 406 YUSTY E DAVINA, 2005
294 404 FALCON etal., 1996
295 405 KAYALI et al., 1995
296 405 LAKOWICZ et al., 1980
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4.2 Avaliacdo da percentagem 6tima de dodecil sulfato de sédio

A partir dos espectros de emissao obtidos para amostras de brancos analiticos contendo
concentracdes de 1,0 e 4,3 % (m v!) de SDS, observou-se significativo aumento na linha de

base (Figura 4.4).
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Figura 4.4 - Espectros de fluorescéncia molecular de brancos analiticos com concentra¢@es de SDS de 1,0 e 4,3

% (m V_l); 7\4excita(;é1o:286 nm.

Considerando-se que o aumento da linha de base para a concentragdo de 4,3 % (m v?)
de SDS parece comprometer de forma significativa a regido em torno de 405 nm, que
corresponde ao comprimento de onda de emissdo do B(a)P, um estudo sobre a concentracdo
Otima de surfactante a ser utilizada foi feito, com o objetivo de avaliar possivel influéncia sobre

a sensibilidade analitica.

O efeito da concentracdo de SDS na magnitude de sinal do analito foi avaliado
utilizando-se uma solugdo padrdo 20 pug L™t B(a)P e diferentes quantidades de SDS (0,0 %;
1,0 %; 1,5 %; 2,0 %; 2,5 %; 3,5 % e 4,3 % m v1). Os resultados podem ser observados na
Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Espectros de fluorescéncia de uma solucdo 20 pg L' de B(a)P na presenca de diferentes
concentragdes de SDS: 0,0 %; 1,0 %; 1,5 %; 2,0 %; 2,5 %; 3,5 % € 4,5 % (M V'2); Aexcitagao = 286 nm.

Observa-se que 0 aumento da concentracdo de SDS promoveu intensificacdo da banda
registrada entre 320 e 390 nm, resultando em sobreposicdo a banda de emisséao de fluorescéncia
molecular do B(a)P (A=405 nm). O efeito de sobreposi¢cdo manifesta-se mais acentuadamente
a medida que aumenta a concentracdo de SDS utilizado para realizar o procedimento, fato que
compromete a sensibilidade analitica, ou seja, quanto maior a concentracdo de SDS, maiores
serdo os limites de deteccdo para o B(a)P. De acordo com Casero e colaboradores (1999), a
porcentagem minima de SDS para haver o fendbmeno de ponto nuvem é de aproximadamente
0,5 % (m v1). No entanto, tal concentracio de surfactante é muito baixa, acarretando em uma
pequena quantidade de fase rica em surfactante formada apds o procedimento de ponto nuvem,
que dificulta o processo de transferéncia da fase de interesse para o baldo volumétrico
(CASERO et. al., 1999).

Os espectros gerados para diferentes concentragfes de SDS mostrados na Figura 4.5
foram corrigidos utilizando-se o software OriginPro® 8. Para a corre¢do dos espectros, aplicou-
se 0 método de normalizacdo programado para dividir as intensidades de fluorescéncia em cada
comprimento de onda pelo menor valor de intensidade de fluorescéncia como visto na Equacao
4.1.

Y = Y/Yminimo (4-1)
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Onde Y’ ¢ o dado normalizado, Y ¢ a intensidade de fluorescéncia € Yminimo € O Valor

minimo de fluorescéncia.

Os espectros normalizados, assim como as intensidades de emissdo de fluorescéncia

(405 nm) em funcéo da concentracdo de SDS estéo apresentados na Figura 4.6.
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Figura 4.6 — (a) Espectros de emissdo normalizados de uma solugdo 20 pg L™ de B(a)P na presenca de diferentes
concentragdes de SDS: 1,0 %; 1,5 %; 2,0 %; 2,5 %; 3,5 % e 4,5 % (m v-1); Aexcitacdo = 286 nm. (b) intensidades

de emissdo de fluorescéncia (405 nm) em funcgdo da concentracdo de SDS.
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As respostas analiticas normalizadas evidenciaram que a intensidade maxima de
emissdo do B(a)P diminui a medida que a concentragdo de SDS aumenta. Essa constatacdo é
reforcada pelo trabalho de Ghosh e colaboradores (2004) onde os autores mostraram que, 0
aumento da concentracdo de SDS faz com que a intensidade de fluorescéncia do 1-
metilaminopireno diminua (GHOSH et. al., 2004).

Dessa forma, a concentracéo de 1,0 % (m v'!) de SDS foi escolhida para a realizagio do
procedimento de extracdo em ponto nuvem. Ressalta-se que a obtencao do ponto nuvem ocorreu
em temperatura ambiente de 21 °C, sem a necessidade de aquecimento, o que facilita

sobremaneira o procedimento de extracao.

Com base nesses resultados, a eficiéncia de extracao utilizando-se uma concentracéo de
1,0 % (m v') de SDS foi testada, visando a determinacao de B(a)P em amostras de agua potavel.
Um teste preliminar foi realizado para avaliar o percentual de recuperacdo do analito para uma
solucdo aquosa com concentragdo de 20 pg L™ B(a)P. O teste evidenciou uma recuperagio
média de 95,5%, indicando a porcentagem de 1,0 % (m v!) de SDS promissora para o
desenvolvimento do método, especialmente em termos de limite de detec¢do devido a menor
interferéncia da linha de base quando comparado com as demais concentracbes de SDS

avaliadas.

4.3 Curva analitica e parametros de desempenho

Uma curva analitica foi construida empregando-se a quantidade 6tima de SDS definida
como 1,0 % (m v!) para formacéo da fase rica e subsequente utilizagdo para prepara¢io dos

padrGes analiticos, com concentracdes de 1, 4, 28, 55, 82 e 110 ug L™, Figura 4.7.
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Figura 4.7 — Curva analitica (y = 7,1627x + 4,8644) construida para o B(a)P com concentracdes de 1 a 110 ug L?

e triplicata em cada ponto.

Valores de LOD e LOQ de 0,12 ug L™t e 0,37 ug L%, respectivamente, foram calculados

considerando um desvio padrdo de 0,26 para sete medidas de brancos analiticos.

A linearidade mostrou-se satisfatoria, pois apresentou r?> de 0,9999. Portanto, 0
procedimento de extracio de B(a)P a partir de uma solucéo de 1,0 % (m v't) de SDS utilizada
para a formacdo da fase rica foi satisfatorio, uma vez que o LOD obtido exibiu valor
suficientemente abaixo do limite maximo permitido de benzo(a)pireno (0,7 ng L) em agua
potavel pelo Ministério da Saude. E importante destacar que valores de LOD superiores foram
obtidos para concentragdes de SDS superiores a 1 % (m v?), inadequados para a aplicacéo
proposta. Como exemplo, utilizando concentracdo de SDS de 4,3 % (m v'1), foram obtidos os
valores de 2,15 pg L™ para LOD e 7,18 pug L™* para LOQ.

Embora os valores de LOD, LOQ, r? e a linearidade da curva analitica sejam
satisfatorios, ndo é possivel assegurar a validade do modelo sem avaliar a sua significancia e
averiguar se 0 modelo esta bem ajustado. Para isso, a analise de variancia (ANOVA) mostra-se
necessaria como ferramenta de validacdo do modelo de calibragdo construido. Na Tabela 4.2

estdo exibidos os valores das somas e médias quadraticas obtidos para 0 modelo.
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Tabela 4.2 — Tabela de ANOVA para a avaliacdo do modelo univariado.

Fonte de variacao Soma quadratica (SQ) Meédia quadratica (MQ)
Regressdo 1,76 x 108 1,76 x 108
Residuo 121,15 6,37
Falta de ajuste 51,10 10,22
Erro puro 70,04 5,00

Para a avaliacdo da significancia da regressao e de falta de ajuste foram utilizadas as
médias quadraticas. O valor para o teste de significancia da regressao foi calculado pela razéo
entre as médias quadraticas da regressao e do residuo (MQreg/MQy). O valor obtido para este
teste deve ser muito maior que o ponto da distribuicdo F a um nivel de confianca de 95%. O
valor para o teste de falta de ajuste foi calculado pela razdo entre as médias quadraticas da falta
de ajuste e do erro puro (MQrj/MQep). O valor obtido para este teste deve ser menor que 0
ponto da distribuicdo F a um nivel de confianca de 95%. Os resultados para estes testes séo

apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Resultados de significancia da regressao e de falta de ajuste do modelo obtidos apartir da ANOVA.

MQreg/MQr  MQfaj/MQep Graus de liberdade Fviv2a 95%

Significancia da
regressao

Significancia da

Falta de ajuste ~
regressdo

Falta de ajuste
2,7 x10° 2,04

vi=1lev2=19 vli=5ev2=14 4,38 2,96

v1 = graus de liberdade do numerador; v2 = graus de liberdade do denominador.

Os resultados apresentados na Tabela 4.3 mostram que o modelo linear possui
significancia e ndo apresenta falta de ajuste, pois, o teste de significancia da regressao
apresentou valor muito maior que o ponto de distribuicdo F a um nivel de 95% de confianca.
Para o teste de falta de ajuste, foi obtido um valor menor que o ponto de distribuicdo F a um
nivel 95% de confianca. Os valores de significancia da regressdo e de falta de ajuste foram

obtidos pela tabela de distribuicdo F de Snedecor.

O fator de melhoramento foi calculado pela razéo entre os coeficientes angulares desta
curva analitica e o coeficiente angular da curva construida com padrdes em agua. O fator de
melhoramento obtido pelo método apresentou valor de 21. Este valor corrobora o fato de que,
na presenca do surfactante, o analito apresenta maior intensidade de emissdo de fluorescéncia,

pois em solvente polar como a agua, a emissao do fluoréforo é significativamente suprimida,
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justificando a necessidade de etapas de extracdo do analito da matriz aquosa (LAKOWICZ,
2006).

Os testes de recuperacgdo estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Resultados para os testes de recuperacdo do B(a)P realizados para trés niveis de concentracdo, baixo,

médio e alto, da faixa linear.

Concentracdo (ng L™?) Valor encontrado (pg L™2) Recuperacio (%)
1 1,23+ 0,68 123
50 42,50+ 1,36 85
110 88,00 + 0,40 80

Para os testes de recuperacdo realizados em triplicatas, foram utilizados trés niveis de
concentragdo, 1, 50 e 110 pg L1 Verificou-se resultados apropriados com valores de
recuperacdo no intervalo de 80 e 123 %. S&o aceitaveis valores de 70 a 120 %, portanto, 0s

valores calculados foram considerados satisfatorios (ANVISA, 2003).

Uma comparagédo da curva analitica da Figura 4.7 com duas curvas construidas com

B(a)P em acetonitrila e B(a)P em &gua pode ser visualizada na Figura 4.8.

@ Curva analitica (1,0% m v 8DS)
@ Acetonitrila + BaP
900 ~ @  Agua+BaP
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Figura 4.8 — Comparacao entre as curvas analiticas geradas para o B(a)P empregando-se 0 método proposto, a

diluico com acetonitrila e com agua.
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Na Figura 4.8, nota-se que ha um aumento nas intensidades de emissao para os padrdes
analiticos na presenca do surfactante. A presenca do SDS pode aumentar a intensidade de
emissdo do B(a)P. O surfactante interage com a espécie de interesse modificando seu
microambiente, dificultando, dessa forma, o acesso de espécies supressoras de luminescéncia
a0 B(a)P (GHOSH et al., 2004; APPELL e BOSMA, 2011).

Um estudo realizado por Appell e Bosma (2011) demonstrou que a intensidade de
emissdo da zearalenona, uma micotoxina produzida por espécies fungicas conhecidas como
Fusarium, é influenciada pelo microambiente através da avaliagdo da intensidade de
fluorescéncia desta espéecie quando presente em solugdes de diferentes solventes. Os autores
observaram que quanto menor a polaridade do solvente maior a intensidade de emissdo da
zearalenona. Com isso, concluiram que o aumento na intensidade de fluorescéncia do fluoréforo
na presenca de solucdo micelar formada pelo SDS, assim como outros surfactantes, deve-se a
baixa polaridade no interior das micelas (APPELL e BOSMA, 2011).

A mesma conclusdo foi descrita por Magri e colaboradores (2009), uma vez que foi
percebido que os espectros de fluorescéncia do antraceno apresentaram maior intensidade de
emissdo com 0 aumento da concentracdo de SDS. Segundo o0s autores, esses resultados
demonstram que ha a incorporacéo do fluoréforo em um microambiente de menor polaridade
(MAGRI et al., 2009). Como a agua é um solvente polar, espera-se supressao consideravel do
fluoréforo neste meio, como visto na Figura 4.8 para as respostas de fluorescéncia do B(a)P
em meio aquoso, pois a emissdo fluorescente foi nitidamente suprimida, fato observado pela

pequena inclinacdo da curva analitica.

Com os resultados dos parametros analiticos obtidos acima, evidenciou-se que a
metodologia proposta tem potencial para a analise de agua potavel. Desta forma, as dez
amostras de agua potavel coletadas foram analisadas, em triplicatas. Como resultado, nao foi
detectada a presenca de B(a)P em nenhuma das amostras. Todas as amostras estdo em

conformidade com o previsto na legislaco, ou seja, teores de B(a)P inferiores a 0,7 ug L.

O método proposto apresenta LOD e LOQ préximos aos encontrados em outros
métodos de extracdo e determinacdo de B(a)P em agua, podendo apresentar valores muito
abaixo dos obtidos até mesmo por cromatografia gasosa, como pode ser visto na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 — LOD e LOQ para métodos de extracdo e determinagdo de B(a)P em agua.

Método de extragao LOD (uL?Y) LOQ (LY Deteccéo Referéncia
Espectrometria de
CPE 0,12 0,37 o Este Trabalho
fluorescéncia
CPE 0,02 0,07 GC - MS ROCHA, 2013.
SPE 500 1.600 GC-FID CAVALCANTE, 2007.
SPE 0,03 0,12 GC-FID BISPO, 2005.
K - SPE 0,14 - UV/Vis HUANG et al., 2011.

4.4 Avaliacéo da estabilidade da solucéo de benzo(a)pireno

Segundo Caruso e colaboradores (2008), os HPAs sdo estaveis quimicamente, porém
degradaveis por oxidacdo e luz. Para os autores, a degradacdo desses compostos diminui com
0 aumento do namero de anéis aromaticos. Deste modo, sendo o B(a)P um HPA com alto
nimero de anéis aromaticos, evidencia-se sua estabilidade mesmo em ambientes que
apresentam fatores possiveis de acarretarem degradacdo a este tipo de composto (CARUSO et
al., 2008). A estabilidade de uma solucéo de B(a)P foi avaliada ao longo de nove semanas e 0s

resultados estdo mostrados na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Intensidades de emissdo obtidas para uma solugdo 50 ug L de B(a)P medida semanalmente, ao

longo de nove semanas.

N&o se percebeu, ao longo das nove semanas, evidéncias de degradacdo do analito, ou

seja, a solucdo permaneceu estavel, corroborando informacdes da literatura sobre a estabilidade



64

dos HPAs, especialmente do B(a)P. Os valores de resposta analitica variaram de 329,66 a
337,68, com valor médio igual a 333,70 + 2,77, correspondendo a um coeficiente de variagdo
de 0,83 %, demonstrando que ndo houve degradacdo do composto ao longo das semanas

avaliadas.
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CONCLUSOES
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5 CONCLUSOES

Os estudos mostraram que 0 maximo de emisséo de fluorescéncia para o B(a)P € obtido
na regido de comprimento de onda de excitacdo entre 280 e 290 nm, onde ocorre a maxima

absorcdo de energia pela molécula do benzo(a)pireno.

Observou-se que 0 aumento da concentracao de SDS altera os espectros de fluorescéncia
molecular do analito, acarretando em sobreposicdes a banda de emisséo de fluorescéncia do
B(a)P quando a concentracio do surfactante é maior que 1,0 % (m v1). Além disso, espectros
normalizados evidenciaram que a resposta analitica do B(a)P diminui a medida que a
concentracdo do surfactante aumenta. Dessa forma, entre as concentracdes do SDS estudadas,

ade 1,0 % (m v!) mostrou-se adequada para 0 método proposto.

O método apresentou linearidade na faixa estudada. Os demais parametros de
desempenho analitico avaliados (limite de deteccdo, limite de quantificacdo e recuperacéo)
foram satisfatérios para a aplicacdo proposta. A analise de variancia mostrou que o modelo
linear possui significancia e ndo apresenta falta de ajuste.

A utilizacdo do método para a determinacdo de B(a)P em agua potavel mostrou-se
viavel, uma vez que o limite de detecgdo estimado (0,12 pg L) estd abaixo do limite maximo
permitido na legislagdo vigente (0,7 ng L™1). N4o foi detectada a presenca de B(a)P em nenhuma

das dez amostras de agua potavel coletadas em dez bairros da cidade de Jodo Pessoa.

Diferentes medidas realizadas ao longo de nove semanas para uma mesma solucao de
B(a)P indicaram que a concentragdo se manteve estavel, o que condiz com informagdes da

literatura sobre a estabilidade de HPAs.

A extracdo em ponto nuvem de benzo(a)pireno em agua potavel, usando o dodecil
sulfato de s6dio como surfactante, revelou-se como uma técnica simples, rapida e de baixo

custo, viavel para aplicacdo por fluorescéncia molecular.
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