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TITULO: DETERMINACAO DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS EM SOLOS POR EXTRACAO EM DISCO ROTATORIO,
ESPECTROFLUORIMETRIA E CALIBRACAO DE ORDEM SUPERIOR

RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) constituem um grupo de
micropoluentes orgéanicos persistentes no ambiente e de elevada capacidade
mutagénica e carcinogénica. O monitoramento ambiental de niveis de HPAs, faz-
se necessario, justamente, por tais riscos. Na andlise e determinacédo de HPAs
a técnica utilizada é a cromatografia, no entanto, ela € de alto custo financeiro e
temporal. Sendo assim, a espectrofluorimetria em membrana filtrante e
calibracdo de segunda ordem surge como alternativa para a determinacao
desses componentes. Neste trabalho, empregamos a pré-concentracdo em
membrana de nailon por disco rotatorio para a determinacdo de quatro HPAs:
antraceno, fenantreno, benzo[a]pireno e criseno em oito tipos de solos a partir
de extragdo com acetonitrila/H20 (1:1, v/v), seguido de concentracdo em
membrana de nailon em disco rotatério. O PARAFAC foi utilizado como método
de ordem superior para a deconvolucédo dos perfis e previsdo dos HPAs nas
amostras. As recuperacdes permaneceram na faixa de 83-116% e o erro
percentual de previsdo entre 5-6,2%. Dessa forma foram previstos os analitos na
presenca de interferentes o0 que traz a possibilidade de ampliarmos a

determinacado a outras matrizes complexas e reais.

PALAVRAS-CHAVE: HPAs; Espectroscopia de fluorescéncia; Disco rotatorio.



DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN
SOILS BY ROTATING-DISK EXTRACTION, SPECTROFLUORIMETRY, AND
HIGH-ORDER CALIBRATION

ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are organic micropollutants substances
that are persistent in the environment and have a high mutagenic and
carcinogenic capacity. Environmental monitoring of PAH levels is necessary
because of such risks. In the analysis and determination of PAH, the most used
technique is chromatography. However, it has high financial and temporal costs.
Thus, membrane filtering spectrofluorimetry and second-order calibration appear
as an alternative for the determination of these components. In this work, we used
pre-concentration in nylon membrane by rotating-disk to determine four PAH:
anthracene, phenanthrene, benzo[a]pyrene, and chrysene in eight types of soils
from extraction with acetonitrile/H20 (1:1, v/v), followed by concentration on nylon
membrane in a rotating-disk. PARAFAC was used as a higher-order method for
the deconvolution of the profiles and prediction of the PAH in the samples.
Recoveries remained in the 83-116% range and, the Percentual Relative Error of
Prediction the percent forecast error between 5-6.2%. Thus, the analytes were
predicted in the presence of interferents, which brings the possibility of extending

the determination to others complex and real matrices.

Keywords: PAHSs; Spectrofluorimetry; Rotating-disk.
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1. INTRODUCAO

As questdes ambientais tém algcado estudos acerca de contaminantes
gerados por atividades antropogénicas. Estes contaminantes, embora em
concentracbes baixas, tornam-se prejudicial, alterando quimica, fisica ou
biologicamente o ecossistema (CARUSO e ALABURDA, 2007).

Os hidocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) sdo uma classe de
compostos amplamente estudados. A principal razdo desses estudos é devido
ao potencial carcinogénico e mutagénico apresentado por compostos que fazem
parte desse grupo. Diversos estudos reportam o desenvolvimento de métodos e
técnicas que auxiliem na analise destes compostos e tém surgido em varias
areas, principalmente na Quimica Analitica (ABDEL-SHAFY e MANSOUR,
2016).

Entre as matrizes ambientais afetadas por este tipo de contaminante esta
o solo, que tem recebido cargas diversas de poluentes. A contaminac¢éo do solo
pode se tornar um problema ao atingir aguas subterrédneas, pois alcancara a
populacdo que depende desse tipo de recurso (SENA et al., 2000)

Estima-se que o ramo petroquimico é um dos maiores responsaveis das
contaminacgdes, tendo em vista a possibilidade de estender a contaminagao ao
ar, aguas e solos, por conter uma série de compostos considerados de elevada
toxicidade e poluicdo (HELALEH et al., 2005).

As agéncias de controle e protecdo de meio ambiente apresentam dados
de varios paises revelando as areas atingidas por causa dos derramamentos
gue tém provocado a contaminacdo desses locais. Em um levantamento da
Companhia Ambiental do Estado de Séo Paulo (CETESB), apresentou em seu
relatério que existiam 4.572 areas contaminadas por este tipo de poluente e
dessas areas 77% séo atribuidas a postos de gasolina (SAO PAULO. ESTADO,
2013).

Devido a complexidade dessas matrizes e as baixas concentracfes em
gue sdo encontradas essas substancias, torna-se um desafio 0 monitoramento
considerando a deteccdo e quantificacdo dos HPAs. Assim, alguns
procedimentos tém sido adotados no pré-tratamento das amostras, no entanto,
muitos regulamentos propdem a utilizacdo de solventes organicos e etapas

como a extracdo. Observa-se que tratam de processos laboriosos, além de nédo
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contribuir com os aspectos da Quimica Verde. Entre os métodos para a analise
de HPAs descritos na literatura estdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de UV/Vis (CLAE — UV/Vis), CLAE com detector de fluorescéncia,
a partir de amostras de sedimentos submetidas a extracdo soxhlet e
concentragédo dos extratos (US-EPA METHOD 3450C) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG — EM) (SUN et al. 1998; SOXHLET
EXTRACTION, METHOD 3540C),

Os equipamentos utilizados para fornecer os dados tem como resposta
um conjunto de dados que dependem do tipo de técnica aplicada. Sendo assim,
a concentracao do analito de interesse, por exemplo, ndo é a resposta do
instrumento analitico. A partir desses dados, faz-se um pré-processamentoao
associar uma expressdo matematica que seja relacionada aos dados obtidos
econcentracdo dos analitos na amostra (FERREIRA, 2015). Por conseguinte,
alguns estudos sugerem o tratamento desses dados a partir da analise
multivariada. Esse tipo de analise utiliza dados quimicos que considera a
correspondéncia de muitas variaveis investigadas simultaneamente, possuindo
grande potencial para tratar dados provenientes de matrizes ambientais, tal
como o solo (SENA et al., 2000; GEMPERLINE, 2006).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1.Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) consistem em um
grupo de compostos caracterizados por possuirem dois ou mais anéis
arométicos condensados. Eles constituem uma grande classe de moléculas
organicas, representando um grupo de centenas de substancias consideradas
ambientalmente persistentes. Os HPAs quase sempre ocorrem como misturas
devido a forma como séo gerados (ABDEL-SHAFY E MANSOUR, 2016).

Estes tipos de compostos podem ser formados durante 0s processos
biolégicos e como produtos da combustdo incompleta de fontes naturais de
combustéo (incéndios florestais, vulcdes, sintese de algas e bactérias, etc.) ou
de origem antropicas (emissbes de automoveis, fumaca de cigarro e
derramamento de petroleo). Assim, os HPAs sdo comumente detectados no ar,
solo e agua. Baklanov et al (2007) afirmam que as atividades naturais sdo de
menor escala quando comparadas com as fontes antropogénicas (LATIMER e
ZHENG, 2003; FERNANDO, SHAW et al., 2016; LAWAL, 2017).

Os HPAs séo solidos a temperatura ambiente e se ligam fortemente a
fuligem, solo ou particulas de poeira. Eles podem ser transportados por longas
distancias devido a sua persisténcia. As poeiras contendo HPA retornam a
superficie por meio de chuva, nevoeiro ou neve, e assim eles sdo depositados
no solo e nas plantas, sendo possivel a entrada em aguas superficiais. Podem
ser encontrados longe de fontes de entrada humanas, como em lagos de
montanha remotos nas regides Articas e Antarticas (QUIROZ et al., 2010).

Destaca-se que a combustdo incompleta, sendo ela de origem natural ou
antropogénica, foi identificada como o maior “contribuinte” individual de HPAs
para o meio ambiente (ZHANG e TAO, 2009; WHANG et al. 2012).

Sendo assim, os HPAs caracterizam-se como poluentes organicos de
extrema importancia ambiental, havendo a necessidade de controle, pois muitos
apresentam propriedades pré-carcinogénicas e/ou mutagénicas tanto para
homens quanto para animais (KIM et al. 1981; GROS et al, 2008; WILK et al.
2013; HOSEINI, YUNESIAN et al. 2016).

As propriedades dos HPAs estdo relacionadas ao numero de anéis

aromaticos presentes. Eles sdo geralmente lipofilicos, ou seja, que se dissolvem
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mal em agua, mas bem em gorduras e 6leos. Neste caso, essa disposi¢cao
aumenta com um numero crescente de anéis, ou seja, quanto mais anéis estao
presentes, mais soluvel em gordura é a substancia e mais facilmente se acumula
no tecido adiposo dos organismos.

As caracteristicas gerais dos HPAs séo apresentar altas temperaturas de
fusdo e ebulicdo, baixas pressado de vapor e solubilidade em &gua (hidrofobicos).
Para as duas ultimas propriedades é esperado a diminuicdo com o aumento da
massa molecular (MASIH et al, 2006).

De acordo com alguns estudos de Crone e Tolstoy (2010) se esses
produtos quimicos forem liberados, eles podem n&o ser mais removidos do
ambiente devido a suas caracteristicas. Pelo contrério: eles se acumulam e
podem prejudicar plantas, animais e, finalmente, humanos.

Como ja fora mencionado, o aumento de numero de aneis favorece a
bioacumulacdo no organismo. Sendo assim, a United States Environmental
Protection Agency (USEPA) afirma que ha 16 HPAs que sdo considerados
poluentes orgénicos prioritarios e importantes no monitoramento ambiental, tais
podem ser observados na Tabela 1. A Agéncia Internacional de Investigacdo em
Cancer (IARC) apresenta a classificacdo quanto a carcinogenicidade de HPAs e
divide em quatro grupos. O Grupo 1 abrange os carcinogénicos para humanos,
0 Grupo 2A séo provaveis carcinogénicos para humanos, o Grupo 2B surgem
como possiveis carcinogénicos e o Grupo 3 nao classifica-se quanto a

carcinogenicidade para humanos.

Tabela 1 - 16 HPAs prioritarios e classificacdo quanto a carcinogenicidade.

Composto Massa Molecular (g.mol?) | Grupo? Estrutura
y
Acenaftaleno 124,1 3 OO
y
Acenaftileno 152,2 3 OO
Antraceno 178,23 3
Benzo[a]antraceno 228,29 2B OO‘




Composto Massa Molecular (g.mol?) | Grupo? Estrutura
(0
Benzo[a]Pireno 252,32 1
Benzo[b]Fluoranteno 252,32 2B OO O
Benzo[k]Fluoranteno 252,32 2B CO O
(1
90®
Benzo[g,h,i]Perileno 276,34 3 @
Criseno 228,29 2B
@
| O
Dibenzo(a,h)antraceno 278,35 2A O
g
Fenantreno 178,23 3 CO
Fluoranteno 202,26 3 O‘O
Fluoreno 166,22 3
O
Indeno(1,2,3-c,d)Pireno 276,34 2B O‘OO
Naftaleno 128,17 3
(0
Pireno 202,26 3 O’
1ARC, 1983

Dado a alta lipossolubilidade destes compostos na membrana celular,

eles sdo absorvidos no organismo via inalacdo, exposicado oral ou através da
pele, acumulando-se no tecido adiposo (PEREIRA NETO, 2000). Segundo
dados da IARC (2013), os HPAs podem produzir tumores tanto no local de

contato quanto em local distante da exposi¢cdo. Além disso, o potencial

carcinogénico do composto pode variar de acordo com a rota de exposicédo
(MANOLI, KOURAS et al., 2016).

1
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De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas dos HPAs é possivel
compreender o comportamento dessas susbtancias quando citamos transporte,
toxicidade, bioacumulacao, distribuicdo de HPAs. Como é possivel observar na
tabela 2, 0 aumento do nimero de aneis tem relacdo com a pressao de vapor e

solubilidade.

Tabela 2 — Massa Molar e Propriedades Fisico-Quimicas dos 16 HPAs
prioritarios.

P (Torra
HPA n°deaneis MM. S(mg.LY) LogKow 20°)

Naftaleno 2 128 30 3,37 4,90E-02
Acenatftileno 3 152 3,93 4,07 2,10E-02
Acenafteno 3 154 3,47 4,33 2,00E-02
Fluoreno 3 166 1,98 4,18 1,30E-02
Fenantreno 3 178 1,29 4,46 6,80E-04
Antraceno 3 178 7,00E-02 4,45 1,90E-04
Fluoranteno 4 202 2,60E-01 5,33 6,00E-06
Pireno 4 202 1,40E-01 5,32 6,80E-07
Benzo(a)antraceno 4 228 1,40E-02 5,61 5,00E-07
Criseno 4 228 2,00E-03 5,61 6,30E-07
Benzo(b)fluoranteno 5 252 1,20E-03 6,57 5,00E-07
Benzo(k)fluoranteno 5 252 5,50E-04 6,84 5,00E-07
Benzo(a)pireno 5 252 3,80E-03 6,04 5,00E-07
Indeno(1,2,3-cd)pireno 6 276 6,20E-02 7,66 1,00E-10
Dibenzo(ah)antraceno 5 278 5,00E-03 5,97 1,00E-10
Benzo(g,h,i)perileno 6 276 2,60E-04 7,23 1,00E-10

M.M: Massa Molar; S: solubilidade; Kow: coeficiente de particdo octanol-agua; P: presséo de
vapor

FONTE: Lundstedt (2003, adaptado)

Além disso, a tabela 2 traz dados referentes a massa molar e a relacéo
com solubilidade e pressdo de vapor. A solubilidade e pressdo de vapor
diminuem com o aumento da massa molar, que é esperado para esse tipo de
composto. Sendo assim, aqueles que apresentam menor peso molecular séo
menos lipofilicos, tem maior volatilidade e mais solUveis em agua quando em
comparacdo com o0s de maior massa/numero de aneis (ZANDER, 1983;
LUNDSTEDT, 2006; JOHNSTON, LINEMAN et al. 2015 ).

Ainda em relacdo a tabela 2 apresenta, sdo observados dados sobre o
coeficiente de particdo octanol-agua Kow para os referentes HPAs. O Kow € uma

propriedade que pode ser usada para avaliar a afinidade comopostos pela
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matéria organica. Quanto maior o valor desse coeficiente, mais hidrofobica sera
considerada a substancia. Os valores descritos na tabela 2, permitem afirmar
que este tipo de composto tera mais afinidade pela fase organica, que corrobora
com os dados referentes a solubilidade e presséao de vapor.

Outra caracteristica sobre os HPAs, diz respeito aos espectros de
absorbancia Ultravioleta Visivel dos HPAs. Estes apresentam caracteristicas
bem distintas e por isso eles sdo bastante Uteis para a identificacdo dessas
substancias. Além disso, a maioria destas moléculas absorvem e emitem luz em

comprimentos de onda caracteristicos ao serem excitados (SKOOG, 2006).
2.2.Contaminacao de solos por HPAs

Os grandes centros urbanos séo considerados locais com maior potencial
de contaminacédo dos HPAs, mesmo que ndo haja atividade industrial, devido
aos postos de combustiveis podem contaminar solo, ar, aguas subterraneas,
além de subsolo como resultado de vazamentos do armazenamento de
combustiveis.

Sendo assim, devido a estas atividades, o solo recebe anualmente
guantidades consideraveis de HPAs. Em funcdo da complexidade de sua
estruturacdo quimica, alguns HPAs apresentam muito baixa solubilidade em
agua o que possibilita a permanéncia por longos periodos em ambientes,
aumentando a possibilidade de seres humanos, fauna e flora serem expostos a
estes compostos (LI et al., 2014).

Segundo Wilcke (2000) a maioria dos HPAs atinge o solo por meio da
deposicao na atmosfera. Ao atingir o solo, a movimentacao de HPAs influencia-
se pela variacdo de suas concentracdes na atmosfera. Quando os HPAs séo
depositados em solo podem se tornar moveis pelo fato desses compostos se
ligarem as préprias particulas dos solos, influenciando a mobilidade das
particulas (MASIH, 2006). Além disso, quando presentes em solo, o HPA
interage rapidamente com a matéria organica devido a sua propriedade de repelir
agua (MCBRIDE, 1994; TANG et al., 2005; LOUVADO et al. 2015). Estudos
apontam que a tendéncia para que HPAs possam sorver ao solo ird depender
tanto das propriedades destes compostos quanto do solo (BERIRO, CAVE et al.
2016)

No que tange as metodologias para a determinagdo desses compostos,
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haverd necessidade do pré-tratamento das amostras. Geralmente ocorre da
seguinte forma: (1) extragdo com solvente; (2) concentracdo do extrato; (3)
limpeza através da cromatografia com eluente apropriado; (4) utilizacdo de um
cromatografo a gas (LAWAL, A. T., 2017). Quando em solo, o HPA é extraido
em solvente organico adequado antes de ser introduzido nos equipamentos para
a separacao analitica dos compostos (ZHOU e GAO, 2014).

A Cromatografia Gasosa associada a Espectroscopia de Massas
acoplada a Espectroscopia de Massas (CG/EM/EM) tem sido a técnica
empregada para uma determinacéo rapida de 18 hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos no solo. Consiste em uma técnica amplamente utilizada na detecgéo
de compostos presentes em baixas concentracdes considerando matrizes
complexas, quando acoplada a cromatografia, pois possibilita um aumento na
detectabilidade e reduz a interferéncia espectral de compostos presentes na
matriz, além de aumentar a quantidade de informacéo estrutural que se pode
obter, segundo do autor, o CG/EM/EM deve ser operado no modo de
monitoramento de reacdes multiplas (MRM) (SHANG et al., 2014; SHAMSIPUR,
GHOLIVAND et al. 2015).

Quanto ao monitoramento destes compostos no meio ambiente, destaca-
se 0s dados que constam na legislacdo brasileira, a resolucdo num. 420 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) de 28 de dezembro de 2009,
gue explicita em seu documento os HPAs encontrados em solos agricolas,
residenciais e industriais, bem como valores de prevencao dos mesmos, como
podemos verificar na Tabela 3.

A tabela 3 apresenta valores de prevencédo e/ou valores detectados em
solos agricola, residencial e industrial para 10 HPAs. Nao existem atualizacdes

para esta resolucao.
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Tabela 3 - HPAs que contaminam o solo segundo a resolucdo n° 420 CONAMA.

Solo (mg.kg™ de peso seco)*
Substéncia CAS
Prevencao | Agricola | Residencial Industrial

Antraceno 07/12/2020 0,039 nd nd nd
Benzo(a)antraceno 56-55-3 0,025 9 20 65
Benzo(k)fluoranteno 207-06-9 0,38 nd nd nd
Benzo(g,h,i) perileno 191-24-2 0,57 nd nd nd
Benzo[a]pireno 50-32-8 0,052 0,4 15 3,5
Criseno 218-01-9 8,1 nd nd nd
Dibenzo(a,h)antraceno 53-70-3 0,08 0,15 0,6 13
Fenantreno 85-01-8 3,3 15 40 95
Indeno(1,2,3-c,d)pireno  193-39-5 0,031 2 25 130
Naftaleno 91-20-3 0,12 30 60 90
*Resolugdo n® 420 CONAMA, 28/12/2009
2.3.Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia, também conhecida como

espectrofluorimetria, € uma técnica, que convencionalmente, diz a respeito da
aquisicao de espectros de emissao que se da pela varredura em determinada
faixa de comprimento de onda de emisséo - Aem (NM) enquanto a amostra sofre
radiacdo em um comprimento de onda de excitagdo Aexc (M) fixo. Da mesma
forma, o espectro de excitacdo € obtido pela varredura de diferentes Aexc
enquanto registra o sinal de emissdo em unico comprimento de onda (ATKINS,
2001).

Seu principio tedrico € que luz emitida € proporcional a concentracéo do
composto analisado. A forma de luz emitida tem, quase sempre, comprimento
de onda maior de que a luz absorvida (lei de Stokes) (SKOOG, 2014).

As matrizes formadas por espectros de excitacdo-emissao (excitation-
emission matriz — EEM) sdo obtidos a partir dos espectros de emisséo e
excitacdo da amostra. Neste caso, essas matrizes possuem dimensdes
independentes de comprimento de onda, no qual uma dessas dimensdes é
caracterizada pelos perfis de excitacao e a outra traz informacdes referentes aos

perfis de emisséo. Esta situacao € demonstrada na figura 1, para o criseno.

23



¥
275 \f 44,00

79,63
270 115,3

150,9

186,5
265

2221

2578
260

Excitagao (nm)

2934

329,0
255

A
345 360 3745 380 405 420 435 450

Emissédo (nm)

Figura 1. Superficie de contorno para uma EEM.

Esta técnica analitica tem sido amplamente utilizada em funcéo de suas
diversas vantagens, tais como, rapidez, simplicidade, sensibilidade e
seletividade. Outra caracteristica importante desta técnica € que ela nédo é
destrutiva, ou seja, é possivel a utilizacdo da amostra em outras analises, pois
esta nédo tera sofrido nenhuma modificacdo (HENDRICKS, 1968; PATTERSON
E WILSON, 1986)

Algumas interferéncias podem surgir durante a analise. Por exemplo, 0s
sinais de fluorescéncia sdo aditivos, ou seja, quando ha duas substancias
emitindo no mesmo comprimento de onda, o que veremos sera uma juncao dos
sinais. O efeito do filtro interno que surge quando uma parte siginificativa da luz
incidente é absorvida antes de chegar ao ponto que fluorescéncia pode ser
observada, ou seja, ocorrendo sobreposicdo espectral entre a absorcdo e a
fluorescéncia. Além disso, existem interferéncias causadas por espalhamentos,
no qual a energia que incide em uma direcao é desviada para outras direcées.

Vale ressaltar a versatilidade desta técnica para compostos fluorescentes.
Varias pesquisas reportam a utilizacdo da espectrofluorimetria para analise de
farmacos, alimentos, andlise em matrizes ambientais e monitoramento de
poluentes organicos (SANTOS e GIL, 2010; LI, LI et al. 2011; PENA, RIDLEY et

al. 2015; ). Além disso, essa técnica permite a identificagdo de diferentes tipos
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de compostos, visto que os processos de emisséo e excitacao de luz ajustados,
apresentam as caracteristicas e identidades de cada substancia a nivel
molecular (CAIl, ZHU, ZHANG, 2008 ;NA ZHOU et al, 2009).

2.3.1. Configuragéo geral de um espectrofluorimetro - Instrumentagéo

A configuracao geral de um espectrometro de fluorescéncia consiste de
lampada, monocromador, area de amostra e detector. A [ampada atua como
fonte de radiagdo, emitindo luz através de uma faixa de comprimentos de onda.
As lampadas mais comuns sdo a de xendnio que tem espectro de emissao
continua com intensidade quase constante de 300 a 800 nm e a de vapor de
mercurio (SKOOG, 2014).

O monocromador seleciona os comprimentos de onda de emisséo e
excitacdo. Ao selecionar um comprimento de onda de excitacdo, a radiacéo sera
emitida e analisada pelo monocromador de emissao, sendo assim, chegara de
forma selecionada ao detector (LAKOWICZ, 2006).

A area de amostra mantém a amostra, o analito absorve a luz, enquanto
a luz é transmitida e medida em um detector. No caso do espectrofluorimetro, a
amostra pode ser analisada em uma cubeta (para solu¢des) ou em suporte para
sélidos (COOBLE et al., 1993).

O detector € um tubo fotomultiplicador (TFM) é considerado como uma
fonte de corrente. Essa corrente € proporcional a intensidade da luz. O TFM
convertera os fotons emitidos da amostra em elétrons, causando a corrente
elétrica que passa a ser medida e € proporcional a concentracdo de analito
(LAKOWICZ, 2006).

Os filtros sédo para filtrar os comprimentos de onda que ndo é absorvido
pelo analito (excitacdo). No caso da emissao, € utilizado, geralmente, para filtrar
a luz difusa de espalhamentos Raman e Raylegh (LAKOWICZ, 2006). O

esquema para este sistema estd demonstrado na figura 2.
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Figura 2. Esquema de um espectrofluorimetro. Fonte: Adap. LAKOWICZ, 2006.

2.3.2. Andlise front-face

As técnicas tradicionais de espectroscopia de fluorescéncia, utilizam uma
cubeta para condicionar a amostra. No entanto, a fluorescéncia em angulo reto
nao pode ser aplicada a substancias espessas, devido ao espalhamento de luz
e absorbancia (GENOT et al., 1992). Assim, analises em superficies solidas
poderiam ser feitas ao trocar a cubeta por um acessorio que tem ajuste de angulo
até a maximizacao do sinal fluorescente, evitando a reflexdo da luz da fonte para
o detector.

Parker (1968) desenvolveu uma técnica que reduziu o efeito do
espalhamento, alterando o angulo de incidéncia de 90° para 56°, fornecendo
informacdes a niveis moleculares. A amostra € sujeita a um suporte apropriado
para sélidos equipada com uma janela de quartzo (GENOT et al., 1992).

A figura 3 ilustra o acessério utilizado no espectrofluorimetro deste

trabalho. Consiste de um suporte removivel para detecgéo de solidos, que possui
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ajustes de angulo e altura. E fixado na camara de detecgdo, substituindo o

acessorio que condiciona a cubeta.

Figura 3. Parafusos e ajustes para angulo, altura e posicdo para melhor

deteccdo da amostra.

2.4 Extracao por sorcdo em disco rotativo (RDSE) e membrana de nailon

Varias metodologias alternativas vém sendo desenvolvidas para as
técnicas de pré-concentracao de HPAs, tais como extracao em fase solida (EFS),
extracao sorptiva, microextracao de fase sélida de headspace, extracao sorptiva
em barra de agitacdo (PIZZALE et al., 2005; ZUIN, MONTERO et al.
2005ANKLAM et al., 2006; XU, TANG et al. 2015; SORENSEN, SILVA et al.
2016; ZHENG, DING et al. 2016; MOLLAHOSSEINI, ROKUE et al. 2016).

Para esta finalidade, surge uma técnica que permite a extracdo de
compostos de baixa polaridade presentes em uma solugéo a partir de um aparato
denominado de Extracdo Sorptiva de Disco Rotativo do inglés Rotating-disk
Sorptive Extraction (RDSE), que consiste em um disco giratério de Teflon
revestido com um filme de polidimetilsiloxano (PDMS). A disposicao do disco

permite que uma area maior possa ser imobilizada e pode ser executada sobre
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alta velocidade (RICTHER et al., 2009). O dispositivo desenvolvido pode ser
observado na figura 4.

Fase imobilizada

Barrinha

Disco a base de teflon

Solugdo aquosa em

v / recipiente
Agitador
O O

Figura 4. Diagrama para disco rotatorio. Fonte: Adaptado de Ricther et al.
(2009).

A RDSE apresenta-se como um meétodo simples e rapido sobres os
processos de extracao tradicionais tais como extracao liquido-liquido, extracéo
em fase solida (EFS), entre outros sistemas. Essa técnica proporciona uma
abordagem de baixo custo, permitindo utilizar volume conveniente para a area
de superficie e realizar extracdes a partir de pequenas quantidades de amostras
aquosas e fase adsortiva (GIORDANO et al, 2011).

Com o objetivo de determinar HPAs de alta massa molecular, reporta-se
pela primeira vez a utilizacdo de membrana de néilon acoplada ao sistema RDSE
(CANAS et al., 2014).

Para avaliacdo do método, um experimento foi executado para
determinar HPAs de alta massa molecular em agua. Os HPAs visados a
determinacdo foram: benzo [a] pireno (BaP), dibenz [a,h] antraceno (DBA),
dibenzo[a] antraceno (BaA) e criseno (CRI). Além destes HPAs, sédo adicionados
no preparo das misturas o benzo [ b ] fluoranteno (BbF), benzo [ g, h, i ]Jperileno
(BghiP), indeno [1,2,3- d]pireno (IcdP) e pireno (PIR) que tem sinais que
sobrepdem o DBA, BaA, BaP e CRI, e foram tratados como agentes interferentes
(CANAS et al., 2014).

Foram utilizadas 10 amostras para o conjunto de calibracédo, contendo
0s quatro analitos nos intervalos de 50-300 ng/L (para BaP e BaA) e 50-600 ng/L

(para DBA e CHRY). Um conjunto de teste de 10 amostras foi preparado
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contendo concentracdes aleatérias de BaP, DBA, BaA e CRI em intervalos
avaliados acima, bem como as concentracdes de cada agente interferente,
variando entre 600 e 1000 ng/L (CANAS et al., 2014).

A membrana foi fixada ao dispositivo, contendo uma barra de agitacao
magnética e é adicionado um recipiente contendo 25 mL de solu¢do aquosa
contendo HPAs, sendo agitado por 20 min a 1250 rpm em temperatura ambiente.
Ap0s a secagem da membrana, esta é introduzida, com o auxilio de um suporte,
em um espectrofluorimetro para a medicao e foram analisados com calibracéo
multivariada. Através dos resultados estatisticos, erro quadratico médio de
predicdo (RMSEP), erro relativo de predicdo (REP %) e limite de deteccao
(LOD), como apresentados na tabela 5 (CANAS et al., 2014).

Tabela 4. Resultados estatisticos do PARAFAC para BaP, DBA, BaA e CHRY
em amostras sem interferéncias (conjunto de validacéo) e com BbF, BghiP, IcdP
e PYR como interferéncias (conjunto de teste).

Bap (ppb)  DBA (ppb) BaA (ppb)  CHRY (ppb)

Conjunto de Validacao

RMSEP 10 14 8 21
REP (%) 7 5 5 7
LOD 30 70 20 100

Conjunto de Teste

RMSEP 10 16 8 21
REP 7 5 5 7
LOD 30 100 30 100

Fonte: CANAS et al., 2014.

A partir dos dados obtidos, foi possivel a quantificacdo com o auxilio do
algoritmo PARAFAC em niveis de parte por trilhdo em meio contendo
interferentes. Assim, com esta proposta obtiveram alta sensibilidade e
seletividade e com o excelente resultado, sugerem que o método possa competir
com outros mais sofisticados, sendo uma boa escolha para determinacéo rapida
de HPAs em agua.

Reportam sobre a capacidade de extracdo em disco rotatério para
amostras aquosas, além de oferecer a possibilidade de trabalhar de acordo com
os aspectos da quimica verde (CANAS et al., 2014).

O nailon foi associado a este sistema por apresentar capacidade de reter
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e concentrar estes compostos em sua superficie. O néilon mostrou ser um
suporte adequado para sua determinacao espectrofluorimétrica. A transferéncia
de massa em direcdo a membrana é beneficiada pelo fato de que os HPAs séo
pouco soluveis em fase aquosa, preferindo migrar para o ambiente mais apolar
do nailon. (BORTOLATO et al., 2008a; 2008b).

2.5. Planejamento fatorial: conceitos gerais

Diversos tipos de planejamentos experimentais s&o utilizados visando a
otimizacdo de variaveis (BRASIL et al., 2007). O planejamento fatorial destaca-
se por permitir avaliar um grande numero de variaveis, simultaneamente,
partindo de um numero reduzido de ensaios experimentais, quando comparado
a outros processos que avaliam o efeito de uma variavel por vez (univariado).
Sendo assim, tem se apresentado como ferramenta estatistica para avaliacao e
otimizacao dos parametros envolvidos na pesquisa (PERALTA-ZAMORA et al.,
2005).

Entre alguns conceitos gerais de experimentacdo estao: fator, indica cada
variavel do sistema a ser estudado; niveis, geralmente o mais baixo (-) e 0 mais
alto (+) para os fatores do estudo. Os efeitos podem ser definidos quando ocorre
mudanca de resposta ao sair de um nivel para o outro (BRASIL et al., 2007).

O efeito principal é observado na diferenca média da resposta quando se
muda o nivel do fator em questao e pode ser representado matematicamente na

equacéao 1.

Efeito principal = 2(>y* - > y)/(b?) (Eq. 1)

Onde, y € a média dos efeitos individuais da medida, (-) e (+) diz a respeito
dos niveis alto e baixo e b? refere-se ao numero total de ensaios.

A interacdo entre os efeitos ocorre quando o comportamento de um fator
nao é o mesmo nos dois niveis de outro fator, ou seja, quando dois ou mais
fatores dependem da resposta dos outros fatores (BRASIL et al., 2007).

Dentre as vantagens associadas podemos destacar a redu¢éo do nimero
de experimentos sem prejudicar a obtencdo dos dados, selecdo de variaveis,
estudo das variaveis simultaneamente e andlise dos efeitos, confiabilidade dos
resultados entre outros (BUTTON, 2005).
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2.6 Calibracéo de Segunda Ordem

A quimiometria surge ao final dos anos 70 como proposta para descricéo
de técnicas e operacdes relacionadas ao tratamento matematico e interpretacdo
de dados na area da quimica de natureza multivariada. De acordo com os dados
apresentados na literatura, possibilita-se a otimizacdo da resposta analitica,
tempo e preparacao de amostra (SENA, TREVISAN e POPPI; 2005).

O grande guantitativo de dados que sao gerados a partir de diferentes
instrumentos e modernizagcdo dos mesmos, pode ocasionar limitagdes durante a
andlise, principalmente se ndo usarmos o método adequado. Sendo assim, com
a complexidade dos dados gerados, as ferramentas quimiométricas passaram a
“traduzir” esses dados. Um exemplo é a possibilidade de analisar uma amostra
mesmo na presenca de interferentes desconhecidos, ou seja, ndo estdo
presentes na constru¢do do modelo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2006) (OLIVEIRA, 2006).

Para classificacdo dos métodos de calibracdo, devemos verificar a
dimensdo dos dados analisados. Sendo assim, utilizaremos a tabela 4 para

ilustrar os dados de acordo com o tipo de amostra e ordem.

Tabela 5 - Representacao esquematica dos tipos de dados, ordem e calibracéo.
(PINTO, 2015 - Adaptado)

Dados 0Qordem 12 ordem 22 ordem
Amostra
Escalar Vetor Matriz
Conjunto
de
Amostras
Vetor Matriz 3 vias
Calibragdo Univariada Multivariada
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Métodos de ordem zero s&o utilizados no tratamento de dados
univariados, por exemplo, dados adquiridos de pHmetros. Neste modelo de
calibragdo usa-se um unico valor da medida experimental para cada amostra (na
forma de escalar) ea seletividade ocorre apenas para o analito de interesse.
Esses métodos ndo funcionam bem na presenca de interferentes, uma vez que
nao podem distinguir entre eles e os analitos (VALDERRAMA et al., 2009).

Método de primeira ordem s&do os tradicionais métodos de andlise
multivariada. Para cada conjunto de amostras podem ser medidos vetores de
dados (tensor de 12 ordem), como cromatogramas e espectros. Esses métodos
podem lidar com medidas feitas na presenca de interferentes desde que eles
estejam presentes no conjunto de calibracéo utilizados para a constru¢do do
modelo. Essa caracteristica de lidar com interferencias conhecidas é chamada
de vantagem de primeira ordem. Entre os modelos mais utilizados estéo
Regresséo Linear Multipla (MLR — Multiple linear regression), Regressao de
Componente Principal (PCR - Principal Component Regression) e Minimos
Quadrados Parciais (PLS - Partial Least Squares) (SENA et al., 2005;
VALDERRAMA et al., 2009).

O método de segunda ordem € aplicado no tratamento de dados obtidos
em instrumentos que proveem como resposta uma matriz de dados para cada
uma das amostras. Uma das vantagens deste modelo é a possibilidade de
calibracdo mesmo na presenca de interferentes desconhecidos, ou seja, que nao
estdo presentes no conjunto que fora utilizado para a constru¢cdo do modelo.
Essa caracteristica € chamada de vantagem de segunda ordem (VALDERRAMA
et al., 2009; OLIVIERI, 2014).

Para os dados de segunda ordem, pode ser obtido um arranjo em trés
vias, conforme observado na tabela 4. Neste caso, 0s mesmos conjuntos de
dados de perfis espectrais e de concentracao irdo manifestar a variacdo em mais
de uma matriz, apenas em diferentes proporcdes. Esta situacao é chamada de
trilinearidade e é representada pela equacéo 2 (TAULER et al., 1998; OLIVIERI
e ESCANDAR, 2014).

Dc=CZST+E (Eq. 2)

32



Z se refere & matriz diagonal que guarda as propor¢des relacionadas a
cada componente em cada matriz Dk.

A trilinearidade é um fator importante na andlise de misturas, pois ao
tratar-se de amostras reais, na presenca de interferentes desconhecidos e que
nao fazem parte do conjunto de calibracdo. Sendo assim, pode ser resolvido sem
tratamento prévio (OLIVIERI e ESCANDAR, 2014).

A vantagem de segunda ordem minimiza a preparacao de padrdoes em
laboratério e aplica-los para previsdo de amostras reais. Torna-se possivel o
estudo de sistemas complexos, por exemplo, matrizes ambientais, alimentos,
sem se preocupar com os interfentes desconhecisos nas amostras (OLIVIERI,
2014).

Além da justificativa relacionada aos interferentes, calibracdo de segunda
ordem esta associada as seguintes vantagens: rapidez na determina¢ao; baixo
custo de reagentes; a amostra pode ser preparada de forma simplificada e,
consequentemente, a diminuicdo dos erros durante a execucgdo (SENA et al.,
2005).

2.7. Analise de Fatores Paralelos — PARAFAC

Um método de calibracdo de segunda ordem que vem sendo difundido no
meio cientifico para tratar dados de segunda ordem € a Analise de Fatores
Paralelos (Parallel Factor Analysis - PARAFAC), que se apresenta como um
método de decomposicdo de dados de ordem superior e € um dos varios
meétodos de deconvolucéo para dados trilineares. Tem como vantagem em sua
aplicacdo a possibilidade de adquirir espectros puros de cada componente do
sistema, além da possibilidade de fazer previsdes na presenca de interferentes
desconhecidos, que nao estavam presentes no conjunto de calibracao,
conhecida como vantagem de segunda ordem (BRO, 1997).

Uma decomposicdo dos dados € feita em triades ou componentes
trilineares. Um modelo PARAFAC de uma matriz de trés vias é dado por trés
matrizes de carregamento, A, B e C, com os elementos ait , by € ¢k, que séo

relativos as trés dimensdes de dados e € representado através da equacao 3.

F
xf,fk = Za&"b.ﬂ‘ckf + ef.'ﬂf (Eq.3)
=1
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A figura 5 mostra uma representacdo grafica da equacéo (1) que mostra

a decomposicéo trilinear de um arranjo tridimensional.

< % Cr
=b'1+'b’2--+5R+E
aT aT aT

Irm

Figura 5. Uma representacéo grafica do modelo PARAFAC.

Nesta representacao, X corresponde ao arranjo de dados trildimensional,
A € a matriz que esta associada as concentracdes relativas, enquanto B e C sdo
0s modos experimentais, nesse caso, espectros de emissao e excitacdo. Como
as matrizes B e C estdo normalizadas, todas as informacdes de concentracdo
irdo para a matriz A e assim podera ser tracada a curva de calibracdo.

Como ferramenta associada ao PARAFAC, utilizamos o stit, para estimar
0 numero de componentes. Representado como a raiz da soma residual dos
guadrados (SSR - Residual Sum of Squares) dividida pelo produto do nimero de

sensores em cada um dos modos, como demonstrado na equacao 4,

SSR
Pl = I xJxK
(Eq. 4)

onde | é o numero total de amostras na matriz de trés vias e e J e K séo
0 numero de pontos de dados em ambos 0s modos de dados instrumentais para
cada amostra. O ssittem sido um bom indicador e a partir da decomposi¢cdo bem
sucedida e decomposicado correta dos perfis espectrais dos modos de emisséo
e excitacdo da amostra (OLIVIERI e ESCANDAR, 2014).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Desenvolver um método para determinagdo de HPAs em solos utilizando
pré-concentracdo em membrana de ndilon através de extracdo por sor¢do em
disco rotativo, espectroscopia de fluorescéncia total e Andlise de Fatores
Paralelos (PARAFAC).

3.2.Objetivos especificos

1 — Estudar os parametros referentes a extracdo de HPA dos solos
contaminados ao adicionar solvente organico;

2 - Avaliar a eficiéncia da adsor¢cao dos HPAs da solucéo para membrana, haja
vista a afinidade do HPA com a fase apolar da solucdo e a dificuldade da
transferéncia dos analitos para a membrana de nailon;

3 — Otimizar os parametros para escolha do solvente, tempo e adicdo de NaCl
em um planejamento fatorial 23;

4 — Adquirir espectros a partir da concentracdo dos HPAs na membrana e
obtencao de curvas de calibracao;

5 — Preparar os modelos de calibracéo a partir da faixa espectral a fim de obter
os perfis espectrais de cada analito;

6 — Validar os modelos com os testes de recuperacdo através do erro

guadratico meédio de predicdo (RMSEP) erro percentual de predicado (REP%).
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4. METODOLOGIA

4.1.Caracteristicas das amostras de solo

Foram utilizadas 8 amostras de solos como matriz. Os solos foram

coletados no escopo do projeto de caracterizacdo sedimentolégica de alguns

pontos de dois rios do litoral sul da Paraiba (Gramame e Abiai) e cedidos pela

Prof. llda Antonieta, da UFPB. A tabela 6 mostra as coordenaadas do ponto de

coleta e as caracteristicas dos solos. A figura 6 mostra fotos dos 8 solos que

foram utilizados neste trabalho.

Tabela 6 - Solos e classificacdo quanto ao tipo de areia ou silte e % de matéria

organica.
Solos CIaSS|f|ca}g§o % MO Longitude Latitude Altitude
granulométrica
1 Areia muito fina 0.02 34° 50' 14" 7° 26' 05" 6
2 Areia grossa 0.53 34° 55' 23" 7°11' 57" 9
3 Areia grossa 0.68 34° 54' 33" 7°12' 31" 6
4 Silte médio 6.1 35° 08' 30" 7° 23' 28" 139
5 Areia média 1.98 35° 07' 54" 7°22'12" 139
6 Silte médio 1.7 34° 57' 59" 7° 19' 44" 40
7 Areia média 2.62 34° 50' 36" 7° 14' 10" 6
8 Areia média 1.04 35° 00' 56" 7° 16' 09" 38

Fonte: Relatério Mapeamento do uso e ocupacéo do solo, cooperagdo PPGQ/UFPb/MPF.

utilizados para contaminacao.

A figura 6 tem como objetivo mostrar a diferenca visual dos solos

Figura 6. Foto das amostras de solo.
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4.2. Contaminacao dos solos com a mistura de HPAs para gerar as amostras

Amostras de solo foram preparadas de modo a alcancar as concentracdes
de Antraceno (ANT), Benzo[a]Pireno (BaP), Criseno (CRI) e Fenantreno (FEN),
apresentadas na tabela 7.

Tabela 7 - Composicao das misturas de HPAs nos solos (ug de HPA/kg de solo).

Mistura  ANT FEN BaP CRI

M1 150 3750 62,5 275
M2 300 3250 112,5 125
M3 450 2750 87,5 325
M4 600 2250 37,5 375
M5 750 1750 162,5 175
M6 900 1250 137,5 225

Os oito tipos de solo e seis composi¢cdes da mistura de HPAs perfazem
48 amostras de solo contaminadas com quatro HPAs.

Para cada amostra, foi pesada e contaminada uma massa de
aproximadamente de 2,00000 g com precisédo de centésimo de miligrama. Em
seguida, uma aliguota de aproximadamente 0,50000 g, pesada com a mesma
precisdo, foi usada para prosseguir com as etapas de extracdo, preé-
concentragdo em membrana de nailon e medidas espectrofluorimétricas. A
tabela 8 apresenta as concentracdes dos HPAs em solo ajustadas para cada

amostra.
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Tabela 8 - Contaminacgao prevista para cada HPA e concentracdes referentes
as amostras de solo (ug de HPA/kg de solo).

Amostra* M I M I r

S iy Myt amme o rew
All 2,00152 0,50028 150,0 62,5 274,9| 3749,3
Al2 2,01035 0,50094 299,0 112,1 124,6| 3239,3
A13 2,00586 0,50146 450,0 87,5 325,0| 2750,0
Al4 2,00754 0,50188 600,0 37,5 375,0| 2250,0
Al15 2,01034 0,50085 747,4 161,9 174,4| 1744,0
Al16 2,01452 0,50109 895,5 136,8 223,9| 1243,7
A21 2,00638 0,50014 149,6 62,3 274,2| 3739,1
A22 2,00105 0,50078 300,3 112,6 125,1| 3253,4
A23 2,00481 0,50121 450,0 87,5 325,0| 2750,0
A24 2,00364 0,50091 600,0 37,5 375,0| 2250,0
A25 2,00489 0,50122 750,0 162,5 175,01 1750,0
A26 2,01047 0,50017 895,6 136,8 223,9| 12439
A3l 2,01034 0,50058 149,4 62,3 273,9| 3735,0
A32 2,00982 0,50049 298,8 112,21 1245 3237,3
A33 2,00469 0,50072 449,6 87,4 324,7| 27475
A34 2,00715 0,50077 598,8 37,4 374,2| 22454
A35 2,01851 0,50046 743,8 161,2 173,6| 1735,5
A36 2,00584 0,50027 897,9 137,2 224,5| 1247,0
A4l 2,00716 0,50079 149,7 62,4 2745 37425
A42 2,01154 0,50063 298,7 112,0 124,4| 32354
A43 2,00967 0,50019 448,0 87,1 323,6| 2737,8
Ad4 2,00453 0,50104 599,9 37,5 374,9| 2249,6
A45 2,00981 0,50073 747,4 161,9 174,4| 1744,0
A46 2,01506 0,50049 894,1 136,6 2235 1241,9
A51 2,00325 0,50009 149,8 62,4 274,6| 3744,6
A52 2,00574 0,50036 299,4 112,3 124,7| 3243,0
A53 2,00821 0,50081 448,9 87,3 324,2| 27432
A54 2,00643 0,50041 598,6 37,4 374,1| 2246,6
A55 2,00814 0,50097 748,4 162,2 174,6| 1746,3
A56 2,00759 0,50077 898,0 137,2 2245 12472
A61 2,00364 0,50119 150,1 62,5 275,2| 3752,1
AB2 2,00251 0,50031 299,8 112,4 1249 3247,9
A63 2,00528 0,50024 449,0 87,3 324,3| 27441
A64 2,00625 0,50132 599,7 37,5 374,8| 2248,9
AB5 2,00457 0,50122 750,1 162,5 175,01 1750,3
A66 2,00135 0,50059 900,5 137,6 225,1| 1250,6
A71 2,01023 0,50102 149,5 62,3 274,2| 37385
A72 2,00042 0,50011 300,0 112,5 124,6| 3250,0
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Amostra* M I M I r

A73 2,00481 0,50124 450,0 87,5 324,0| 2750,2
A74 2,00367 0,50091 600,0 37,5 375,01 2250,0
A75 2,01112 0,50062 746,8 161,8 174,2 1742,5
A76 2,00973 0,50024 896,1 136,9 224,0| 12445
A81 2,03514 0,50068 147.6 61,5 270,6 | 3690,3
A82 2,00635 0,50017 299,2 112,2 124,6 | 3240,8
A83 2,00745 0,50062 448,9 87,3 324,2| 2743,2
A84 2,00618 0,50054 598,8 37,4 374,2| 2245,5
A85 2,00394 0,50092 749,9 162,5 175,0| 1749,8
A86 2,01368 0,50037 894,5 136,7 223,6 1242,4

*S=solo; M=mistura; (ug/kg)

4.3. Planejamento Fatorial 23

A fim de verificar as condi¢cdes satisfatorias para a execucdo dos

experimentos, foi montado um planejamento fatorial 22, avaliando os efeitos de

concentragao de sal, tempo de agitacdo em disco rotatorio e solvente, com 0s

niveis apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Niveis das variaveis do sistema estudadas no planejamento.

Concentragdo | Tempo
Niveis de NaCl (M) (min) Solvente
+1 0,2 30 Acetonitrila
-1 0,1 20 Acetona

4.4. Extracao e preparac¢ao da amostra analitica

Em uma coluna (utilizando uma ponteira de pipeta automatica de 5 mL) &

colocada la de vidro e feita a compactacdo com o bastdo de vidro para que a
altura da la esteja em aproximadamente um centimetro. Em seguida 0,5 g de
solo contaminado, pesado com precisdo de centésimo de miligrama, é
adicionado a coluna e coberto com mais uma camada de |a de vidro, fazendo a

compactacao da 1a, de modo que fique no formato demonstrado na figura 7.
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Figura 7. Coluna para extracao de solos utilizando & de vidro e ponteira de 5 mL.

Com o auxilio de uma pipeta volumétrica, € adicionado o volume de 2 mL
de uma solucéo extratora previamente preparada de Acetonitrila/H>O (1:1 v/v),
gue € adicionado a coluna, recolhendo o sobrenadante diretamente no balédo de
25 mL. Para a mesma amostra de solo, esta etapa € repetida por mais duas
vezes, totalizando um volume de 6 mL de solvente extrator. Com o extrato ja no
baldo, auxiliado por uma pipeta, é feita a adicdo de 5 mL da solucdo NaCl
1 mol.L? e ajustado o volume até o menisco do baldo com a dgua ultrapura do
Milli-Q. Procedendo desta forma, para as amostras com concentracfes de
acordo com a tabela 7, a solucdo no baldo de 25 mL tera concentracdes de HPA
na seguinte faixa, supondo a extracdo completa: ANT 3-18 (ppb); BaP 0,75-3,25
(ppb); CRI 2,5-7,5 (ppb) e FEN 25-75 (ppb).

4.5. Preparacao dos padrfes para a curva de calibracdo

Os padrdes do conjunto de calibracédo e validacdo foram preparados para
Antraceno (ANT), Fenantreno (FEN), Criseno (CRI) e Benzo[a]Pireno (BaP)
considerando a solubilidade e a faixa de concentracdo encontrada em solos e
todas com cinco pontos, incluindo o branco.

As solucbes padrdao para a curva de calibracdo foram preparadas em
baldo volumétrico de 25 mL, adicdo do volume do HPA correspondente, 6 mL
uma solugao Acetonitrila/H20 (1:1 v/v), adicdo de 5 mL de solucdo 1 M de NaCl

e 0 volume do balédo foi completado com agua ultrapura do Milli-Q. Assim, os
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padroes da curva de calibracdo sao preparados utilizando as mesmas
guantidades de solugcdo extratora, solucdo salina e agua ultrapura que as
amostras analiticas, de modo a possuir a polaridade similar na solucao final. As
faixas de concentracdo para os padroes de HPAs foram equivalentes a 0 a
20 ug.L* de ANT, 0 a 80 pg.L* de FEN, 0 a 8 ug.L* de CRlI e 0 a 4 pg.L* de
BaP, em amostras de solo.

4.6. Extracdo por sor¢cao em disco rotatorio (RDSE)

Um pedaco circular de 1,0 cm de diametro de filtro de nylon de 0,45 um
foi colocado em um suporte construido no laboratério com tampas de tubo Falcon
de 15 mL e uma barra magnética como mostrado, ilustrativamente, na figura 8.
O suporte foi colocado com o filme de nailon voltado para cima em um copo de
formato trapezoide e fundo plano, contendo 25 mL de solug&o preparada a partir
do padréo (para a curva de calibracdo) ou extrato de amostra de solo, sobre um
agitador magneético. A velocidade de agitacdo foi ajustada até que o vortice

formado sobre o suporte tangenciasse o filme de nailon.

@ Anel de fixagdo para a membrana

Membrana

(@)

Barra magnética

Figura 8. (a) Partes do disco rotatorio para condicionar a membrana; (b) Montagem

do disco rotatorio.

O filme é mantido em rotacao na solucao durante 30 minutos. Em seguida
a membrana € seca a temperatura ambiente. Apdés a membrana estar
completamente seca, ela é inserida no suporte para sélidos do

espectrofluorimetro e sdo adquiridos os espectros de cada amostra.
4.7. Medidas espectrofluorimétricas e tratamento de dados

Para obtencdo dos espectros foi utilizado um Espectrometro de
Fluorescéncia — Agilent Cary Eclipse®, tendo como fonte de radiacdo uma

lampada pulsada de xendnio. As medidas foram feitas diretamente na membrana
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dos padrdes e das amostras utilizando o suporte para solidos do préprio

equipamento, com diametro de 1 cm, como demonstrado na figura 9.

Figura 9. Suporte para soélidos do espectrofluorimetro com a membrana de

nailon.

Os parametros observados para as medidas espectrais em 3D tiveram
variagcdo em emissao (nm) de 340-456, excitacdo (nm) 251-277, passos de 2 nm
para ambos, as fendas de excitacdo e emissédo correspondem a 20 e 2.5 nm,
respectivamente e tenséao da fotomultiplicadora em 490 V.

Os dados foram tratados no MVC2 (OLVIERI et al, 2009), uma interface
grafica executada no Matlab para aplicacdo de métodos de calibracdo de
segunda ordem (BRO, 1997; ANDERSEN e BRO, 2003).

E esperado que o nimero de componentes deve ser no minimo 4, neste
caso, referente aos 4 analitos. Assim, foi feito o pré-tratamento de dados,
aplicando o parametro “centrado na média” (mean center) para que fosse
possivel ter os dados na mesma magnitude. O algoritmo foi executado uma vez
para cada amostra, como € comum em calibacdo de segunda ordem para
garantir a robustez do modelo na presenca de interferentes desconhecidos. A

interface do MVC2 pode ser observada na figura 10.

42



) e = B %

MVCZ2: THREE-WAY | SECOND-ORDER CALIBRATION
— Basic data — Opti
LRI TLD v PARAFAC  ~ Cal. samples excluded
Sensor data 340 456 2 251 277 2 Uncertainty in signals
Selected sensors Uncertainty in
/| Mean center
Diat 1 -
atype . X'Y—matnces Constraint in None S
Sample |_| PLOT Constraint in Hone -
__ Filenamos. Constraint in Hone -
Initialization DTLD -
Calibration signals |_| nomesab3.t;
Test signals |_| ab3_1.csv
Acth — Screen
Compone 4 SAVE
PREDICT |_| LOAD
Path C:\Users\4nne Caroline\Documentsh

Figura 10. Interface MVC2 utilizada neste modelo.

4.8. RMSEP e REP

Para obtermos uma estimativa de erro associado ao modelo utilizado na
predicdo, podemos utilizar a raiz quadrada do erro médio quadratico de predicao
(RMSEP — Root Mean Square Error of Prediction). Essa estimativa esta

representada na equacéo 4.

RMSEP = |*Y30
eq. (4)

Onde yi é o valor de referéncia para o conjunto de predicéo, yi é o valor
predito pelo modelo e m é a quantidade de amostras de predicao.

Para este trabalho, o RMSEP foi calculado para cada amostra de solo
contaminado com os quatros HPAs. Isto €, a quantidade de amostras de
predicdo € 6 para cada analito. Foi calculado também o RMSEP geral, para um
total de 48 amostras.

O erro percentual de predicdo (REP%) foi calculado a partir do RMSEP
calculado para cada analito ao longo das 48 amostras tendo como divisor o ponto
meédio da faixa de calibracéo e o resultado desta divisdo € multiplicado por 100,

como demonstrado na equacao 5.

RMSEPgeral
ponto médio

REP% = 100 * ( ) (Eq.5)
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4.9 Célculo do LoB, LoD e LoQ

O LoB ¢ estimado a partir de repeticbes de amostras em branco, calcula-
se a média e o desvio padréo (SD). A expressao tn-1,95% € 0 valor t de Student
para N graus de liberdade e 95% de confianca como demonstrado na equacéo
6.

LoB = média do branco + tn-1,95%*(SD branco) (Eq. 6)

De forma geral, o Limite de Detecc¢édo (Limit of Detection — LoD) é definido
como a menor concentragcdo ou massa de analito que possa ser detectado com
certa confianca e que seja distinto do LoB (THOMPSON et al., 2002). Para o
calculo do LoD, utilizamos a equacao do Limite do Branco (Limit of Blank — LoB).

A equacdo 7, que descreve o calculo, pode ser observada abaixo.
LoD = LoB + tn-1,95%*(SD amostra de baixa concentracdo) (Eg. 7)

A menor concentracao que pode ser quantificada foi calculada a partir do
Limite de Quantificacao (Limit of Quantitation - LoQ), que exprime o valor com
exatidado e precisdo aceitaveis. Em geral, o LoQ pode ser estimado a partir do

LoD, como descrito na equacéao 8.

LoQ = 3*LoD (Eq. 8)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizag&o dos parametros do método
5.1.1 Analise da polaridade da solucao

Inicialmente, alguns cuidados com a extracdo do HPA do solo foram
observados, pois deveriamos adotar um solvente que tivesse mais afinidade com
o HPA e, assim, extrai-lo da amostra. Como a agua é polar, ndo haveria
facilidade dos analitos migrarem para a fase aquosa, entdo a proposta foi
adicionar um solvente organico 1:1 v/v com &gua. Neste caso, acetona e
acetonitrila (ACN) foram os solventes utilizados para estes testes iniciais de
extracdo, sendo possivel a extracdo desses compostos do solo.

A partir do extrato adquirido, a proxima etapa € transferir o HPA da
solucdo para a membrana de nailon. O extrato € diluido, a fim de obtermos
volume suficiente para continuidade do experimento. Porém, a migracdo dos
analitos ndo acontece de forma eficiente. Isto se da ao fato de o HPA ter forte
afinidade pelo solvente, maior do que pela membrana.

Sendo assim, é adicionado ao sistema uma concentracdo de sal
inorgéanico, NaCl, para aumentar a polaridade do solvente. Os testes foram feitos,
inicialmente com o Pireno (PIR). Trés experimentos foram executados a partir do
extrato, de modo que a primeira solucao € o extrato diluido apenas com agua; o
segundo é diluido com agua e adicdo de NaCl, tendo como concentracao final
0,1 M de sal e a terceira solucéo deve ter concentracéao final 0,2 M de NaCl.

O pico de intensidade se encontra no comprimento de onda de 380 nm e
observa-se o aumento em mais de 200 unidades de intensidade quando
comparamos o espectro do PIR proveniente de uma solu¢cao sem adicdo de NaCl
com o espectro do PIR adquirido da solucédo que continha a concentracao de
0,2 M do sal.

Os resultados podem ser observados na figura 11.

44



600

500

400 S

300

200

Intensidade (u.a.)

100

—Pir_[NaCl]=0M
——Pir_[NaCl] = 0,1 M
——Pir_[NaCl] = 0,2 M

I I I I I T T
312 336 360 384 408 432 456

kem(nm)

Figura 11. Testes com Pireno ao adicionar NaCl no sistema.

Outro teste foi feito utilizando o BaP, como analito, para verificar as se

essas condigdes eram favoraveis a outros HPA’s. Observamos, na figura 12, a

variacao de intensidade do BaP quando a [NaCl]=0,0 M para [NaCl]=0,1 M. Essa

variacao € pronunciada em mais de 50 unidades de intensidade, ao observarmos

a diferenca quando temos [NaCl]=0,1 M para [NaCl]=0,2 M.

Bap_[NaCl]=0,0 M
Bap_[NaCll=0,1 M
Bap_[NaCl]=02M

300 -
250 -
©
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Figura 12. Testes com BaP e adi¢do de NaCl No sistema.
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A partir desses testes, foi possivel verificar que a a adicdo de sal agregava
diferenca significativa na transferéncia do HPA para a membrana, em

consequéncia o aumento da concentragdo dos analitos.
5.1.2 Estudo das respostas do planejamento fatorial 23

A partir das respostas obtidas, foi possivel a anédlise detalhada verifica-se
a variacdo dos niveis e diferenca entre as respostas. As respostas sdo em forma
de intensidade do sinal. Isso nos permite avaliar individualmente cada
experimento e essa variacao € ilustrada na figura 13.
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Figura 13. Representacgéo espacial do planejamento fatorial 23,

Ao analisarmos a concentracdo de sal, verificamos que quando saimos
do nivel -1 para +1 h& sempre o aumento do sinal do HPA, ocorrendo variacéo
positiva, comparando a face da esquerda com a direita, que € elevado quando o
solvente & ACN.

O efeito do tempo € acentuado quando saimos do nivel -1 para o +1,
temos cerca de 4 vezes diferenca na variacdo, sendo o tempo de 30 minutos o

mais recomendado para realizar os experimentos. Neste caso, verificamos que
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tem efeito em conjunto com o solvente, que tende a um sinal maior quando o
solvente é acetona, no entanto, quando temos a concentracéo de sal em nivel
+1 o solvente que melhor responde a estas variacdes é a ACN.

Observamos que o efeito principal do solvente, em geral, € maior com
acetona do que com ACN, no entanto, esses valores, geralmente aparecem
guando temos tempo e concentracdo de NaCl nos nivel -1.

Seguindo o planejamento, sdo obtidas as respostas e é possivel analisar
os efeitos principais e de interacdo que sao demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10. Planejamento fatorial 23 para otimizagcdo das condicdes de
transferéncia de HPAs para a membrana.

Variaveis
Experimento Resposta
[NaCl] =a | Tempo=b | Solvente=c ab ac bc
1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 161
2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 172
3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 169
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 184
5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 120
6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 157
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 166
8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 197
Efeitos 23,475 26,675 -11,325| 0,425| 10,475| 16,675

a= [NaCl]; b= tempo; c= solvente

A média geral de intensidade é de 165 (u.a). Sendo assim, podemos
concluir que o efeito da concentracdo do sal € aumentar o sinal do HPA na
membrana, em meédia 23,5. Esse efeito € muito mais pronunciado quando o
solvente € Acetonitrila:H20 (1:1 v/v), que é em média 10,5 maior quando
utilizamos este solvente. Como ha grande efeito de interacdo, torna-se
importante a utilizacdo dos niveis +1 dessas variaveis, pois potencializa o
aumento de sinal.

Analogamente, o efeito do tempo proporciona 0 aumento de sinal, em
média 26,5 maior e quando combinado com solvente Acetonitrila:H2O (1:1 v/v)
apresenta interacdo positiva em média de 16,7 unidades de intensidade.

O efeito principal do solvente em média diminui 11,3 e favorece a
utilizacdo da acetona como solvente. No entanto, o uso de acetonitrila é

justificada pelos efeitos de interacé&o.
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Observa-se que tempo e concentracao sado variaveis independentes, pois,
praticamente ndo interagem. Porém, € necessario sal e tempo suficientes para
gue a transferéncia seja eficiente.

Devido as fortes sinergias do sistema, estes resultados sdo melhores em
niveis maximos, sendo mais conveniente para maximizar os sinais referentes
aos HPAs.

Foram testados tempos de até 1h e concentracdo de NaCl até 0,3 M, mas
percebeu-se que nao havia aumento de sinal ao mudar para estes parametros.
Sendo assim, as condi¢cdes escolhidas para o método foram concentracdo de
NaCl 0,2 M; tempo 30 min e solvente acetonitrila:dgua (1:1 v/v).

5.2. Reprodutibilidade de extracdo e transferéncia de HPA para a membrana

Com a escolha do solvente, era necessario avaliar o volume que
possibilitava a extracédo total do HPA contido no solo. Os volumes testados de
ACN:H20 (1:1 v/v), foram de 2, 4, 6 e 8 mL, para quatro amostras de solo
contendo a mesma mistura de HPAs. Com a obtencao dos espectros, foi possivel
determinar que o volume satisfatorio para a extracao € de 6 mL da mistura ACN

e agua. Estes dados podem ser observados na figura 14.
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Figura 14. Testes de volume para extracao de HPAs do solo.

Sendo assim, o volume de 6 mL foi escolhido como padrédo para ser
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utilizado nos demais experimentos que deverdo seguir, haja vista o volume de
8 mL néo apresentar diferenca significativa.

Vale ressaltar sobre o sinal referente ao BaP (408 nm). Este é semelhante
para os volumes de 2 e 4 mL. Porém, com 6 mL h& o aumento desse sinal que
se estabiliza, juntamente com os outros picos dos HPAs contidos na mistura.
Assim, é possivel verificar que 0s 4 analitos ndo se comportam igual na extracao,
mas quando chegamos ao volume ideal, temos 0s compostos extraidos
eficazmente.

Tendo em vista avaliar a reprodutibilidade de extragéo, foi realizado um
teste com as seguintes condi¢cdes: dois diferentes solos foram contaminados
com a mesma mistura e entdo, adicionado a solucédo final ao sistema de agitacédo
e disco rotatério, obtivemos espectros de intensidade aproximadas e com o perfil
semelhante. Em seguida, a mesma solucéo foi utilizada para uma segunda
agitacdo e membrana, a fim de verificar se ainda tinhamos HPA que néo foi

transferido. A figura 15 apresenta os resultados desse experimento.
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Figura 15. Teste de reprodutibilidade e transferéncia de HPA.
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Diante do que pode ser observado na figura 15, ap6s o procedimento de
extracdo os HPAs foram extraidos quantitativamente para a membrana, uma vez
gue apoOs uma segunda extracdo com uma nova membrana na mesma solucéo,

nao foi verificado sinal diferente do branco.
5.3. Construcéo do modelo e numero de componentes

A faixa espectral variou de 340 a 456 nm em comprimentos de onda de
emissao e 251 a 277 nm para comprimentos de onda de excitagdo, com fenda
de 2 nm para ambos. Esta variagcao foi escolhida por conter todos os picos do
antraceno, fenantreno, criseno e benzo[a]pireno. Os dados apresentam-se em
forma de matriz e ndo é possivel distinguir os perfis de cada HPA, como

demonstrado no grafico de superficie da A1l que é apresentado na figura 16.

450
44,00

96,50
435 -

149,0

| 201,5

.II2540
3065

359,0

420 -

405

390 4115

A (NM)

464,0

255 260 265 270 275
Ao (NM)

Figura 16. Gréfico de superficie da Al11.

O PARAFAC é o modelo aplicado para a decomposicéo e quantificacao
dos quatro HPAs presentes nas amostras. Foi possivel organizar os parametros
para a escolha do numero de componentes a serem empregados na
decomposicao dos dados e, para esse estudo, utilizamos o ssit para estimar o

namero de componentes. Os componentes podem ser associados aos
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constituintes conhecidos do sistema em estudo (OLIVIERI e ESCANDAR, 2014).
Um script para andlise preliminar do conjunto de dados desenvolvido por
pelo grupo de pesquisa foi utilizado neste estudo para adquirir o grafico sfit
versus nimero de componentes — N.
Os graficos que sugerem 4 componentes podem ser observados na
figura 17.
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Figura 17. Grafico sfit x N (nidmero de componentes).

Era esperado, para este trabalho que o nimero de componentes fosse no
minimo 4 relativo aos HPAs adicionados na mistura como analitos de interesse.
Os dados apresentados no grafico sit X N corroboram com este numero de
componentes. Podemos concluir isto ao analisar que o valor do ajuste residual
deve diminuir com o aumento do nimero de componentes do PARAFAC, até
gue seja estabilizado em um determinado valor. Neste caso, ao aumentar o
namero de componentes, temos o0 decréscimo no valor do ajuste até
4 componentes. Quando o N passa de 4 para 5 componentes, apresenta
determinada estabilidade e que este ultimo valor, para 5 componentes, pode ser
comparado ao nivel de ruido (OLIVIERI e ESCANDAR, 2014).
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Neste caso, qualquer outro interferente ndo aparece no nosso conjunto de
dados e torna-se possivel a obtencdo dos perfis espectrais de emissédo e
excitacdo para ANT, BaP, CRI e FEN. A figura 18 mostra a decomposi¢éo dos

componentes nos modos B e C do PARAFAC.
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Figura 18. Decomposicdo dos componentes puros realizada pelo PARAFAC
para os HPAs em mistura.

Essa decomposicdo mostra o potencial do PARAFAC em recuperar 0s
perfis espectrais dos analitos mesmo em meio a uma mistura. Haja vista, cada
HPA se comporta como interferente em relacdo ao outro. Outro fator é a
intensidade do sinal analitico que é diretamente relacionado a concentracdo do

mesmo nas amostras.
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5.4. Curvas de calibracao e recuperagao

As curvas para cada HPA foram preparadas levando em consideracao os

valores preconizados para cada composto e que foram apresentados na tabela

3 da resolucdo do CONAMA. A figura 19, mostra as curvas adquiridas através

da concentragdo em membrana dos quatro HPAs estudados nesse trabalho.
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Figura 19. Curvas de calibracdo para antraceno, benzo[a]pireno, criseno e

fenatreno, sucessivamente

Analisando as curvas, podemos verificar a linearidade para todos os

4 HPAs e, a partir disto, as amostras podem ser tratadas juntamente com a curva

para o respectivo HPA, auxiliado pelo algoritmo PARAFAC sera possivel a

guantificacdo dos analitos presentes nas amostras de solo contaminadas.

A quantificagao utilizando o PARAFAC pode ser observada para cada
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analito, variando as 6 concentracdes em 8 solos diferentes. A eficacia do modelo
sera avaliada pelo erro quadratico médio de predicdo (RMSEP) para analito nos
diferentes solos, bem como a porcentagem de recuperagdo minima e maxima

obtidas estédo dispostas na tabela 11.

Tabela 11. Valores de RMSEP para cada analito em solos diferentes.

Solos ANT*  BaP* CRI* FEN*

1 35,3 7,8 16,2 94,9

2 37,0 7,5 15,9 151,6

3 22,6 3,1 23,6 109,4

4 31,2 4,2 13,2 131,0

5 40,6 4.4 51 179,7

6 25,7 5,3 11,2 211,6

7 19,1 2,3 21,6 103,1

8 21,7 1,4 3,8 105,9
Geral** 31,0 5,0 15,4 141,5

min. 150,0 | 37,5 125,0 | 1245,0

max. 900,0 | 162,5 | 375,0 | 3750,0

P. médio 525,0 | 100,0 | 250,0 | 24975
REP (%)* 59 5,0 6,2 5,7
%rec. min.* | 89,7 83,8 84,3 88,5
%rec. max.* | 108,4 | 109,6 | 116,0 109,4

* ppb
**Calculado ao longo das 48 amostras.

Os valores de RMSEP validam a capacidade de predicdo do método. Ou
seja, quanto menor RMSEP, maior a eficacia de predicdo do método. Para os
analitos estudados, os valores de RMSEP encontram-se abaixo de 10% da
concentracdo do ponto médio da curva de calibracéo, e disso conclui-se que 0
meétodo apresenta eficacia na predicao.

O erro relativo percentual de previsdo (percentual relative error of
prediction — REP%) é um indicador estatitico empregado para avaliar predi¢cdes.
Os valores de REP, para este trabalho, estdo entre 5 a 6,2% que se aproximam
dos valores de REP em comparacdo a metodologia aplicada com RDSE no
trabalho de Cafias, Richter e Escandar (2014) para determinacdo de HPAs em
agua. Os valores de REP estavam entre 5-7%.

O método de referéncia 3540C da US-EPA para determinacdo de HPAs

em solo, apresenta etapas laboriosas de prepragdo de amostra (12-24h) e alto

54



consumo de solvente, entre outros gastos de energia. Esse método apresentou
recuperacdes (%) para o: ANT: 102-105, BaP 106-107; CRI: 103-105; FEN:
107- 109 em escala de mg.kg' (SANCHEZ-URIA e CASTILLO-BUSTO, 2018).
Enquanto as recuperacdes (%) obtidas no trabalho desenvolvido s&o para o
ANT: 85-107; BaP: 84-106; CRI: 88-116 e FEN: 89-107 em escala de ug.kg.
Tendo em vista as 48 amostras para cada analito e considerando que os analitos
estavam em misturas de diferentes concentracdes. Além disso, a metodologia
empregada neste trabalho desde as etapas de pré-tratamento da amostra sao
consideradas de baixo custo, rapidez, baixo volume de solvente e de extracao
eficaz. Assim, podemos considerar que o preparo da amostra e extracdo sao
confiaveis.

Outro método para deteccédo por HPLC com Deteccéo de Fluorescéncia
foi desenvolvido e validado para a determinacdo simultanea de 16 HPAs em
niveis de partes por bilhdo. Entre os 16 HPAs estavam ANT, BaP, CRI e FEN.
Consiste na preparacdo de amostra baseado no método QUEChERS
procedimento adotado pela Associacdo de Comunidades Analiticas (AOAC)
Método Oficial 2007.01 para extracdo e limpeza. As recuperacdes para os 4
HPASs variaram de 88-99,2% (MMUALEFE, 2010).

Em geral, as recuperagcfes para os analitos estudados neste trabalho
variam entre 83-116%, que estdo prOximas de recuperacbes descritas na
literatura.

Para que possamos visualizar de forma geral as recuperacfes das 48
amostras para cada analito, apresentaremos figuras com estas variacoes nos
solos. A figura 20 apresenta o gréafico de recuperacao (previsto x referéncia) para
as amostras de solo referente ao ANT.

Podemos observar a aleatoriedade e distribuicdo das amostras em solo
gue nao correspondem a um padréo para determinada amostra. Isto contribui de
forma significativa, pois observamos que a metodologia aplicada é eficiente para
as amostras de solo que foram estudadas e aplicadas nesse trabalho. As figuras
21, 22 e 23 para BaP, CRI e FEN também apresentam as variacdes que séo
observadas para o ANT.

As recuperacdes para todas as amostras e referente ao quatro analitos,

encontram-se no anexo | deste trabalho.
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Figura 20. Grafico de recuperacédo para ANT — referéncia x previsto.
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Figura 21. Grafico de recuperacéo para BaP — referéncia x previsto.
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Vale destacar, de acordo com as figuras, que nao existe um padréo para
cada solo, todas as amostras variam aleatoriamente, sem um modelo
predisposto. Ou seja, a estratégia utilizada desde a insercdo de solvente até a
adicdo de NaCl mostram a eficiéncia em extracdo, o potencial da membrana
utilizada na concentragcédo e as medidas que foram reprodutiveis, além disso, o
potencial do modelo ajustado no PARAFAC mostrou-se eficaz na separacao dos

componentes e quantificacdo dos mesmos nas amostras.
5. 5. Limite de Detecc¢éao e Limite de Quantificagéo (LOD e LOQ)

O LoB é definido como a maior concentracdo aparente de analito que é
esperado encontrar quando as réplicas de uma amostra ndo contendo analitos
séo testadas (ARMBRUSTER e PRY, 2008).

Para o calculo do LoB, utilizamos o seguinte conjunto de previsées do

branco, detalhadas na Tabela 12.

Tabela 12. Previsfes do branco para os 4 HPAs e valores de LoB.

Previsdo do branco (ppb)

Ant Bap Cri Fen
0,00085 -0,0007 -0,0028 | -0,0022
0,00089 3,1E-05 0,02162 |0,00185
-0,0029 0,00542 -0,0028 |0,00023
-0,0066 0,00104 -0,0025 | -0,0032
0,00021 -0,0004 -0,0041 | -0,0023
-0,0039 -0,0002 -0,0026 | -0,0026

Com os valores calculados para o LoB, € possivel obter os valores do
LoD. Utiliza-se o desvio padrdo das concentragcdes mais baixas de cada analito

presente nas amostras, que sdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13. Valores para menor concentracdo (ppb) de analito nas amostras.

Menores concentra¢cdes de analito nas
amostras de solo (ppb

Ant BaP Cri Fen
1427 384 118,4 1223,9
150,2 42,4 115,1 11545

162 39,1 128,4 1269,8
157,9 42 122,3 1167,4
147.,9 38,1 123,2 1302,4
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Menores concentracdes de analito nas
amostras de solo (ppb

141,7 40 114,8 11441
147,1 34,8 117,8 1226,9
156,6 38 122,8 1162,6

Os valores obtidos para LoB, LoD e LoQ estédo dispostos na tabela 14.

Tabela 14. Valores de LoB, LoD e LoQ encontrados para cada analito.

Valores encontrados para cada analito (ppb)

Analito Ant BaP Cri Fen
LoB 0,0060 0,0068 0,0270 0,0037
LoD 17,44 5,75 11,03 138,42
LoQ 57,55 18,98 36,39 456,77
Con. Min. 150 37,5 125 1250
Con. Max. 900 162,5 375 3750

Os valores de LoD e LoQ sao satisfatorios frente ao método desenvolvido,
ja que temos valores abaixo das menores concentracbes dos analitos. Isso
mostra o potencial da técnica quanto a sensibilidade, pois permite quantificar
concentracfes aproximadamente 3 vezes menores do que foram estudadas
nesse trabalho.

Observa-se ainda, que a técnica permite a deteccdo e quantificacdo de
amostras nos niveis da legislacdo da CONAMA, acerca dos valores de
prevencdo e/ou valores encontrados no meio ambiente. Os valores de
concentragcdo maxima, segundo a legislacdo, para os HPAs foram: ANT,
0,039 ppm; BaP, 3,5 ppm; CRI, 8,1 ppm e FEN, 95 ppm. Enquanto a
sensibilidade da técnica permite detectar concentracdes a niveis de ppb,

conforme foi possivel visualizar na tabela 14.
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6. CONCLUSAO

Diante de uma matriz complexa como o solo, que agrega matéria organica
e composicao quimica diferente, a extracdo deve ser eficiente para que seja
possivel a quantificacdo dos analitos presentes na amostra. Através de uma
mistura Acetonitrila:H>O e de acordo com os dados obtidos, podemos concluir
gue o volume de solvente extrator, utilizado para as condi¢cdes aplicadas neste
trabalho, s&o de 6 mL.

Segundo os dados adquiridos, a membrana de ndilon apresenta eficiéncia
em adsorver os analitos do estudo. Foi observado, que a membrana retém os
HPAs e mostra alto potencial de adsor¢éo, pois a metodologia utilizada permite
a migracao eficiente dos analitos em solugcéo para a membrana.

A escolha de Acetonitrila:H20, combinada com o tempo de 30 minutos e
adicdo de NaCl mostrou ser a condicdo oOtima para a realizacdo dos
experimentos, a partir das respostas obtidas de um planejamento fatorial 23.
Sendo assim, foi possivel a obtencdo dos espectros com a medicdo em
espectrofluorimetro a partir da medida diretamente na membrana.

Os modelos de calibracédo foram preparados partindo de ANT, BaP, CRI
e FEN. As curvas foram construidas para cada analito e apresentam linearidade.
As amostras de solos contaminados foram usadas como pontos de teste e com
auxilio do algoritmo PARAFAC, obtivemos as recuperacdes dos perfis espectrais
e previsdes dos compostos nas amostras.

O modelo mostrou-se eficiente na separacdo dos perfis e para a
guantificacdo dos quatro HPAs, tendo em vista todos as etapas desde a
preparacdo da amostra, extracdo e concentracdo em membrana. Assim,
amostras reais de solo podem ser estudadas a partir da metodologia
desenvolvida e a aplicacdo pode ser ampliada a outras matrizes ambientais.

Quando em comparacdo a outros métodos na dispostos na literatura,
como por exemplo o método de referéncia (METHOD 4530C, US-EPA),
apresenta valores proximos ao que encontramos nesse trabalho.

Os valores de LoD e LoQ nos permitem avaliar os limites de aplicabilidade
da técnica e torna-se (til para determinacgéo e quantificacado de outros HPAs em
solo nas concentracfes especificadas na Resolugdao n° 420 CONAMA de

28/12/2009.
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ANEXOS
ANEXO |

Tabela de recuperagéo para Antraceno e Benzo[a]pireno em pg/kg.

Antraceno Benzo[a]pireno
Amostra - -
Previsto*| Rec.* | Rec. (%) | Previsto*| Rec.* | Rec.(%)
All 150,0 142,7 95,1 62,5 57,0 91,1
Al2 299,0 316,6 105,9 112,1 120,3 107,3
Al13 450,0 517,9 115,1 87,5 96,7 110,5
Al4 600,0 561,7 93,6 37,5 38,4 102,5
Al5 747,4 757,8 101,4 161,9 172,1 106,3
Al6 895,5 865,2 96,6 136,8 145,9 106,7
A21 149,6 150,2 100,4 62,3 60,3 96,8
A22 300,3 305,9 101,9 112,6 1234 109,6
A23 450,0 435,5 96,8 87,5 90,9 103,9
A24 600,0 546,9 91,1 37,5 42,4 113,2
A25 750,0 820,6 109,4 162,5 175,6 108,0
A26 895,6 908,4 101,4 136,8 140,4 102,6
A3l 149,4 162,0 108,4 62,3 59,2 95,1
A32 298,8 254,2 85,1 112,1 1154 103,0
A33 449,6 448,0 99,6 87,4 89,3 102,1
A34 598,8 585,4 97,8 37,4 39,1 104,4
A35 743,8 734,6 98,8 161,2 165,5 102,7
A36 897,9 923,3 102,8 137,2 133,4 97,2
A4l 1497 157,9 105,5 62,4 65,3 104,6
A42 298,7 267,8 89,7 112,0 113,7 101,5
A43 448,0 413,0 92,2 87,1 87,7 100,6
Ad4 599,9 580,6 96,8 37,5 42,0 112,1
A45 747,4 797,8 106,7 161,9 170,4 105,3
A46 894,1 868,1 97,1 136,6 135,0 98,8
A51 149,8 147.9 98,7 62,4 63,7 102,1
A52 2994 320,4 107,0 112,3 109,2 97,3
A53 448,9 463,0 103,1 87,3 85,1 97,5
Ab54 598,6 680,1 113,6 37,4 38,1 102,0
A55 748,4 763,3 102,0 162,2 170,3 105,0
A56 898,0 826,1 92,0 137,2 131,5 95,8
A6l 150,1 1417 94,4 62,5 52,4 83,8
A62 299,8 301,4 100,5 112,4 117,4 104,4
A63 449,0 449,0 100,0 87,3 88,3 101,1
A64 599,7 640,4 106,8 37,5 40,0 106,5
ABS 750,1 742,3 99,0 162,5 166,6 102,5
A66 900,5 947,3 105,2 137,6 1419 103,2
A7l 149,5 147,1 98,4 62,3 62,0 99,6
AT72 300,0 286,0 95,3 112,5 117,4 104,3




Antraceno Benzo[a]pireno
Amostra - -
Previsto*| Rec.* | Rec. (%) | Previsto*| Rec.* | Rec.(%)
A73 450,0 456,4 1014 87,5 86,9 99,4
AT74 600,0 585,9 97,6 375 34,8 92,8
A75 746,8 7224 96,7 161,8 161,0 99,5
A76 896,1 862,1 96,2 136,9 135,9 99,3
A81 147,6 156,6 106,1 61,5 62,0 100,8
A82 299,2 292,8 97,9 112,2 113,3 101,0
A83 448,9 453,8 101,1 87,3 84,4 96,7
A84 598,8 598,5 100,0 374 38,0 101,7
A85 749,9 787,6 105,0 162,5 163,8 100,8
A86 894,5 929,9 104,0 136,7 136,1 99,5
*(ug/kg)

Tabelas de recuperacao para Criseno e Fenantreno em (ug/kg).

Criseno Fenantreno
Amostra
Previsto*| Rec.* | Rec. (%) | Previsto*| Rec.* | Rec. (%)
All 274,9 249,1 90,6 3749,3 |3729,9| 995
Al2 124,6 118,4 95,0 3239,3 |3080,2] 951
Al13 325,0 322,3 99,2 2750,0 |2629,1| 956
Al4 375,0 366,6 97,8 2250,0 [2342,5| 104,1
AlS 174,4 202,3 | 116,0 1744,0 |[1813,3| 104,0
Al6 223,9 228,9 | 102,2 1243,7 [12239| 984
A21 274,2 254,3 92,8 3739,1 |35715| 955
A22 125,1 115,1 92,0 32534 |3188,7| 98,0
A23 325,0 325,6 | 100,2 2750,0 [2472,5| 89,9
A24 375,0 347,4 92,6 2250,0 [2379,2| 105,7
A25 175,0 191,3 | 109,3 1750,0 [1813,9| 103,7
A26 223,9 225,8 | 100,9 1243,9 [11545| 928
A3l 273,9 241,7 88,3 37350 |3615,7| 96,8
A32 1245 128,4 | 103,1 3237,3 |3262,5| 100,8
A33 324,7 284,3 87,6 2747,5 [2903,9| 105,7
A34 374,2 363,7 97,2 22454 [2173,0] 96,8
A35 173,6 155,6 89,6 17355 [1899,3| 1094
A36 224,5 209,4 93,3 1247,0 [1269,8| 101,8
A4l 2745 246,0 89,6 37425 |3442,6| 92,0
A42 1244 122,3 98,3 32354 |3285,7| 101,6
A43 323,6 312,9 96,7 2737,8 [27155| 99,2
Ad44 3749 383,8 | 102,4 2249,6 [2187,7| 97,3
A45 1744 180,2 | 103,3 17440 |1771,7| 101,6
A46 223,5 220,1 98,5 12419 [1167,4| 94,0
A51 274,6 275,8 | 100,4 3744,6 |3400,7| 90,8
A52 124,7 123,2 98,8 3243,0 |3123,7| 96,3
A53 324,2 336,3 | 103,7 2743,2 [2854,5| 104,1
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Criseno Fenantreno
Amostra
Previsto* | Rec.* | Rec. (%) | Previsto*| Rec.* | Rec. (%)
AdS4 374,1 376,9 | 100,8 2246,6 [2164,9| 964
A55 174,6 172,9 99,0 1746,3 [19445| 1113
A56 224,5 225,0 | 100,2 1247,2 [1302,4| 104,4
A61 275,2 280,0 | 101,8 3752,1 |3321,8| 88,5
A62 1249 114,8 91,9 32479 |3127,7| 96,3
A63 324,3 337,1 | 103,9 2744,1 [2835,1| 103,3
Ab4 374,8 3950 | 105,4 2248,9 [2073,4| 92,2
A65 175,0 167,6 95,7 1750,3 [1613,6| 92,2
A66 225,1 224,7 99,8 1250,6 [1144,1| 915
A7l 274,2 264,9 96,6 37385 |35745| 95,6
AT2 124,6 117,8 94,5 3250,0 |3173,1| 97,6
A73 324,0 273,2 84,3 2750,2 [2676,5| 97,3
A74 375,0 366,7 97,8 2250,0 [2142,0] 95,22
A75 174,2 172,6 99,1 17425 [1625,7| 93,3
A76 224,0 229,5 | 102,55 12445 [1226,9| 98,6
A81 270,6 275,9 | 102,0 3690,3 |3608,5| 97,8
A82 124,6 122,8 98,5 3240,8 |3084,6| 95,2
A83 324,2 323,4 99,7 2743,2 [2724,1| 993
A84 374,2 366,8 98,0 22455 |21419| 954
A85 175,0 173,4 99,1 1749,8 [1887,0, 107,8
A86 223,6 224,4 | 100,44 12424 [1162,6| 93,6
*(ug/kg)
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