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Materiais e métodos

2.1.
Reagentes, materiais e solucoes

2.1.1.
Reagentes e materiais

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos: pireno, pureza 98%;
criseno, pureza 98%; antraceno, pureza 98,9%; benzo[a]pireno, pureza
98,4%; 1-OH pireno, pureza 98,9%; fenantreno, pureza 99,5%;
fluoranteno, pureza 99%; benzo[ghi]perileno, pureza 98% e 1,2
benzoantraceno, pureza 99% foram adquiridos da Aldrich (EUA).

As solugdes dos sais inorganicos utilizados no preparo de atomos
pesados foram de varias procedéncias, entre elas: nitrato de télio (l) e
acetato de cadmio dihidratado, Acros Organics (EUA); nitrato de prata,
nitrato de chumbo (II) e cloreto de mercurio (ll) da Vetec (Brasil); iodeto de
potassio da Merck (Brasil).

O surfactante utilizado como modificador de superficie foi o dodecil
sulfato de sédio (SDS) 99% proveniente da Merck (Brasil).

O material de referéncia certificado utilizado (MRC), Priority Pollutant

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in acetonitrile (SRM 1647d) foi
proveniente do NIST, conforme certificado no anexo I.
Os solventes usados foram etanol absoluto e acetonitrila grau UV/HPLC
da Merck (Brasil) e agua ultrapurificada (resistividade abaixo de 18 MQ
cm™”) obtida de um Ultra Purificador de agua Master System 1000 —
GEHAKA. Quando foi necessario tornar o meio acido ou basico, utilizou-
se acido cloridrico P.A. e hidréxido de sbédio P.A., ambos da Merck
(Brasil).

Uma micropipeta regulavel de 1 a 10 uL de fabricagdo da Wheaton
Socorex (Suiga) foi utilizada para a aplicagdo das solugdes de amostras
de padrées de analitos, de sais de atomos pesados e de surfactantes no
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substrato de celulose. Para o preparo de solugdes foi utilizada micropipeta
regulavel de 100 a 1000 uL da Brand (EUA) e balées volumétricos de 10
mL da Pirex (Brasil). As micropipetas e os balées foram calibrados por um
laboratério acreditado integrante da Rede Brasileira de Calibracao
(Laboratério de caracterizacdo de fluidos — LCF/PUC-Rio), conforme
certificados nos anexos lll, IV e V.

Para os testes com bilis, utilizaram-se colunas (cartuchos) de silica e
C-18 (Varian HF) e sulfato de aménio da Vetec para forcar a precipitacao
de proteinas (Brasil).

O substrato sélido utilizado para indugao de fosforescéncia foi o papel
Whatman 42 da Whatman Ltda (Inglaterra), sendo previamente tratado
para a redugao do sinal de fundo.

O nitrogénio (99,9% da AGA) foi utilizado para purga da atmosfera ao
redor dos substratos contendo as amostras. A eliminagédo de residuos de
oxigénio desse nitrogénio comercial foi realizada pela passagem do gas
por dois frascos lavadores que continham solugdes de metavanadato de
amodnio e de acido cloridrico (Merck), e no fundo de cada um, pequena
massa de amalgama feita com zinco em pd (Vetec) e mercurio metalico
(F. Maia, Brasil). A seguir, o gas foi carreado para ser seco pela

passagem do fluxo de gas por duas colunas contendo silica (Figura 4).

Desumidificacao

Figura 4: Sistema de purga com nitrogénio, composta por unidade de desoxigenagao e
de desumidificacéo do gas.
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2.1.2.
Solucoes

Solucbes-estoque aquosas de sais inorganicos de atomos pesados
foram preparadas volumetricamente e utilizadas na obtengao de solugdes
de menor concentragdo por diluicio com 4agua ultra-purificada. As
solugdes e suas respectivas concentracdes foram: nitrato de talio 0,25 mol
L™; nitrato de chumbo 1,0 mol L; nitrato de prata 0,25 mol L"; cloreto de
mercurio 0,2 mol L™; nitrato de cadmio 0,5 mol L™ e iodeto de potassio 0,2
mol L. Estudos de estabilidade indicaram que essas solucdes de
trabalho deveriam ser trocadas a cada més. Solucdo aquosa estoque do
sulfactante, dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,25 mol L' também foi
substituida mensalmente.

Na construcao das curvas de influéncia do pH utilizaram-se solucoes-
tampé&o Britton-Robbinson no intervalo de pH de 2 a 12 que foram
preparadas pela mistura de acido borico, acido acético glacial e acido
fosférico em solucdo aquosa, de modo que todos esses acidos
estivessem na concentracdo final de 0,04 mol L. O ajuste do pH do
tampao foi feito pela adicao de solugdo aquosa de hidroxido de sodio 10%
m/v. Essas solugdes puderam ser armazenadas em geladeira por no
maximo seis meses.

As solugées-estoque (1x10™ mol L) de criseno, pireno e demais HPA
foram preparadas em etanol absoluto e utilizadas para obter solugbes de
menor concentracdo com a mistura etanol:agua 1:1 v/v. Essas solugdes
foram preparadas diariamente.

2.2
Instrumentacao

2.2.1.
Reator fotoquimico

O reator utilizado para tratamento de substrato de celulose e
irradiacdo de amostras foi montado no laboratério utilizando a carcaga de
uma estufa. Na parte interna superior da estufa foi instalado um conjunto

de seis lampadas de esterilizacdo de vapor de mercurio de (6 W cada),
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como mostrado na Figura 5. A emissdo maxima das lampadas é em torno
de 300 nm. Para a irradiagao de solugdes, se fez uso de tubos de quartzo
(14 cm de altura e 2 cm de didametro) com tampa esmerilhada de vidro. O
tempo de irradiagao foi controlado por meio de um crondémetro digital com

alarme.

Figura 5: Reator fotoquimico com seis lampadas de mercurio (poténcia tedrica total de 24
W).

2.2.2.
Espectrofotometro de luminescéncia

O espectrofotdbmetro de luminescéncia utilizado foi o Perkin Elmer
modelo LS 55, EUA (Figura 6), cujas especificacbes estdo descritas a
sequir:

Fonte de excitagdo: lampada pulsatil, tipo descarga de xenénio de 20kW e
8us de duragao de pulso.

Detector: tubo fotomultiplicador R928, capaz de detectar radiagdo até em
torno de 900 nm. O sistema de deteccéo é ajustavel eletronicamente para
se obter tempo de atraso e janela de detecgbes desejaveis.
Monocromadores: dois monocromadores do tipo Monk — Gillieson cujas
redes de difracdo e outros componentes épticos permitem trabalhar nas
faixas espectrais de 200 — 800 nm (excitagdo) e 200 — 900 nm (emissao).
As bandas espectrais de passagem de entrada e de saida sdo ajustaveis
no intervalo de 1 a 15 nm (utilizou-se banda de 10 nm). Um esquema

simplificado do sistema 6ptico do equipamento é mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Esquema &ptico do espectrofosforimetro LS 55 — Perkin Elmer (fonte: manual

do equipamento).

O aparato de medicdo em superficie sélida, que & acoplado no

compartimento de amostra do espectrofotémetro de luminescéncia, foi

utilizado para medicdo de fosforescéncia em substrato de celulose.

Acessério para leitura em substrato sélido com cela de trabalho é

mostrado na Figura 8a. Esse acessoério € acoplavel ao compartimento de

leitura do equipamento (Figura 8b). Vale salientar que o acessorio foi

modificado no laboratério para proporcionar a purga da atmosfera ao

redor da cela do substrato.*®
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(b)

Figura 8: Acessério para realizar a medigao - (a) colocagao do substrato de papel no
suporte que é acoplado ao (b) aparato de medigao em superficie sélida.

2.2.3.
Espectrofotometro de absorcao UV/VIS/NIR

O espectrofotdmetro de absor¢cdo da Perkin Elmer, modelo Lambda
19 UV/VIS/NIR, foi utilizado para alguns experimentos especificos. Esse
equipamento faz uso de um conjunto de lampadas, uma de deutério e
uma incandescente de tungsténio, e de dois monocromadores em série
na configuragao Littrow. A banda espectral de passagem foi ajustada para
2 nm. As absorvancias das amostras foram medidas em cubetas de
quartzo de 10 cm de caminho 6ptico usando compensacgao de sinal com

solucao apropriada no feixe de referéncia.

2.2.4.
Cromatografo em fase liquida de alta eficiéncia

Um cromatografo em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
deteccao por fluorescéncia (Waters, EUA) foi utilizado nos testes de
comparacao. O detector de fluorescéncia possui uma grade de excitagao
e de emissao e lampada de xenénio de fonte continua, o qual foi ajustado
para leituras em até dois canais A e B, cujos parametros otimizados para
0 criseno, para o pireno e para o 1-OHP foram inseridos na programacao
do mesmo. Como os comprimentos de onda de emissao e de excitacao
do pireno e 1-OHP séo bastante semelhantes, utilizou-se um Unico canal
para essas duas substancias e outro canal foi escolhido para o criseno. O
modo de utilizagdo da bomba foi binario, com mistura de dois solventes,

na forma de gradiente. A inje¢do foi feita manualmente por meio de um
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sistema “Reodyne” e alca de amostragem. O tratamento dos dados,
integracdo dos picos e resultado final foi processado pelo software Breeze
(Waters, EUA).

2.2.5.
Equipamentos auxiliares

Todas as solugdes de HPA foram preparadas a partir das massas das
substancias que foram pesadas em balanca analitica Metller Toledo AT
261 com resolucdo de 0,01mg pertencente ao Laboratério Estudos
Ambientais e Marinhos. A balanca foi calibrada conforme certificado no
anexo VI. Solugdes de SDS e de sais de atomos pesados foram
preparadas a partir das pesagens de massa das respectivas substancias
em uma balanca de quatro casas decimais (fabricante: Marte balancas;
modelo AM200).

Um banho de ultra-som, modelo USB 124, de 40W de poténcia
(fabricante: CTA do Brasil), foi utilizado para melhor dissolu¢do dos HPA.
Para ajuste de pH das solucdes utilizou-se o pHmetro Tecnopon, versao
2.3, modelo mpA 210 com eletrodo de vidro selado e conjugado com
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. Solugdes tampéao pH 4,00, pH 7,00 e
pH 10,00, fornecidas pela Merck, rastreaveis ao NIST e dentro do prazo
de validade, foram sempre utilizadas para ajuste do equipamento antes
do uso.

Um sistema de vacuo (Figura 9) foi utilizado para a secagem dos
substratos de papel contendo amostras, padrées de analito ou branco. O
sistema consiste em um dessecador de polietileno coberto por papel
aluminio, de modo a impedir que os papéis figuem expostos a luz
ambiente, acoplado a uma bomba de vacuo modelo 820 da Fisatom. Uma
armadilha (frasco Erlenmeyer) foi instalada entre o dessecador e a
bomba. O vacuo foi medido por meio de um mandémetro, sendo a pressao

interna mais baixa ou igual a 25 Pol Hg.
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Figura 9: Sistema de secagem a vacuo para substratos de papel.

2.3.
Procedimentos

2.3.1.
Coleta, extracao e preparo de amostras de bilis

Uma das aplicagdes propostas nessa dissertacdo com a técnica
SSRTP foi a de quantificacdo de pireno e criseno em amostras de bilis
extraidas de peixes da espécie Mugil liza (Tainha), das regides da Baia da
Guanabara, area supostamente “contaminada” (Figura 10). Essas
amostras foram coletadas de peixes criados em currais, ou seja, paus de
eucalipto fincados na baia na forma de labirinto em uma profundidade de
3 a 5 metros (conforme é mostrado na Figura 11 e na Figura 12). Peixes
da praia de Itaipu foram usados como referéncia de uma area
supostamente “controle” (Figura 13) e cuja coleta foi realizada por arraste

de superficie pelos barcos pesqueiros.

Figura 10: Visao da Baia da Guanabara no local da coleta (Magé).
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Figura 11: Detalhes do curral de peixes — Baia da Guanabara, Magé.

Figura 12: Detalhes do momento da coleta no curral em Magé.

Figura 13 : Praia de ltaipu com detalhe do barco pesqueiro utilizado para
coleta.

Os peixes coletados foram levados ao laborat6rio em caixas de isopor
contendo gelo, mantendo assim a sua integridade e frescura. No
laboratério, os mesmos foram lavados, a fim de retirar eventuais residuos
seguido do processo de identificacdo e classificagdo dos peixes para
posterior abertura.
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Os peixes foram abertos com cautela, com auxilio de tesoura, entre a
abertura urogenital e a cabega, pois nesta etapa, o intestino e/ou outro(s)
6rgao(s) podem “estourar”. A tesoura foi introduzida superficialmente no
tecido, pois do contrario ocorre grande probabilidade de contaminar a bilis
no momento da sua extracao.

Em seguida, foi localizada a vesicula biliar logo abaixo do figado e,
com auxilio de uma seringa e agulha, perfurada a pelicula da vesicula
sem que a mesma se rompesse; a bilis entdo foi extraida com o auxilio de
uma seringa. Esse volume foi transferido para tubo de ensaio e
armazenado em geladeira (temperatura de 6 a 10°C) até o momento da
andlise.

A diluicdo da bilis com etanol:agua 1:1 v/v foi realizada em uma
propor¢ao de 1:50 em volume de bilis:solventes. Normalmente, 0,2 mL de
bilis em 10 mL de mistura etanol:agua 1:1 v/v (determinacao de criseno) e
0,2 mL de bilis, 0,5 mL de solugdo de NaOH 2 mol L™ em 10 mL de
mistura etanol:agua 1:1 v/v (determinagdo de pireno). Curvas de adicao
de analito foram realizadas, a fim de minimizar as interferéncias da matriz.
Aliquotas da solugédo estoque de analito foram adicionadas as solugdes
anteriormente preparadas, substituindo, caso aplicavel, por bilis de peixes
de &reas, em principio, livres de contaminagéo (“controle”). Para minimizar
a turvagao proveniente do material em suspensao precipitado (proteinas,
por exemplo) e parte da coloracao tipica de amostras de bilis (amarela,
verde ou marrom) houve a necessidade da utilizacdo da passagem da
amostra por uma coluna de silica. Isso foi feito a fim de minimizar o
grande efeito de matriz. Apés essa etapa, as solugdes foram utilizadas
para determinagéo de pireno e criseno por SSRTP.

A Figura 14 mostra de forma resumida o processo de extracdo e

tratamento da bilis do peixe até a determinagé&o por SSRTP.
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Figura 14: Resumo do processo de extragao e tratamento da bilis do peixe para
determinacéo por SSRTP.

2.3.2.
Substratos de celulose

O papel filtro Whatman 42 foi utilizado como substrato sélido para
indugcdo de fosforescéncia. Como o substrato possui sinal fosforescente
de fundo natural relativamente alto, um tratamento foi realizado para
minimiza-lo. O procedimento utilizado foi desenvolvido por Campiglia e de

43, 45 consistindo das trés

Lima** e adaptado por Cardoso e Marques
etapas a seguir descritas: (i) lavagem da folha de papel filtro com dgua em
extrator do tipo Sohxlet por 2 h (ii) secagem da folha sob lampada
infravermelha (IR) e (iii) tratamento fotoquimico por 2 h utilizando o reator
fotoquimico j& descrito. Esse tratamento fotoquimco foi realizado apds o
corte dos papeis em circulos de aproximadamente 18 mm de diametro,

conforme ilustrado na Figura 15.
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Figura 15: Etapas de tratamento do papel de filtro para minimizar o sinal de fundo (1-
lavagem; 2- secagem com lampada IR; 3- tratamento com irradiagdo UV e 4- papéis
apos tratamento).

2.3.3.
Limpeza do material a ser utilizado nas determinacées de HPA

O tratamento (limpeza) da vidraria consistiu na lavagem com agua
corrente para retirada de qualquer residuo existente. Em seguida, o
material foi imerso em banho de &cido nitrico 10% por no minimo 12 h.
Apoés esse tempo, a vidraria foi lavada com agua destilada e com agua
ultrapurificada.

2.3.4.
Procedimento de medicao por SSRTP

A técnica SSRTP se baseia na medigao de sinal das substancias de
interesse apds a adicdo das solugdes das mesmas em substrato sélido
(no caso, o papel filtro tratado para a reducao de sinal de fundo). As
adi¢cdes no substrato de papel seguiram a seguinte ordem: 5 uL solucéao
de surfactante (quando necessario), 5 uL de solu¢do de atomo pesado
(quando necessério, adicdes multiplas dessas solugdes foram realizadas

apos secagem sob lampada infravermelha) e 5 uL de solucédo padrao do
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analito, amostra ou branco. Essas adi¢ges foram realizadas no centro do
papel (local de incidéncia do feixe de excitagcao). Quando necessario, as
solugdes padrdes dos analitos, amostras e brancos foram irradiadas em
reator com luz ultravioleta antes da colocag¢do no substrato. Em seguida,
esses papéis foram colocados no dessecador a vacuo por um periodo
minimo de 2 horas.

Para a realizacdo das medicoes no espectrofotdmetro de
luminescéncia, os papéis foram colocados em um suporte especifico
(cela), o qual foi acoplado ao aparato de medicdo em superficie sélida
dentro do compartimento de amostra do instrumento. Previamente a cada
medicdo, o substrato foi purgado com um fluxo de nitrogénio seco
direcionado na posicao central dos papéis (onde foram depositadas as
solugdes) por no minimo 2 minutos conforme mostrado na Figura 16.

Os seguintes parametros instrumentais foram escolhidos para
SSRTP: velocidade da varredura de 800 nm min™, bandas espectrais de
passagem de 10 nm (ajustavel pela abertura das fendas de entrada e
saida), tempos de abertura e de retardo do detector de 3,0 ms cada.

necessario em
dessecador

Medigao no Espectrometro de a vacuo por
Luminescéncia 2h

Figura 16: Esquema descrevendo o procedimento geral da técnica SSRTP, onde
a ordem a ser seguida é sempre sulfactante, atomo pesado e analito.
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2.3.5.
Procedimento de medicao por HPLC

Como técnica para comparacgao de resultados foi utilizada HPLC com
deteccao fluorimétrica. As condicdes instrumentais selecionadas foram
deteccao fluorimétrica em dois canais (canal 1 ajustado em 274/383 nm
para criseno e canal 2 ajustado em 346/384 nm para pireno e 1-OH
pireno). Os parametros foram ajustados para determinac¢do simultanea de
pireno, 1-OH pireno e criseno, em tempo total de corrida de 6 minutos,
sendo que a coluna de fase reversa utilizada foi uma C18 X-Terra com
150 mm de comprimento e fase estacionaria com particulas de 4,6 um. A
atenuacao do detector de fluorescéncia foi de 100.000 (EUFS), o ganho
ajustado em 1 e o fator de sensibilidade: 5000,00 (canal 1) e 9000,0
(canal 2) podendo variar de acordo com a concentragcdo dos analitos na
amostra a ser analisada A algca de amostragem utilizada foi de 20uL e o
volume de injecao de no minimo 100 uL (5 vezes o volume da alca). O
vazdo da fase mével foi de 1 mL min™ utilizando como gradiente, a
mistura de dois solventes, mostrado na Tabela 3. A temperatura do forno
da coluna foi ajustada em 35°C.

Os solventes (4gua ultrapurificada e acetonitrila) foram previamente
filtrados em membrana de 0,45 um e desgaseificados em banho de ultra-
som por no minimo 20 minutos. As solugbes padrdes em meio de
etanol:agua 1:1 v/v foram preparadas e injetadas e curvas analiticas
foram tracadas. Nas condicdes acima relatadas, os tempos de retengao
de criseno, pireno e 1-OH pireno foram respectivamente 5,5; 5 e 4

minutos.

Tabela 3: Gradiente para determinagao de pireno, 1-OH pireno e criseno por HPLC com

detecgao por fluorescéncia utilizando coluna com temperatura estabilizada em 35 °C.
Tempo (min.) Vazdo (mL min.”) % Acetonitrila % agua

ultrapurificada

0,00 1,00 65,0 35,0

4,00 1,00 80,0 20,0

6,00 1,00 65,0 35,0
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