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RESUMO
A grande producéo de plastico atrelada ao seu descarte incorreto e a ma gestao de
residuos sélidos tém se tornado um problema a nivel mundial pois a maioria desses
residuos concentram-se na natureza, principalmente em ambientes marinhos. Os
plasticos se degradam em particulas menores em ambientes aquaticos, o0s
microplasticos, que comecaram a receber atencdo recentemente pela comunidade
cientifica. Os microplasticos sdo particulas que apresentam tamanho entre 5mm e
1um e que podem ser tanto de origem primaria (fabricados intencionalmente pela
indUstria como matéria-prima) ou secundaria (gerados a partir da degradacao e da
guebra de materiais plasticos maiores). A superficie dos microplasticos possibilita a
acumulacdo dos Poluentes Orgéanicos Persistentes (POPSs) presentes muitas vezes
em ambientes aquéticos. Dentre os POPs, esta a classe dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) que sdo compostos formados de atomos de carbono e
hidrogénio em forma de dois ou mais anéis aromaticos de cinco ou seis atomos de
carbono condensado e tem alta capacidade mutagénica e carcinogénica. Assim, 0
intuito do presente trabalho é utilizar a extracao sortiva em disco rotatério para avaliar
as interacfes entre HPAs e microplasticos em areia, examinando se este Ultimo
contribui na persisténcia de HPAs no meio ambiente. Para isso foi empregado pré-
concentracdo em membrana de nailon por disco rotatério em amostras de solo
contaminadas em laboratério com microplasticos e quatro HPAs: antraceno,
fenantreno, benzo[a]pireno e criseno a partir de extragdo com acetonitrila/H20 (1:1,
v/v), seguido de andlise por espectroscopia de fluorescéncia e calibracao de 22 ordem
com uso do algoritmo PARAFAC para a deconvolucdo dos perfis e previsdo dos HPAs
nas amostras. Apds as amostras passarem por situacdes experimentais variando luz,
temperatura e contato com o ar, os resultados evidenciam que os HPAs estudados
adsorvem na superficie microplastica. Isso leva a concluir que os HPAs podem se
bioacumular em ambientes poluidos por microplasticos e consequentemente na biota
aguatica podendo até chegar aos seres humanos, fazendo-se necessaria a ampliacao

do estudo para amostras ambientais.

Palavras-chave: Microplasticos; Hidrocarbonetos Policiclicos  Aromaticos;

Espectroscopia de Fluorescéncia; Disco Rotatorio; Poluentes Organicos Persistentes.



ABSTRACT
The large production of plastics coupled with their incorrect disposal and the poor
management of solid waste has become a problem worldwide because most of this
waste is concentrated in nature, especially in marine environments. Plastics degrade
into smaller particles in aquatic environments, the microplastics, which have recently
begun to receive attention from the scientific community. Microplastics are particles
between 5mm and 1um in size that can be either primary (intentionally manufactured
by industry as raw material) or secondary (generated from the degradation and
breakdown of larger plastic materials). The surface of microplastics enables the
accumulation of Persistent Organic Pollutants (POPs) often present in aquatic
environments. Among the POPs is the class of polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHS), which are compounds formed of carbon and hydrogen atoms in the form of
two or more aromatic rings of five or six condensed carbon atoms and have a high
mutagenic and carcinogenic capacity. Therefore, the purpose of this work is to use the
rotating disk sorptive extraction to evaluate the interactions between PAHs and
microplastics in sand, assessing whether the latter contributes to the persistence of
PAHSs in the environment. For this purpose, we employed pre-concentration on nylon
membrane by rotating disk in soil samples contaminated in the laboratory with
microplastics and four PAHs: anthracene, phenanthrene, benzo[a]pyrene and
chrysene from extraction with acetonitrile/H20 (1:1, v/v), followed by fluorescence
spectroscopy analysis and 2nd order calibration using the PARAFAC algorithm for
decomposition of the profiles and prediction of the PAHs in the samples. After the
samples went through experimental situations varying light, temperature and contact
with air, the results show that the studied PAHs adsorb on the microplastic surface.
This leads to the conclusion that PAHs can bioaccumulate in environments polluted by
microplastics and consequently in aquatic biota, and can even reach humans, making

it necessary to extend the study to environmental samples.

Keywords: Microplastics; Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; Fluorescence

Spectroscopy; Rotating-Disk; Persistent Organic Pollutants.
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1. INTRODUCAO

O pléstico € um polimero sintético fabricado em sua maior parte a partir de

derivados de petroleo, gas natural e carvao que sdo matérias-primas nao renovaveis.
N&o ha davidas de que os materiais plasticos se tornaram um dos NOSsos maiores
aliados devido a sua praticidade, duracao, resisténcia, versatilidade e baixo custo.
Isso tornou sua producdo muito mais intensa durante os Ultimos anos (GESAMP,
2010; FISNER, 2012). Em 2019, a producéo global de plasticos chegou a quase 370
milhdes de toneladas (EUROPE, 2020). No entanto, essa grande produc¢ao converteu-
se rapidamente em um problema: o descarte inadequado dos residuos plasticos.
Assim, a maioria deles vém se concentrando em ambientes marinhos, consequéncia
principalmente da ma gestéo de residuos sélidos. Estima-se que cerca de 4,8 a 12,7
milhdes de toneladas métricas de residuos plasticos chegaram aos oceanos em 2010
por diferentes formas e atividades (JAMBECK et al., 2015; GARCES-ORDONEZ et
al., 2020).
Devido aos efeitos negativos que os materiais plasticos geram em ecossistemas
costeiros e marinhos e aos riscos que constituem para a subsisténcia humana
(ANTAO-BARBOZA et al., 2018; GARCES-ORDONEZ et. al., 2020), a poluicdo
plastica marinha trouxe a tona uma preocupacao global que precisa ser abordada sob
diferentes perspectivas: cientifica, tecnoldégica e socioeconémica. As taxas de
degradacdo desses compostos sintéticos polimeros sdo extremamente baixos —
espera-se que o material persista por centenas a milhares de anos, ainda mais em
aguas profundas e ambientes polares. Nos Ultimos anos, a existéncia de
microplasticos e seu potencial impacto comecou a receber atencdo de pesquisadores
e da sociedade (LESLIE et al., 2011).

Os microplasticos (MPs) sdo particulas que apresentam tamanho entre 5 mm
e 1 um. Eles podem ser tanto de origem primaria — fabricados intencionalmente em
forma de péletes, pequenos granulos, para serem utilizados como matéria-prima na
industria dos plasticos e em muitos produtos — como de origem secundaria —
fragmentos de diversos tipos de plasticos que resultam da degradacéo e da quebra
de materiais plasticos maiores (GESAMP, 2010). Essas microparticulas plasticas
conseguem chegar nos ambientes marinhos sendo transportadas principalmente por
aguas residuais (COLE et al., 2011; PHILIP et al., 2018; GARCES-ORDONEZ et al.,
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2020). Dentre as diversas formas de MPs, os mais encontrados sédo os em formato de
fibras. Em um estudo feito por Browne e colaboradores, estimou-se que durante a
lavagem, uma camisa de poliéster libera aproximadamente 1900 fibras (BROWNE et
al., 2011; CRAWFORD & QUINN, 2017). Além disso, os microplasticos em forma de
granulos (primarios) estdo comumente presentes em todos 0s oceanos sendo suas
principais entradas atraveés dos oceanos, do escoamento de aguas pluviais dos rios e
cOrregos ou pela acdo dos ventos e correntes superficiais (US EPA,1992; IVAR DO
SUL et al., 2009; REDFORD et al., 1997; FISNER, 2012).

A superficie dos microplasticos tem um alto potencial para adsorver
guantidades grandes de poluentes organicos hidrofébicos que acumulam nas aguas
marinhas. (WAGNER, et al., 2014; ROCHMAN, 2015; SOUZA & CHOUERI, 2020).
Dentre esses contaminantes, estéo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
compostos quimicos formados de atomos de carbono e hidrogénio em forma de dois
ou mais anéis aromaticos de cinco ou seis atomos de carbono condensado (LIMA,
2008).

Os HPAs podem ser produzidos de forma natural, em erup¢des vulcanicas ou
na queima da biomassa, ou antrépica, com a queima incompleta de carvao, petroleo,
gas ou lixo. Eles sdo encontrados em alguns medicamentos, em alimentos
processados como biscoitos e até na fumaca do cigarro. Esses compostos séo
preocupantes por serem poluentes organicos persistentes (POPs), ou seja, de dificil
degradacédo e queima. Isso faz com que eles permane¢am na natureza por longos
periodos. (US EPA, 2008; ROCHMAN, 2015).

O aparecimento de HPAs na &gua traz a tona um risco imediato ao meio
ambiente e a salde humana. Mesmo que sejam pouco sollveis em agua, diversas
pesquisas demonstram que ha poluentes como antraceno, fluoreno, pireno e
naftaleno na dgua. As principais procedéncias, em aguas superficiais, sdo os despejos
industriais e domésticos ndo tratados que sao transportados para o mar e depdsito da
carga de HPAs presentes na atmosfera, que € ainda maior em localidades
industrializadas e que apresentam alto niveis de poluicdo (ANDELMAN et al., 1970;
WU et al., 2010; NISHIO & ROCHA, 2016).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar possiveis intera¢des entre
HPAs e microplasticos em areia utilizando a extragdo sortiva em disco rotatorio e

calibracdo de segunda ordem a fim de examinar se MPs contribuem na persisténcia
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de HPAs no meio ambiente. Para alcancar esse objetivo geral pretende-se cumprir

com 0s seguintes objetivos especificos:

Triturar distintos tipos de plasticos até que figuem em escala micrométrica;
Preparar e reservar os estoques dos HPAs escolhidos, em metanol;

Preparar amostras fazendo uso de areia de aquario contaminada com MPs e
HPAs;

Submeter as amostras a diversas condi¢des de degradacéo;

Extrair os HPAs das amostras utilizando pré-concentragdo em membrana de
nailon;

Obter espectros utilizando a espectroscopia de fluorescéncia total;

Tratar e estudar os dados obtidos através de Andlise de Fatores Paralelos
(PARAFAC).
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2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Os plasticos

Os plasticos sdo uma imensa familia de materiais Unicos e versateis que
viraram uma Otima opcao para solucionar problemas do dia a dia. O primeiro material
plastico foi inventado em meados do século 19 e desde entdo, baseado no seu
potencial ilimitado, os plasticos tém moldado o mundo. De acordo com a sua
composicao, os plasticos podem ser agrupados em duas categorias: termoplasticos e
termofixos. Os termoplasticos sao aqueles que podem ser derretidos, remodelados e
congelados repetidas vezes. Os plasticos que fazem parte desse grupo sdo os mais
conhecidos e utilizados no dia a dia: polietileno (PE) polipropileno (PP) policloreto de
vinila (PVC) polietileno tereftalato (PET) poliestireno (PS) poliestireno expandido
(PSE), poliamida (PA), policarbonato (PC), etc. Os termofixos, ao contrario dos
termoplasticos, sdo plasticos que quando sdo aquecidos, sofrem uma alteracéo
quimica e criam uma rede tridimensional, assim ndo podem ser derretidos e moldados
novamente. Fazem parte desse grupo o poliuretano (PU), poliésteres insaturados,
resinas epoxi, resinas de melamina, ésteres de vinil, silicone, fenol e ureia (resinas de
formaldeido), resinas fendlicas, resinas acrilicas, etc (EUROPE, 2020).

Levando em consideracdo o tamanho e a aparéncia, os plasticos podem ainda
ser divididos em seis categorias, sao elas macroplasticos, mesoplasticos,
microplasticos, mini-microplasticos e nanoplasticos. Os microplasticos e mini-
microplasticos tem de 5 mm a 1 p m ao longo de sua dimensdo (CRAWFORD AND

QUINN, 2017). A Tabela 1 e Figura 1 descreve e ilustra cada categoria.

Tabela 1 — Categorias padronizadas de acordo com o tamanho de pedacos de plastico.
Fonte: adaptado de Crawford and Quinn. 2017.

Categoria Abreviagao Tamanho Definicdo do tamanho

Macroplasticos MAP 225 mm Qualquer pedaco de plastico
de tamanho igual ou maior
gue 25 mm ao longo de sua

dimensao mais longa.



Mesoplasticos

Microplasticos

Mini-

-microplasticos

Nanoplasticos

MEP

MP

MMP

NP
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<25 mm-5 mm Qualquer pedaco de plastico

<5 mm-1 mm

<1l mm-1 pm

<1l pm

de tamanho menor que 25
mm a 5 mm ao longo de sua

dimensédo mais longa.

Qualquer pedaco de plastico
de tamanho menor que 5
mm a 1 mm ao longo de sua

dimensédo mais longa.

Qualquer pedaco de plastico
de tamanho menor que 1
mm a 1 pm ao longo de sua

dimensé&o mais longa.

Qualquer pedaco de plastico
de tamanho menor que 1
mm ao longo de sua

dimensé&o mais longa.
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2

Macroplastic Mesoplastic
(=25 mm) (<25 mm -5 mm)

J o :
Microplastic  Mini-microplastic | Nanoplastic
(<5mm-1mm) (<1 mm-1pym) (<1 pm)

Microplastics

Plasticles (< 5 mm)

Figura 1 — Categorias padronizadas de acordo com o tamanho de pedacos de plastico. Fonte:
Crawford and Quinn. 2017.

Apesar de apresentar beneficios para a economia, o plastico se tornou um
problema para a saude humana e o meio ambiente. De 2018 para 2019 a producéo
de plastico cresceu de 359 para 368 milhdes de toneladas, mas apenas 9% dos
residuos plasticos foram reciclados. Apenas em 2019, 22 milhdes toneladas de
materiais plasticos tiveram o meio ambiente como destino, sendo 88% macroplasticos
e 0s 12% restante microplasticos. Quantidades significativas de plastico estédo
bioacumulando em ambientes aquaticos, sendo 109 milhdes de toneladas de plasticos
em rios e 30 milhdes de toneladas no oceano (EUROPE, 2020; OECD, 2022).

A Organizacgédo para a Cooperacéo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, do
inglés Organization for Economic Cooperation and Development) afirma que a
poluicdo plastica nos ambientes aquaticos esta alterando fundamentalmente os
ecossistemas marinhos e terrestres, ao mesmo tempo em que apresenta riscos
substanciais para os meios de subsisténcia humanos que dependem da integridade
desses ambientes, como turismo e pesca. Em ambientes aquaticos, ndo esta
totalmente determinado pela comunidade cientifica como esses materiais plasticos se

degradam, mas o certo é que a degradacao dos materiais plasticos resulta na quebra



21

de macroplasticos e mesoplasticos em fragmentos de plastico cada vez menores,
denominados microplasticos (CRAWFORD AND QUINN, 2017).

2.2.  Microplasticos

Para Crawford & Quinn, o termo microplastico (MP) € normalmente usado para
denominar qualquer pedaco de plastico menor que 5 mm a 1 ym de tamanho ao longo
de sua dimensdo mais longa. Todavia, o termo minimicroplastico (MMP) pode ser
usado para se referir a particulas plasticas menores que 1 mm de tamanho ao longo
de sua dimensdo mais longa. Qualquer pedaco de plastico menor que 1um de
tamanho é considerado um nanoplastico (NP). Contudo, os nanoplasticos ainda séo
dificeis de detectar e recuperar e a maioria dos estudos em ambientes aquaticos
focam-se em MPs e MMPs (CRAWFORD & QUINN, 2017).

As principais caracteristicas de microplasticos coletados em ambientes
aquaticos sao suas diversas formas e tamanhos, uns exibindo uma aparéncia esférica
e outros parecidos mais com fibras ou formas aleatorias. Existem dois tipos principais
de fontes de microplasticos: as fontes primarias e as secundarias. Microplasticos
primarios tém uma aparéncia mais manufaturada com formas esféricas ou fibrosas
com uma superficie uniforme bem consistente. Ja os secundérios sédo bem dificeis de
ser categorizados, tendo tamanho e forma aleatéria (BROWNE et al., 2010; COLE et
al., 2011).

2.2.1. Microplasticos primarios

Os microplasticos primarios sdo fabricados intencionalmente para uso direto,
principalmente em produtos de cuidados pessoais (PCPs) ou como precursores de
outros produtos. Os exemplos incluem péletes de plastico de pré-producéo, abrasivos
industriais, esfoliantes, creme dental, gel de banho entre outros usos de produtos de
consumo. A perda acidental dessas matérias-primas plasticas durante o transporte
maritimo é um dos principais responsaveis pela contaminacdo dos mares além de
todos os PCPs escoarem pelo ralo, sendo levados para os rios e consequentemente
para os mares (LESLIE et al., 2011).
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Os glitters também sdo considerados microplasticos primarios e aparecem em
varios produtos de consumo diferentes, desde tintas corporais a esmaltes e
cosméticos. Durante o carnaval, por exemplo, sdo usados no corpo e posteriormente
lavados, podendo chegar a ambientes aquéticos naturais (TAGG & IVAR DO SUL,
2019).

Outro exemplo de microplasticos primarios séo as fibras sintéticas. As fibras
sdo uma das categorias mais abundantes de plasticos encontrada no meio ambiente
e vém principalmente da lavagem de tecidos, tanto em escala industrial quanto
doméstica. Estima-se que uma Unica peca de roupa sintética pode liberar mais de
1900 fibras plasticas em apenas uma lavagem (BROWNE et al., 2011; CRAWFORD
& QUINN, 2017).

2.2.2. Microplasticos secundarios

Microplasticos secundarios sao pedacos irregulares de plastico formados no
ambiente a partir da degradacdo de macroplasticos, como sacolas e embalagens
plasticas, engradados, garrafas e principalmente cordas e redes (REISSER et al.,
2013). Os grandes pedacos de plasticos vao se degradando em pedacos menores ao
longo do tempo, principalmente pela exposicdo a luz UV do sol ou por processos
mecanicos, como ondas de maré (CLAESSENS et al., 2013; COOPER &
CORCORAN, 2010; CRAWFORD & QUINN, 2017).

As principais fontes de microplasticos secundarios que chegam ao mar
incluem residuos urbanos, aterros sanitarios descobertos, lixdes ou recipientes de lixo
abertos, plasticos agricolas, entre outros. Muitos desses microplasticos sao
transportados aos ambientes marinhos carregados pelas vias pluviais ou aguas
residuais industriais e domésticas. (ARTHUR et al., 20019; GESAMP, 2010; RYAN et
al., 2009; LESLIE et al., 2011).

2.3. Contaminacao dos ambientes aquaticos por MPs

A primeira apari¢cdo de microplasticos foi ha 50 anos atras no qual Carpenter et
al. (1972) identificaram em redes de arrasto normalmente usadas para coletar

planctons, na agua do mar de Sargasso (LESLIE et al., 2011). A presenca e o acumulo



23

de microplasticos no oceano sédo considerados um problema por diversas razdes,
principalmente por serem ingeridos pela biota marinha (COLE et al., 2011; LAIST,
1997; HIDALGO-RUZ et al., 2012). Um estudo coletou dados entre 2007 e 2013 de
1.571 locais ao redor do mundo (ERIKSEN et al., 2014), concluindo que existem mais
de 5,25 trilhdes de pecas de plasticos presentes na superficie dos oceanos com uma
massa de aproximadamente 268.940 toneladas, das quais 35.450 toneladas estédo na
forma de microplasticos (CRAWFORD & QUINN, 2017).

Em 2019, cerca de 22 milhdes de toneladas de plésticos alcancaram o meio
ambiente e 12% desses residuos eram microplasticos (OECD, 2022). Como a
degradacdo do plastico € muito lenta, os microplasticos tendem a permanecer no
ambiente durante longos periodos e participam de varios tipos de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos que envolvem o seu transporte e destino no ambiente marinho,
na lixiviacdo e adsorcdo de contaminantes quimicos e interaces com a biota. Um
esquema de como esse processo acontece pode ser observado na Figura 2. (LESLIE
et al., 2011).

Processos Fisicos Quimicos Biota
¢ :l /
7 | N Entrada via vento

Entrada via rios

Plasticos flutuantes
uv encontram POPs na
microcamada de superficie Interag&o na
rica em contaminantes superficie da agua
com algas

Entrada via navios

L) e —
Transferéncia na

Degradacdo de particulas Produto quimico cadeia alimentar

pora tamanhos menores - dissolvido na dgua do mar| ™ T

Ingest&o de plastico

lixiviag&o de aditivos
para organismos

mais érea de superficie
para sorver POPs

é absorvido e
concentrado em pléastico
Intemperismo, . o e

Aditivos quimicos lixiviam Bioacumulagdo de

do plastico equilibrado POPs absorvidos com
na fase aquosa

bioincrustagdo e

afundamento plastico
Plastico e produtos Ressuspensdo de

quimicos afundados em produtos quimicos via

sedimentos (baixa plastico em sedimentos
biodisponibilidade para

micrébios) 0 Micropléstico <5 mm
<> Macroplastico >5 mm

o Poluente quimico

Figura 2 — Fontes de microplasticos marinhos e os varios processos fisicos, quimicos e bioldgicos que

afetam microplasticos no ambiente marinho. Fonte: adaptado de Leslie et al. 2011.
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A superficie plastica propicia a bioacumulacdo de substancias organicas,
incluindo os poluentes orgéanicos persistentes (POPs). POPs sdo compostos que hao
sédo facilmente degradados por processos fisicos, quimicos e bioldgicos no meio
ambiente. Eles sdo hidrofébicos e podem ser adsorvidos pelas particulas plasticas
presentes em ambientes poluidos (ALHARBI et al., 2018; TANG, 2021). Uma vez
ingeridos, esses poluentes adsorvidos pelos microplasticos podem ser transferidos
para os organismos em questédo (TEUTEN et al., 2009). Entre os POPs, esta a classe
dos hidrocarbonetos arométicos policiclicos (HPAs), compostos potencialmente

toxicos, carcinogénicos e mutagénicos (LIMA, 2008).

2.4. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo uma grande classe de
compostos organicos que contém apenas carbono e hidrogénio formados por dois ou
mais anéis aromaticos fundidos (IARC, 2010). O grupo dos HPAs é bem extenso,
podendo existir diversas configuracdes diferentes, gerando mais de 100 substancias
organicas, entretanto, a United States Environmental Protection Agency (US EPA)
define 16 HPAs prioritarios, expostos na Tabela 2. Quanto a carcinogenicidade, a
Agéncia Internacional de Investigacdo em Céancer (IARC) definiu grupos, no qual o
Grupo 1 se trata dos carcinogénicos para humanos, o Grupo 2A sdo provaveis
carcinogénicos para humanos, o Grupo 2B séo possiveis carcinogénicos e o Grupo 3
caracterizam os que nao apresentam carcinogenicidade para humanos (FREITAS,
2021).

Tabela 2 — Os 16 HPAs prioritarios e sua classificacdo quanto a carcinogenicidade. Fonte:
Adaptado de Freitas. 2021.
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Naftaleno 128,17 3 2
Pireno 202,26 3 4 “

HARC, 2010.

Os HPAs podem ter ocorréncia natural devido a emissdes vulcanicas e na
queima de biomassa. Em sua forma mais pura, os HPAs sdo solidos e variam de
transparente a branco ou amarelo-esverdeado palido e possuem alto ponto de fuséo.
Eles também podem ser produzidos através de acfes antropicas como a combustéo
incompleta de substancias organicas como o carvdao, madeira, 6leos e petroleo,
producdo de aluminio e outros processos industriais como a fabrica¢@o de corantes,
plasticos, pesticidas e até em produtos farmacéuticos. De acordo com o INCA,
também é possivel encontrar HPAs na fumaca do cigarro, que pode ser transportada
por longas distancias no ar atmosférico. (US EPA, 2008; ROCHA & NISHIO, 2016;
INCA, 2021).

Quando liberados no meio ambiente, os HPAs variam em comportamento.
Alguns podem se transformar em vapor no ar com muita facilidade (baixa massa
molar, contém dois ou trés anéis aromaticos fundidos), sendo mais facil a sua
degradacéo. Entretanto a maioria ndo se decompde facilmente (maior massa molar,
contém quatro ou mais anéis fundidos) e sdo encontrados predominantemente ligados
a particulas de poeira, solo ou sedimento (LIMA, 2008; CHOI et al., 2010).

Os HPAs possuem baixa solubilidade em agua e quanto maior a quantidade de
anéis (maior massa molecular), menos solUveis sdo esses compostos. Isso faz com
guem HPAs grandes sejam dificilmente degradados biologicamente significando sua
maior persisténcia no meio ambiente (JOHNSEN et al., 2005; HARITASH & KAUSHIK,
2009). Na tabela 3 pode ser observado que o aumento de anéis tem relacdo com a

presséo de vapor e solubilidade.
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Tabela 3 — Massa Molar e Propriedades Fisico-Quimicas dos 16 HPAs.

HPA N qe M. M. S(mgL?) Log Kow P(Tora

aneis 20°)
Naftaleno 2 128 30 3,37 4,90E-02
Acenattileno 3 152 3,93 4,07 2,10E-02
Acenafteno 3 154 3,47 4,33 2,00E-02
Flureno 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-02 561 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
Benzolk]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[a,h]antraceno 5 278 5,00E-03 5,97 1,00E-10
Benzolg,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: pressdo de vapor
FONTE: Lundstedt (2003, adaptado).

2.5. Contaminacéo de ambientes aquaticos por HPAs

Os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos sdo pouco sollveis em agua. Em
ambientes aquaticos essas substancias tendem a concentrar-se em sedimentos ou
associar-se a matéria organica que fica sobre a agua. Pesquisas recentes mostram
gue os HPAs também podem se associar e bioacumular em microplasticos. Frias et
al. mostra em sua pesquisa, feita na costa portuguesa, que todas as amostras de
microplasticos coletadas estavam contaminadas com POPs, dentre eles, os HPAs
(LIMA, 2008; FRIAS, 2010).

Em ambientes aquaticos, os HPAs podem se acumular em organismos
aguaticos, como peixes, moluscos, crustaceos, entre outros, adentrando assim na

cadeia alimentar. Esses compostos podem chegar aos seres humanos pela ingestéo,
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0 que torna bastante preocupante devido a sua toxicidade, aumentando a incidéncia
de diversos tipos de canceres (ROCHA & NISHIO, 2016).

No final de agosto de 2019, ocorreu um grande derramamento de 6leo na costa
nordeste do Brasil. Esse incidente jA é considerado o maior desastre do litoral
brasileiro e gerou ampla repercussdo na midia nacional e internacional. De acordo
com o The New York Times, em um artigo de 8 de outubro de 2019, foram 100
toneladas de 6leo que atingiram a 132 praias em 9 estados apenas em setembro. Os
impactos causados por esse 0Oleo ainda sdo incertos, mas compostos derivados do
petréleo, principalmente os HPAs, foram identificados nas aguas das regides afetadas
(ARAUJO et al. 2021).

Em éareas afetadas pelo derramamento de 6leo, os hidrocarbonetos séo de
grande preocupacdo pois, como mencionado, sdo toxicos e bioacumulativos na
natureza, podendo desencadear efeitos cancerigenos para animais e humanos, além
da morte de inlmeros organismos e a contaminacéo de frutos do mar (MAGALHAES
et al., 2022).

2.6. Espectroscopia de Fluorescéncia

A fluorescéncia é provocada pela absorcao de energia radiante e reemissao de
parte desta energia sob a forma de luz. A luz emitida tem comprimento de onda maior
que a luz absorvida (Lei de Stokes) (VOGEL, 1988). A espectroscopia de
fluorescéncia, ou espectrofluorimetria, € uma técnica que se refere a obtencédo de
espectros de emissao a partir da varredura em determinada faixa de comprimento de
onda de emissao — Aem (NM), enquanto o comprimento de onda da excitacdo que a
amostra sofre, Aexc (NM) € fixo. Dito iSso, 0 contrario ocorre ao se obter o espectro de
excitagao, que é obtido pela varredura de diferentes Aexc (nm), enquanto o sinal de
emissao é registrado em um unico comprimento de onda (ATKINS, 2006). Isso é
permitido pela presenca de dois monocromadores acoplados em um
espectrofluorimetro, no qual um permite a variagdo do comprimento de onda de
excitacdo e o outro permite producdo de um espectro de onda de emissdo de
fluorescéncia (SKOOG, 2006).

Geralmente, a emissao fluorescente € medida em angulo reto em relacédo ao

feixe incidente para evitar a interferéncia desse feixe. A emissao de curta duracéo que
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ocorre € chamada de fluorescéncia. Os compostos que contém anéis aromaticos
apresentam emissdo fluorescente mais intensa e mais util. Muitos hidrocarbonetos
aromaticos ndo substituidos fluorescem em solugdo com uma eficiéncia quéantica que
aumenta com o numero de anéis e seu grau de condensacdo, 0 que torna a

fluorescéncia uma técnica adequada para analisar HPAs (SKOOG, 2006).

O instrumento usado para medidas de fluorescéncia € chamado de
espectrofluorimetro, ele € composto por uma lampada (fonte), monocromadores, area
de amostra, filtros e um detector (SKOOG, 2006). Um esquema dos componentes de

um espectrofluorimetro pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3 — Esquema dos componentes de um espectrofluorimetro. Fonte: Freitas, 2021
(adaptado de Lakowicz, 2006).

2.7. Membranas de nailon e extracdo por sor¢do em disco rotativo (RDSE)

2.7.1. Membranas filtrantes de nailon e suas interacées com os analitos
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Nailons sédo polimeros que contém em sua estrutura grupos amidas — que sao
essencialmente planar devido ao carater parcial de dupla ligacao da ligacdo C—N — e
grupos carboxilicos. Também conhecidos como poliamidas, sdo compostos lineares
obtidos por reacdes de condensacdo das quais o tamanho dos segmentos mais
polares é capaz de ser variado de acordo com o tipo de monémero aplicado na
polimerizacdo, como é visto na Figura 4 (BALDI & ATVARS, 2005).
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Figura 4 — Cadeias de diferentes tipos de nailon. Fonte: adaptado de Baldi & Atvars, 2005.

As membranas de néilon sdo naturalmente hidrofilicas, compativeis com
solventes orgéanicos. O nailon é mecanicamente duravel e também termicamente
estavel até 50 -C (ESCANDAR et al, 2004). As membranas de nailon sao feitas de
ndilon 6,6 e comercialmente estao disponiveis com didametros de poro de 0,22 um ou
0,45 um. Por terem propriedades tanto polares quanto apolares, sdo amplamente
utilizadas para filtracéo de solu¢des das mais diversas polaridades. Além de filtragédo
as membranas também podem adsorver fortemente substancias, o que implica no seu
usSo como suportes para extracdo em fase solida (EFS) (BORTOLATO et al., 2008).
Escandar et al. relatam em seu trabalho que membranas de nailon tém apontado um
desempenho bom como suporte solido de determinados compostos organicos, entre
eles os HPAs. Eles declaram que a matriz de nailon adsorve melhor o composto em
estudo, a carbamazepina, enquanto outras matrizes como celulose, folhas

cromatograficas de aluminio de silica gel, acetato de sodio, entre outros n&o
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apresentaram sinais fluorescentes como as observadas em membranas de nailon
(ESCANDAR et al, 2004).

2.7.2. Extragao Sortiva em Disco Rotativo

A técnica de Extracdo Sortiva em Disco Rotativo — do inglés Rotating-disk
Sorptive Extraction (RDSE) surgiu com a finalidade de extrair compostos com baixa
polaridade presentes em uma solugéo. Ela consiste em um disco giratorio feito de
Teflon revestido com um filme de polidimetilsiloxano (PDMS). A principal vantagem
dessa técnica € a possibilidade de ter uma maior area imobilizada, o que permite a
execucao em alta velocidade, ja que esta nao entra em contato com o fundo do frasco
da amostra, apenas com a solucao; assim a transferéncia de massa do analito para a
superficie do filme é facilitada (RITCHER et al., 2009). Na Figura 5 € possivel observar

um esquema de como é montado um dispositivo para RDSE.
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Figura 5 — Esquema de um dispositivo para Extracdo Sorptiva de Disco Rotativo. Fonte:
Freitas, 2021 (adaptado de Richter et al., 2009).

A técnica apresenta baixo custo pois a configuracéo do disco rotativo é
de facil confeccdo em laboratério e por ser um tipo de microextracdo, o volume de
solventes organicos prejudiciais ao meio ambiente também pode ser diminuido. Além
disso, levando em consideracéo a velocidade de agitacdo, o tempo de extracédo pode

ser otimizado. Giordano e colaboradores mostram em seu trabalho que a interacao de
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analitos apolares com o PDMS (fase apolar) a uma velocidade de disco giratorio de
1250 rpm, atingiu o equilibrio de extrac&o utilizando 2 mL de metanol, agitando por 30
minutos.

Levando em consideracédo a baixa polaridade dos HPAs, a RDSE se
torna uma Otima alternativa para extracdo destes. Para pré-concentracdo e
determinacdo de HPAs de alta massa molecular, uma nova estratégia proposta por
Cafas e colaboradores foi usar uma membrana de nailon acoplada a um disco rotativo
para determinar benzo[a]pireno BaP, dibenz[a,h]antraceno (DBA), benz[a]antraceno
(BaA) e criseno (CRI). Além destes HPAs, também foram adicionados no preparo das
misturas o benzol[b]fluoranteno (BbF), benzo[g,h,i]perileno (BghiP), indeno[l1,2,3-
d]pireno (IcdP) e pireno (PIR) que tem sinais que sobrepdem o DBA, BaA, BaP e CRI,
sendo eles tratados como agentes interferentes (CANAS et al., 2014).

O experimento consistiu em agitar por 20 min a 1250 rpm um dispositivo
RDSE com uma membrana de nailon acoplada em 25 mL de solucdo aguosa com a
mistura de HPAs. AplOs isso, a membrana € seca e introduzida em um
espectrofluorimetro para geracdo de espectros e analisada com calibracédo
multivariada, utilizando-se ainda do algoritmo PARAFAC para quantificacdo. O
trabalho reporta que a extracdo € eficiente, sensivel e seletiva, além de ser
ambientalmente menos agressiva, trabalhando de acordo com os aspectos da
quimica verde (CANAS et al., 2014).

Outro trabalho fundamentado na pré-concentracdo de HPAs em
membrana de nailon utilizando-se da extracdo por sor¢cdo em disco rotativo,
espectrofluorimetria e calibracdo de ordem superior também apresentou resultados
bastante positivos. O experimento consistiu em contaminar amostras de 8 tipos de
solos diferentes com 6 misturas de concentragdes diferentes dos seguintes HPAs:
antraceno (ANT), fenantreno (FEN), criseno (CRI) e benzo[a]pireno para gerar 48
amostras (FREITAS, 2021).

Para verificar as melhores condi¢cdes de execucdo dos experimentos,
também foi montado um planejamento fatorial 23, avaliando efeitos de concentragéo
de sal, tempo de agitacdo e solvente. A extracao € feita em uma coluna (ponteira de
pipeta automatica de 5 mL), no qual 6 mL do solvente (Acetonitrila:H20 e
Acetona:H20) passa pela mesma, arrastando os HPAs do solo direto para um baléo
volumétrico de 25 mL, adicionando 5 mL de NaCl 1 mol L't e completando com agua

ultrapura em seguida. Apos essa etapa, a amostra é levada para um dispositivo RDSE
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feito com tampas de tubo Falcon de 15 mL acoplado a uma membrana de nailon
voltada para cima em um copo de formato trapezoide de fundo plano para agitar por
30 minutos. Depois de seca, a membrana é levada para o espectrofluorimetro para se
obter os espectros de cada amostra. (FREITAS, 2021).

O estudo mostrou que diante da metodologia utilizada, a membrana foi
bastante eficaz em adsorver os analitos estudados e que a escolha da
Acetonitrila:H20 combinada com o tempo de 30 minutos e adicdo de NaCl mostrou
ser a melhor condicdo para a realizagdo dos experimentos, obtendo-se resultados
satisfatorios. O uso do algoritmo PARAFAC no modelo evidenciou eficiéncia na
separacdo dos perfis e para quantificacdo dos quatro HPAs, afirmando que a
metodologia pode ser usada em amostras reais e outras matrizes ambientais
(FREITAS, 2021).

2.8. Calibracdo de Segunda ordem

Um dos objetivos dos métodos quimiométricos € a andlise quantitativa de
sistemas multicomponentes com espectro sobreposto. De acordo com a dimensao
dos dados, os métodos quimiométricos podem ser classificados em métodos de
ordem zero, primeira e segunda ordem. O uso dos métodos de ordem zero se faz
necessario no tratamento de dados univariados, por exemplo, os adquiridos de
pHmetros. Como neste modelo é usado um Unico valor da medida experimental na
forma de escalar para cada amostra, ele ndo funciona muito bem na presenca de
interferentes pois ndo conseguem diferencia-los, ou seja, a seletividade ocorre apenas
para o analito de interesse (VALDERRAMA et al., 2009; FREITAS, 2021).

Os métodos de primeira ordem, como o préprio nome diz, sdo usados para
dados de primeira ordem, nos quais a natureza e a matriz quimica das amostras
padrdo deve ser semelhantes as das amostras desconhecidas. I1sso significa que os
padrées, que sdo submetidos para construir uma calibragdo modelo para analisar
amostras reais, sdo as proprias amostras reais apenas com interferentes conhecidos
e com guase as mesmas misturas, que devem ser previamente analisadas por um
meétodo independente. Os modelos de primeira ordem mais usados sdo Regressao
Linear Mdltipla (MLR — Multiple linear regression), Regressdao de Componente
Principal (PCR — Principal Component Regression) e Minimos Quadrados Parciais
(PLS — Partial Least Squares) (SMILDE et al., 1999; ESCANDAR et al., 2007;
NASERI, BAHRAM & MABHOOTI, 2011).

Os métodos de calibracdo de segunda ordem tém a capacidade quantificar
amostras desconhecidas mesmo na presenca de interferentes desconhecidos e nao
calibrados. Isso permite a utilizacdo de padrdes de analito puro. Em contraste com



34

calibracdo multivariada de primeira ordem, esses métodos levam em consideracao 0s
comportamentos espectroscopicos e cinéticos simultdneos das substancias
resultando em maior seletividade e sensibilidade. Além disso, os algoritmos de
segunda ordem evitam a necessidade de usar um grande numero de amostras de
calibracéo, pois uma Unica amostra de calibracdo, que contém o analito de interesse,
é suficiente (NASERI, BAHRAM & MABHOOTI, 2011).

Para melhor ilustrar a dimensdo dos dados que sé&o obtidos de acordo com o
tipo de amostra e a ordem, a Tabela 3 traz uma representacao esquematica dos tipos
de dados por ordem da calibracéo.

Tabela 4 — Representagéo esquematica dos tipos de dados, e ordem da calibragdo. Fonte:
adaptado de Freitas, 2021.

Dados 0 ordem 12 ordem 22 ordem

Amostra

Escalar Vetor Matriz

Conjunto de
amostras

Vetor 3 vias
Matriz

Calibracdo Univariada Multivariada

&
< 7 < >

Na tabela 3 pode ser observado um arranjo em trés vias. A trilinearidade € uma
condigdo importante para o tratamento de dados de segunda ordem. O conjunto de
dados é trilinear quando se mantém duas vias invariaveis, varrendo a terceira,
contribuindo para o sinal analitico de cada componente puro da mistura da amostra,

variando apenas em intensidade, sem surgimento de novas estruturas no sinal
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analitico (SIQUEIRA, 2019). Abaixo, na equacdo 1, é descrito matematicamente a

trilinearidade em um arranjo de trés vias:

Xijie = Z?=1 a;rbjrciy + €k (Ea.1)

onde Xijx € o arranjo trilinear de dados, i é a dimenséo da amostra e j e k séo
0s canais do instrumento de medida, Ai é a concentragdo, Bj e Cx sdo os perfis
instrumentais dos componentes puros em ambas as dimensdes, e Eijx € o residuo
deixado pelo modelo. Os dados espetrofluorimétricos, por exemplo, séo trilineares
sendo possivel adquirir espectros de emissao-excitacdo mantendo-se dois modos
dimensionais constantes, variando linearmente o terceiro com a resposta analitica
(SIQUEIRA, 2019).

2.9. Anadlise de Fatores Paralelos - PARAFAC

O PARAFAC (Parallel Factor Analysis), em portugués Analise de
Fatores Paralelos, € um método de calibracdo de segunda ordem que vem sendo
cada vez mais difundido no meio cientifico, apresentando-se como um método de
decomposicdo para dados de ordem superior, sendo um dos varios métodos de
deconvolucéo para dados trilineares (BRO, 1977; FREITAS, 2021).

Esse método decompde os dados de segunda ordem em F triades de
vetores pesos (A, B e C), no qual o nimero de fatores e as triades (representadas por
F) sdo formadas pelos dados referentes a trés dimensfes, 0 que significa que a
primeira é formada pelo primeiro fator de cada dimenséo e assim por diante. Os perfis
espectrais de emissao e excitacdo dos componentes da amostra correspondem as
vias normalizadas B e C, respectivamente. A via A carrega as informacdes de
intensidade da amostra e pode ser correlacionada a concentracdo por meio de
calibracdo pseudo-univariada que € uma calibracdo feita contra a concentracao
conhecida dos padrées incluidos no tensor de dados (SIQUEIRA, 2019). Na Figura 6
esta uma representacao grafica da equacao 1, vista na sec¢ao anterior (2.8) que mostra
a decomposicéo trilinear de um arranjo tridimensional, que é o que acontece na

pratica.
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Figura 6 — Esquema representativo da decomposi¢cdo no modelo PARAFAC. Fonte: Siqueira,
20109.

A aplicabilidade deste método depende da trilinearidade dos dados, da escolha

correta de fatores (F) e de uma a relacéo sinal ruido adequada.

3. METODOLOGIA

3.1 Preparacdo dos microplasticos

Na montagem do sistema, os microplasticos foram obtidos a partir dos
materiais plasticos que foram fragmentados em pedagcos menores, até ficarem em
escala micrométrica. O polimero utilizado para essa representagao foi o polipropileno,
presente em ponteiras plasticas para micropipetas que séo utilizadas em laboratorio.
As ponteiras plasticas foram raladas com o auxilio de uma lima de aco, até que se

obtivessem microparticulas plasticas.

3.2. Preparacao da mistura de microplasticos
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Na montagem do sistema, os microplasticos foram obtidos a partir de materiais
plasticos (sacolas, embalagens e garrafas) que foram triturados em pedacos menores,
até estarem em escala micrométrica. Dentre os diversos tipos de polimeros, a escolha
foi feita levando em consideracdo os principais tipos de residuos plasticos que
normalmente sdo encontrados nas praias, como garrafas (PET), sacolas (PEAD),
tampas de garrafa (PEBD), rotulos (PP), marmitas (PS), embalagens de alimentos
(PC), entre outros. Os plasticos foram triturados com o auxilio de uma tesoura,
seguida de um cortador de legumes meia lua em aco inoxidavel. Apés, os MPs foram

vertidos em uma peneira de 0,85 mm, garantindo que passem apenas microparticulas,

como é observado na Figura 7.

Figura 7 — Preparacao da mistura de microplasticos. Fonte: arquivo pessoal, 2022.

3.3. Preparacao de estoques padroes de HPAs

As solugbes de HPAs foram obtidas por diluicdo de solucdo estoque de cada
padrdo analitico, previamente preparada e mantida sob refrigeracdo. A diluicdo foi
feita de modo que as concentragcdes obtivessem 0s seguintes valores: antraceno (20
mg L), benzo[a]pireno (5 mg L?), criseno (5 mg L) e fenantreno (50 mg L),
utilizando como solvente o metanol. ApOs essa etapa, 0s estogues padrbes
preparados foram reservados e deixado sob refrigeracéo a temperatura abaixo de 5
°C.
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3.4. Contaminacao do solo com Microplasticos e HPAs para geracao de

amostras

O tipo de solo utilizado neste experimento foi areia de aquario clara de
granulometria fina pois se aproximava mais das caracteristicas da areia de praia. A
contaminacdo de microplasticos no solo foi realizada numa proporcdo de 1:100,
usando 0,500 g para 50,000 g de areia. O processo de homogeneizacdo
areia+microplastico foi feito com o auxilio de um recipiente acoplado a uma

parafusadeira, que € visto na Figura 8 abaixo.
Microplasticos

.
-
)
——
—
-

>3 |
“1

Recipiente plastico

Parafusadeira
Areia

-
Figura 8 — Esquema do sistema montado em laboratério para homogeneizagéo da areia com

microplasticos.

Para a contaminacao dos HPAs, foram utilizados os estoques padroes de HPAs
previamente preparadas em metanol dos compostos ANT, B[a]P, CRI e FEN. A adi¢ao
dos volumes de HPAs na amostra de solo foi realizada de modo que os mesmos

ficassem na concentracdo descrita na tabela abaixo.
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Tabela 5 — Composic¢ao das misturas de HPAs nos solos (ug de HPA/kg de solo).

HPAS M1 M2

Antraceno 600 900
Benzol[a]pireno 37,5 137,5

Criseno 375 225
Fenantreno 2250 1250

Apoés a contaminagcdo, com o auxilio de um bastdo de vidro, a amostra foi
misturada e deixada na capela por 24h de modo que todo o solvente, nesse caso o
metanol, evaporou. Secas, as amostras foram armazenadas em tubos Falcon envoltos
de papel aluminio, para evitar a incidéncia de luz nas amostras.

Algumas condi¢des foram variadas ao longo do tempo, de modo que fosse
possivel comparar a persisténcia dos HPAs na presenca e na auséncia dos
microplasticos. Um conjunto de amostras foi pesado e levado para estufa a fim de se
estudar o efeito da temperatura. Outro conjunto de amostras foi pesado e deixado na
capela a temperatura ambiente para avaliar o efeito do contato com a superficie e a

luminosidade. Os parametros variados nas amostras estdo na Tabela 5.

Tabela 6 — Parametros variados em amostras de solo contaminadas com HPAs e

microplasticos.

Experimento Tempo Temperatura Conjunto de amostras que passaram
pelo experimento
Estufa 2h 35-40° M1
Capela 1 semana Ambiente M1
Capela 72 dias Ambiente M2

Além dos experimentos listados acima, amostras de solo com HPAs isolados
também foram preparadas seguindo o0 mesmo procedimento feito para a

contaminacgao das misturas, a fim de se estudar esses compostos separadamente.
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Tabela 7 — Concentracao de HPAs isolados nas amostras de solo (ug de HPA/kg de solo).

HPAS Concentracao
Antraceno 600
Benzo[a]pireno 37,5
Fenantreno 2250

Estas e as amostras que ficaram armazenadas em tubos Falcon a temperatura

ambiente durante o trabalho também passaram pelo processo de extracao.

3.5. Extracdo e preparo das amostras analiticas

Em cada extracéo foi utilizado 0,500 g de areia. Essa areia foi transferida para
um tubo de ensaio, no qual foram adicionados 6 mL de uma solugdo extratora
previamente preparada de acetonitrila/H20 (1:1 v/v) e levado para o ultrassom por 30
min, agitando-se manualmente a cada 5 minutos. Passado esse tempo, essa solucéo
foi vertida em uma coluna de vidro de 5 mL previamente preparada com |a de vidro
compactada com a ajuda de um bastéo de vidro, no qual o eluato foi recolhido em um
baldo volumétrico de 25 mL. Na Figura 9 é possivel observar o sistema montado para

extracdo dos analitos das amostras.
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Figura 9 — Coluna de vidro para extracao de solos utilizando 1& de vidro. Fonte: arquivo

pessoal, 2022.

Ap0s, a amostra foi colocada novamente no ultrassom por 15 minutos, com 6,0
mL de &gua ultrapura e foi agitada manualmente a cada 5 minutos. A solucéo foi
novamente vertida na mesma coluna de vidro e com o auxilio de um pipetador, o
restante do eluato é transferido para o baldo. Com o extrato ja no balédo, auxiliado por
uma pipeta, é feita a adicdo de 5,0 mL da solugdo NaCl 1 mol L! (FREITAS, 2021) e

ajustado o volume até o menisco do baldo com a agua ultrapura.

3.6. Extracédo por sor¢cao em disco rotatorio (RDSE)

Um pedaco circular de 1,0 cm de diametro de filtro de nylon de 0,45 pm foi
colocado em um suporte construido em uma impressora 3D Ender 3 V2 com uma
barra magnética acoplada. O material usado para a fabricacdo do disco foi o acido
polilactico (PLA) de 1,75 mm da GTMax3D. O esquema do dispositivo pode ser visto
na Figura 10. Com a membrana de nailon ja fixa, o suporte foi colocado voltado para
cima em um copo de formato trapezoidal e fundo plano. A solu¢éo de 25 mL preparada
anteriormente a partir do extrato de solo é colocada no copo e este é posto sobre um

agitador magnético.
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Figura 10 — (a) Partes do disco rotatorio que condiciona a membrana de nylon; (b) Montagem

do disco rotatério; (¢) Extracao por sorcdo em disco rotatério em copo trapezoidal sob agitacédo.

A velocidade de agitacao foi ajustada até que o vortex formado sobre o suporte
tangenciasse a membrana de nailon, para que assim os HPAs pudessem ser
concentrados nesta Ultima. O filme é mantido em rotagdo na solucdo durante 30
minutos. Em seguida a membrana é seca a temperatura ambiente também durante
30 minutos. Apds, ela é inserida no suporte para solidos do espectrofluorimetro e séo

adquiridos os espectros de cada amostra.

3.7. Medidas espectrofluorimétricas e tratamento de dados

Um espectrometro de fluorescéncia Agilent Cary Eclipse® com fonte de
radiacdo de lampada pulsada de xendnio foi utilizado na obteng¢do dos espectros. O
acoplamento do equipamento precisa ser mudado para que seja possivel medir
diretamente na membrana de ndilon, assim foi utilizado o suporte para sélidos do

préprio equipamento com diametro de 1 cm, como demonstrado na Figura 11.
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Figura 11 — Suporte para soélidos do espectrofluorimetro com a membrana de néilon.

Os parametros observados para as medidas espectrais em 3D tiveram variagcao
em emissao (nm) de 340-456, excitacdo (nm) 251-277, passos de 2 nm para ambos,
as fendas de excitacdo e emissao correspondem a 20 e 2.5 nm, respectivamente e
tensdo da fotomultiplicadora em 550 V.

Para o tratamento de dados foi utiizado o MVC2, uma interface grafica
executada no Matlab para aplicacdo de métodos de calibracdo de segunda ordem
(FREITAS, 2021). Como descrito anteriormente, é esperado que o numero de
componentes deve ser no minimo 4, neste caso, referente aos 4 analitos. Entretanto,
como a matriz € complexa, pode ser que haja interferentes, sendo necessario
aumentar o numero de componentes durante o tratamento de dado para que seja feita
uma separacao eficiente.

A interface do MVC2 pode ser observada na figura 12.



« [ PARAFAC
340 456 2 251 277 2

CAUsers\administradonDesktopiariv

Figura 12 — Interface MVC2 utilizada neste modelo.

44
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4. RESULTADOS

4.1. Pré-concentracdo em membrana de nailon com uso da RDSE e

separacao dos componentes pelo método PARAFAC

A EFS consiste na extracdo de analitos e compostos interferentes de uma
matriz aguosa fazendo uso de um cartucho contendo a fase estacionaria extratora.
Por ser uma técnica classica, a EFS possui algumas limitacdes. A principal delas € a
necessidade do uso de solventes toxicos para a dessorcdo do analito que fica retido
no cartucho.

A extracao sortiva em disco rotativo (RDSE) se destaca como uma técnica mais
simples, rapida e de baixo custo. Por ser um tipo de microextracdo, o volume de
solventes organicos prejudiciais ao meio ambiente também pode ser diminuido, o que
se torna uma vantagem frente as técnicas de extracao classicas como EFS e extracdo
liquido-liquido.

Antes da execucdo propriamente dita da RDSE, fez-se necessério extrair 0s
analitos primeiramente da areia. A adicdo do solvente organico acetonitrila/H20 (1:1
v/v) serve para que a solucédo se torne mais apolar do que a matéria organica presente
na areia, a qual os HPAs sentem afinidade. Dito isso, como os HPAs sdo moléculas
apolares, acabam sendo extraidos da areia, migrando para o meio apolar da solucgéo.
Na RDSE, para direcionar os HPAs para que sejam adsorvidos pela membrana,
adiciona-se NaCl, fazendo com que a solucdo fique mais polar que o néilon e os
analitos migrem para a membrana.

A pré-concentracdo dos analitos na membrana de nailon é uma estratégia
importante para trabalhar-se com amostras cujas concentracdes de analitos estao
abaixo do limite de detec¢do do método analitico. A extracdo sorptiva em disco rotativo
(RDSE) €, aléem de uma técnica de extracdo, uma técnica de pré-concentracao capaz
de concentrar compostos com baixa polaridade presentes em uma solucdo, nesse
caso, 0os HPAs.

Para a medida de fluorescéncia feita diretamente na membrana, a faixa
espectral de comprimento de onda de excitacdo de 251 a 277 nm e emissao de 340
a 456 nm, com fenda de 2 nm para ambos. A escolha da variacéo foi feita pelo fato

dessa faixa conter todos os picos do antraceno, fenantreno, criseno e benzo[a]pireno.
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Devido tratar-se de misturas, os sinais dos analitos se sobrepdem, de modo que o

perfil espectral obtido é o sinal da mistura (Figura 13).
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Figura 13 — Espectro de fluorescéncia 3D da membrana exposta por RDSE por 30 minutos a solugéo

do extrato da amostra de referéncia da mistura M1 com microplasticos.

Para a separacéo desses sinais emprega-se a calibracdo multivariada. Como
demonstrado na secéo 2.8, os dados de fluorescéncia EEM sao dados de 22 ordem e
trilineares, portanto, podem ser tratados com o PARAFAC. A deconvolucao dos dados
com 6 componentes teve como resultado a separacédo dos perfis individuais dos 4
HPAs adicionados e mais dois perfis que remetem a presenca de interferentes
desconhecidos (contaminantes). Os gréaficos do modo B e do modo C, com 0s sinais

espectrais de cada componente, podem ser observados na Figura 14.
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Figura 14 — Decomposicdo dos componentes realizada pelo PARAFAC para os HPAs em mistura.
Para os analitos as concentra¢des foram em ug de HPA por kg de areia. As concentragdes para 0s
analitos variam entre: CRI: 225-375; B[a]P: 37,5-137,5; FEN:1250-2250; e ANT: 600-900. No gréfico,
“comp. papel” é referente a um contaminante vindo do papel e bg refere-se ao sinal de fundo da

membrana e da areia.

Na modelagem pelo PARAFAC, o numero de componentes nas amostras foi
estimado através do ajuste residual (siit) que é o ajuste residual estimado a partir da

Soma Quadrada dos Erros (SSE) dos residuos e seu Desvio Padrédo (SD). E possivel
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observar que o valor do siit estabiliza na deconvolugdo com 6 componentes, tendo
pouca variacdo a medida que o nimero aumenta, indicando que ndo ha mais nada

que possa ser modelado na matriz de residuos, conforme apresentado na Figura 15.
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Figura 15 — Gréfico do ssit versus o nimero de componentes para amostras.

Sem nenhuma outra fonte de variacédo, tudo o que estaria variando nas
amostras seriam os HPAs, sendo esperado que o numero de componentes fosse 4.
Entretanto as amostras de areia contém matéria organica que gerou um sinal de fundo
(bg) capturado no componente observado na linha pontilhada em vermelho no gréafico
da Figura 14. O contaminante pontilhado em laranja no gréafico da Figura 14, trata da
contaminacgao vinda do papel que foi usado durante a secagem dos discos. Entre uma
extracao e outra, o tempo de secagem dos discos era de no maximo 30 minutos sendo
sempre utilizado papel na secagem. Esse fato foi confirmado apos ser colocado um
pedaco do papel para ser medido no espectrofluorimetro e o sinal espectral observado
foi 0 mesmo obtido na separacgéo pelo PARAFAC (Figura 16).



49

900

800

700

600

500

400

300

200

100

T T T
400 420 440

A (nm)

T T
340 360 380

Figura 16 — Espectro de fluorescéncia 3D medido diretamente no papel utilizado nas

secagens dos discos.

Contudo, a presenca de contaminantes ndo é um problema pois o0 PARAFAC
recuperou todos os perfis espectrais dos analitos mesmo em meio a uma mistura
contendo HPAs com sinais espectrais que se sobrepdem e interferentes

desconhecidos, vantagem de uma calibragéo de segunda ordem.

4.2. Efeito do microplastico

E esperado que os HPAs sejam adsorvidos pela superficie plastica por serem
apolares, apresentando bastante afinidade pelos plasticos. Apds separacdo dos
componentes utilizando PARAFAC, a partir dos escores na matriz A é possivel
perceber a diferenca de intensidade entre amostras com e sem microplasticos, uma
vez que A esta diretamente relacionado a concentracdo desses compostos na
amostra. A comparacao dos escores A é simples, direta e semiquantitativa, ja que os
valores ai guardam informacdes de intensidade e, para um mesmo componente “f’
podem ser interpretados como concentragdes relativas. Assim, fazendo comparacdes

entre 0s escores aj para um par de amostras nas mesmas condi(;(”)es, mas uma com
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e outra sem microplasticos, ao longo de variacdes dessas condi¢des, pode-se obter
informacdes de concentracdo relativa de forma simples, dispensando outros testes
estatisticos convencionais, mais complexos.

Com a comparacéao das informacdes dos escores da matriz A para 0 composto
fenantreno, observa-se que até mesmo os HPAs mais leves sédo estabilizados pela

presenca dos plasticos. Isso pode ser visto na figura 17.
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Figura 17 — Grafico de escores A em amostras contendo fenantreno. No grafico, as amostras

M1 e M2 de referéncia foram amostras de mistura dos HPAs FEN, ANT, B[a]P e CRI que ficaram
armazenadas durante o trabalho; amostras de FEN se tratam de amostras com esse analito isolado
que nao passou por nenhum experimento de degradagao; amostras “M1 Capela”, “M1 Estufa” e “M2
Capela” referem-se a misturas dos HPAs FEN, ANT, B[a]P e CRI que passaram por experimentos de

degradacédo na capela por 7 dias, na estufa por 2 h e na capela por 72 dias, respectivamente.

Os resultados de escores aji negativos nas amostras sem MPs significam que
nao ha, ou ha tdo pouco analito que o sinal observado esta na margem do ruido do

equipamento.



51

O mesmo comportamento € observado para o antraceno, que também €& um
HPA leve e pouco estavel, levando em consideracdo a sua massa molecular e
quantidade de anéis aromaticos. Isso pode ser observado na Figura 18. O antraceno
conseguiu adsorver no plastico, apresentando intensidades maiores em amostras

com microplasticos em relacdo amostras sem microplasticos.
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Figura 18 — Gréfico de escores A em amostras contendo antraceno. No gréafico, as amostras
M1 e M2 de referéncia foram amostras de mistura dos HPAs FEN, ANT, B[a]P e CRI que ficaram
armazenadas durante o trabalho; amostras de ANT se tratam de amostras com esse analito isolado
que nao passou por nenhum experimento de degradacao; amostras “M1 Capela”, “M1 Estufa” e “M2

Capela” referem-se a misturas dos HPAs FEN, ANT, B[a]P e CRI que passaram por experimentos de

degradacédo na capela por 7 dias, na estufa por 2 h e na capela por 72 dias, respectivamente.

Os HPAs com um numero maior de anéis aromaticos sdo mais estaveis e
menos volateis, consequentemente, apresentam sinais apreciaveis mesmo em
amostras sem microplasticos, como pode ser observado na magnitude de seus

escores. Eles também apresentaram estabilidade aumentada na presenca dos
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microplasticos. No grafico da Figura 19 para o criseno é possivel observar a diferenca

de intensidade entre amostras com e sem microplastico.
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Figura 19 — Gréfico de escores A em amostras contendo criseno. No grafico, as amostras M1

e M2 de referéncia foram amostras de mistura dos HPAs FEN, ANT, B[a]P e CRI que ficaram

armazenadas durante o trabalho; amostras “M1 Capela”, “M1 Estufa” e “M2 Capela” referem-se a

misturas dos HPAs FEN, ANT, B[a]P e CRI que passaram por experimentos de degradacdo na

capela por 7 dias, na estufa por 2 h e na capela por 72 dias, respectivamente.

7

O criseno é bastante afim aos materiais plasticos. Nas concentracdes

estudadas, por vezes, o criseno adsorvia no disco da RDSE, feito de PP, e

contaminava amostras posteriores que deveriam estar sem criseno. E importante

destacar que, devido a vantagem de segunda ordem do PARAFAC essas

contaminagdes ndo seriam um problema para a andalise dessas amostras, visto que

0os modelos sao robustos a presenca de interferentes. Ainda assim os discos foram

substituidos por discos de acido polilactico, mais inertes, que foram confeccionados

por impressao 3D.
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Para o benzo[a]pireno (Figura 20), em amostras contendo apenas esse HPA
gue ficaram armazenadas, ndo € possivel ver efeito significativo dos microplasticos
comparando com as amostras que ficaram uma semana na capela, por exemplo.
Realmente, trata-se de um HPA bastante estavel. Nas misturas M1 e M2, expostas a
atmosfera e luminosidade (capela) e alteracdo de temperatura (estufa) percebe-se
gue os microplasticos sdo capazes de adsorver e pré-concentrar os HPAs em sua

superficie, estabilizando-os.
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Figura 20 — Grafico de escores A em amostras contendo benzo[a]pireno. No grafico, as

amostras M1 e M2 de referéncia foram amostras de mistura dos HPAs FEN, ANT, B[a]P e CRI que

ficaram armazenadas durante o trabalho; amostras de B[a]P se tratam de amostras com esse analito
isolado que ndo passou por nenhum experimento de degradacéo; amostras “M1 Capela”, “M1 Estufa”
e “M2 Capela” referem-se a misturas dos HPAs FEN, ANT, B[a]P e CRI que passaram por
experimentos de degradacdo na capela por 7 dias, na estufa por 2 h e na capela por 72 dias,

respectivamente.

4.3. Reprodutibilidade do experimento
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Durante o trabalho, foi preciso garantir a reprodutibilidade do experimento, e
manter a monitoracdo continua quanto a extracdo, devido aos discos rotatorios,
tamanho de vortex, tempo, poténcia dos agitadores e principalmente homogeneizacao
do plastico nas amostras.

No inicio do trabalho, eram usados discos rotatorios feitos de tubos Falcon de
polipropileno, ja utilizados em trabalhos anteriores. No decorrer das extracdes e
analises, observou-se um sinal espectral caracteristico do criseno em amostras que
ndo deveriam ter esse HPA. Apesar de ser mais um indicio de que HPAs aderiam ao
plastico, se tornou um problema, uma vez que o criseno aparecia como contaminante.
A solucdo encontrada foi mudar o material dos discos para um que tivesse menos
interacdo com os HPAs.

Dito isso, um projeto de disco rotatério foi feito para ser impresso em uma

impressora 3D. O projeto pode ser observado na figura abaixo.

O Q

Figura 21 — Projeto em desenho do disco rotatério impresso em impressora 3D usado nas

extracdes por RDSE.

O disco rotatorio foi impresso em uma impressora 3D Ender 3 V2 com uma
barra magnética acoplada. O material usado para a fabricacdo do disco foi o acido
polilactico (PLA) de 1,75 mm da GTMax3D. Antes da escolha do material da
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impressao, foram feitos testes contaminando-o com uma solu¢cdo de criseno
concentrada. Ao final, observou-se que o criseno ndo adere tanto como aderia no
material dos discos antigos e assim optou-se por trabalhar com o PLA.

Ja que a extracao exigia um certo tempo, decidiu-se otimizar o tempo utilizando
sistemas com dois a trés agitadores simultaneamente. Testes foram feitos até que se
alcancasse reprodutibilidade, o que foi conseguido. Uma solucdo de 100 mL de
criseno a 5 PPB foi preparada utilizando 24 mL de acetonitrila/H20 (1:1 v/v) e 20 mL
de NaCl. Em seguida, essa solugao foi dividida em trés baldes de 25 mL e submetidas
a RDSE por 30 minutos e depois os espectros foram medidos no espectrofluorimetro,
diretamente na membrana. Foram usados trés discos e trés copos idénticos, variando
0s agitadores.

E possivel observar nos gréaficos de superficie 3D da Figura 22 os espectros
das trés amostras. Apesar dos sinais serem quase idénticos, optamos por trabalhar
com dois sistemas simultaneos, garantindo assim uma melhor reprodutibilidade dos

resultados.

345 360 375 390 405 420 435 450 345 360 375 390 405 420 435 450 345 360 375 390 405 420 435 450

A, (em) ).em(em) hom (em)

Figura 22 — Gréfico de superficie 3D dos sinais espectrais das trés amostras de uma solugéo

de criseno a 5 mg L* submetidas a testes de reprodutibilidade.

Ao decorrer do trabalho, foi observado que as replicatas das amostras com
microplasticos estavam apresentando espectros com certa diferenca destas ultimas.
Isso se deu devido a homogeneizagéo pouco eficaz da areia com os microplasticos,
ou seja, visto que os HPAs interagem e aderem muito bem as particulas plasticas, a
concentracdo de HPA se torna proporcional a de microplastico. Assim, quando ha
pouco microplastico na amostra, ela acaba por ter uma intensidade menor e vice e

versa e isso implica na diferenca em algumas replicatas de suas respectivas amostras.
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5. CONCLUSAO

As condicOes de extracao seguidas no trabalho, desde preparacao de amostra,
extracao e pré-concentracdo em membrana de nailon por RDSE foram eficientes para
recuperar o sinal de HPAs puros e em misturas.

A andlise PARAFAC para separagdo dos analitos das amostras fornecendo
seus respectivos espectros de fluorescéncia total recuperou os espectros de emissao
e excitacao de cada HPA presente na amostra, nos modos B e C, respectivamente.

A comparacdo entre os escores do modo A, ao longo de diferentes
composicoes e tratamentos das amostras, permitiu fazer a observagéo
semiquantitativa do efeito da presenca dos microplasticos na estabilidade das
amostras.

Diante das condi¢des de degradacdo em que as amostras foram submetidas
ao decorrer do trabalho, os resultados apontam que os MPs apresentam capacidade
de adsorver os HPAs estudados.

O fato de os HPAs ficarem adsorvidos com facilidade em particulas plasticas
sugere gue esses compostos sdo estabilizados pelos microplasticos no meio
ambiente, podendo ser transportados pelos esgotos, rios e mares e ingeridos pela
biota aquatica e até mesmo pelos seres humanos. Isso traz a tona a necessidade de
se ampliar as andlises para amostras ambientais, o que sera feito posteriormente pelo

NOSSO grupo.
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