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RESUMO

Os Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo substancias formadas por pelo menos
dois anéis aromaticos compostos de carbono e hidrogénio. Estes compostos sdo considerados
toxicos principalmente aqueles que possuem de dois a trés anéis aromaticos podendo causar
cancer e alteragdes genéticas. A determinacdo dos HPAs nos mais diversos tipos de amostra
geralmente € realizada por Cromatografia Gasosa (CG), porém, quando as amostras sdo de
natureza complexa e apresentam baixas concentracdes € necessario um tratamento das
amostras antes de ser realizada a analise por CG. Uma das técnicas mais utilizadas no caso de
HPAs ¢ a extracdo em fase sélida (SPE), sendo a Extracdo em Fase S6lida Magnética (MSPE)
uma variagdo desta técnica que apresenta baixo custo e de facil realizacdo e que gasta poucos
reagentes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia
de extracdo de HPAs em &guas por MSPE-GC-MS. Preparou-se o carvao ativado magnético
por meio de suspensdo de 5,00 g de carvdo ativado em 140 mL de solucdo aquosa de
FeS04.7H20 (72 mmol, 20,05 g em 140 mL de &gua destilada) a 90 ° C. Posteriormente,
11,20 g de KOH (200 mmol) e 1,65 g de KNO3z (16 mmol) foram solubilizados em 60 mL de
agua destilada e esta solucdo foi adicionada gota a gota a suspensdo sob fluxo de N2 a 90 °C
com intensa agitacdo. O produto foi coletado por separacdo magnética e lavado com agua
destilada até pH neutro, e finalmente seco em forno a 60 °C por 24 horas. Partindo de uma
solucdo estoque de HPAs 2000 mg L*em acetato de etila, efetuou-se duas diluicdes
consecutivas, obtendo inicialmente uma solucdo 200 mg L™ e entdo, a partir dessa, uma
solucdo 5 mg L, ambas em acetona. Com a solugdo de 5 mg L™ foram realizadas diluicGes
em agua destilada para obter solugdes com concentragdo 100 pg L. Além dessas soluges,
foi preparada uma solugdo de 20 mg L em acetona para ser utilizada na inje¢cdo no modo
SCAN para descobrir em qual tempo cada HPA ¢ eluido. Uma solucao de benzoato de benzila
foi preparada com o propdsito de ser empregada como padrdo interno, sendo preparada uma
solugdo de 1000 mg L™ em acetona e, por meio desta, obteve-se uma solugdo de 50 mg L*,
também em acetona. Realizou-se analises cromatogréaficas, testes preliminares, como a
extracdo em fase sdlida magnética, escolheu-se o solvente de eluicdo e realizou-se a
otimizacdo da metodologia de extracdo e eluicdo dos HPAs. Por fim, elaborou-se curvas
analiticas, na concentragdo de 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 5,0 e 10,0 mg L. Concluiu-se que o
desenvolvimento da técnica MSPE e da GC-MS se mostraram adequadas para a determinagéao
de HPAs em &gua. Sendo assim, a melhor condicdo de extracao e eluicdo foi de 25 minutos
para a extracdo com uma massa de carvao ativado magnético de 5 mg e 5 mL de acetona para
a eluicdo. Por meio da comparacdo da area de cada composto na extracdo com a area relativa
a 1 ppm, foi observado que apenas o naftaleno, acenaftileno, acenafteno e fluoreno puderam
ser extraidos, sendo assim, a curva de calibracdo foi preparada através de padrdes.

Palavras-chave:Carvdo ativado magnético; Separacdo magnética; Otimizacdo de
metodologia.
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1. INTRODUCAO

Os Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPASs) séo substancias formadas por pelo
menos dois anéis aromaticos compostos de carbono e hidrogénio. Estes tem sua origem de
fonte natural como pela sintese de microrganismos como algas, fungos e bactérias ou de
fontes antropogénicas, como a queima incompleta de combustiveis.Eles apresentam uma alta
estabilidade no meio ambiente e, em temperatura ambiente, sdo sélidos cristalinos coloridos.
Os HPAs possuem pontos de fusdo e ebulicdo altos, baixas pressdes de vapor e pouca
solubilidade em agua. Aqueles que possuem alto peso molecular sdo mais dificeis de serem
degradados, pois possuem uma menor volatilidade e solubilidade em agua. Estes compostos
sdo considerados toxicos principalmente aqueles que possuem de dois a trés anéis aromaticos
podendo causar cancer e alteracOes genéticas. Por serem hidrofobicos e lipofilicos, estes sdo
absorvidos pelos pulmdes, tubos digestivos e pele causando sérios danos.

A determinacdo dos HPAs nos mais diversos tipos de amostra geralmente ¢ realizada
por Cromatografia Gasosa (CG), pois apresenta um alto poder de separacdo, deteccdo de
compostos volateis e semivolateis em amostras complexas. Além destes fatores, ela se destaca
por apresentar um baixo custo se comparada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e elevada sensibilidade, permitindo a deteccdo desses compostos em concentracGes
da ordem de partes por bilhdo (ppb). Porém, quando as amostras sdo de natureza complexa e
apresentam baixas concentracfes € necessario um tratamento das amostras antes de ser
realizada a analise por CG. Uma das técnicas mais utilizadas no caso de HPAs é a extracédo
em fase sdlida (SPE), sendo a Extracdo em Fase Solida Magnética (MSPE) uma variagédo
desta técnica que apresenta baixo custo, de facil realizacéo e que gasta poucos reagentes.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia de
extracdo de HPAs em aguas porMSPE-GC-MS.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia de extragdo de HPAs em aguas por MSPE-GC-MS

utilizando carvao ativado magnético.

2.2 Objetivos especificos
v’ Sintetizar o carvdo magnético
v Otimizar as condicOes de extracdo, verificando influéncias da quantidade de massa de
carvdo ativado magnético, o tempo de extracdo e a forca idnica;

v’ Otimizar as condicGes de eluicdo, verificando a influéncia do volume de eluente.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

Os Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Figura 1) sdo descritos como compostos
quimicos constituidos por pelo menos dois anéis aromaticos formados por carbono e
hidrogénio (CLAUDIO et al; 2017). Estes,sdo encontrados em diversas misturas complexas
no meio ambiente (UEBEL et al; 2018).

Figura 1 — Estrutura quimica de alguns Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

antraceno benzo[a]antraceno benzo[b]fluoranteno

benzo[a]pireno pireno

‘ benzo[ghi]perileno

trifenileno benzo[c]fenantreno fenantreno

Fonte: NETO (2010)

A origem dos HPAs é diversificada, podendo ser de origem natural, como pela sintese
de microrganismos, biossintese de algas, entres outros. Ela também pode acontecer também
pela queima incompleta de matéria organica, combustdo de combustiveis fosseis e queima de
madeira (MIZUKAWA et al; 2015). Estes compostos possuem uma grande estabilidade no
meio ambiente e sdo considerados altamente tdxicos. Aqueles que possuem dois e trés anéis
aromaticos apresentam uma toxicidade alta e 0s que possuem mais anéis aromaticos podem

causar cancer, alterac6es genéticas, entre outros danos (SANTOS et al; 2017).

Os HPAs puros sdo solidos cristalinos coloridos quando estdo a temperatura ambiente.
Estes compostos apresentam como caracteristica pontos de fusdo e ebulicdo altos, baixas
pressdes de vapor e pouca solubilidade em agua (MANCIULEA, DUMITRESCU; 2015).
A presenca das duplas ligacdes conjugadas e o arranjo dos anéis aromaticos na
estrutura dos HPAs € que caracteriza as propriedades fisico quimicas apresentadas por eles.
Estes podem separados em dois grupos referentes a sua massa, aqueles compostos que séo

constituidos por dois ou trés anéis sao classificados como de baixo peso molecular. Ja aqueles



que possuem quatro ou mais anéis aromaticos séo classificados como de alto peso molecular
(MELO, 2016).

O peso molecular e a estrutura destes compostos influencia consideravelmente em
suas propriedades fisico quimicas. Por exemplo, a pressdo de vapor e a solubilidade destes
diminui com o0 aumento do peso molecular. Entretanto, a resisténcia as reacfes de oxidagéo e
reducdo se eleva com o aumento do peso molecular. Quanto a solubilidade os HPAs, como
sdo lipofilicos, apresentam uma grande solubilidade em solventes organicos. Por
apresentarem baixa solubilidade em &gua, esses compostos apresentam uma alta mobilidade
no meio ambiente distribuindo-se pelo ar, solo e agua (MANCIULEA, DUMITRESCU,;
2015).

Os HPAs que apresentam um peso molecular maior sdo mais dificeis de serem
degradados, pois possuem uma menor volatilidade e solubilidade em agua. Algumas

propriedades fisico-quimicasdos HPAs estdo apresentadas na Tabela 1 (GOMES,2015).

Tabela 1 — Propriedades fisico quimicas HPAs prioritarios e distribuicdo dos anéis.

HPAs N° de Massa Ponto de Ponto Pressao Solubilidade Log

anéis molar ebulicdo de de vapor a em agua a K,

(g/mol) (°C) fusao 25°C (Pa) 25°C (mg/mL)
(°C)

Naftaleno 2 128 218 80 10,5 318 34
Aceftileno 3 152 265 92 - 16,1 41
Acenafteno 3 154 279 96 0,36 37 39
Fluoreno 3 166 293 116 9x107? 1,98 42
Fenantreno 3 178 340 101 1.8x10° 1,2 46
Antraceno 3 178 340 216 7.5x10™ 1,29 4,57
Fluoranteno 4 202 - 1 1,2x10™ 0,26 52
Pireno 4 202 360 149 8,86x10™ 0,15 42
Benzo(a)antraceno 4 228 400 158 7.3x10° 1,1x10° 5,84
Criseno 4 228 . 255 5,7x107 3x10° 5,84
Benzo(b)fluoranteno 5 252 - 167 - 1,5x10” 6.6
Benzo(k)fluoranteno 5 252 480 217 6.0x107 7.6x10™ 6.8
Benzo(a)pireno 5 252 496 179 7.3x107 3,8x107 6.4
Indeno(1,2,3-cd)pireno 6 276 - 163 - 1,9x10" 6,6
Dibenzo(a,h)antraceno 5 278 . 262 3,7x10™" 5,1x10™ 6.7
Benzo(g.h.i)perileno 6 276 - 222 6,0x10° 5,5x10° 7,04

Fonte: GOMES (2015)

Um fato que agrava a sua toxicidade é que os HPAs sdo bastante hidrofébicos, desta
maneira a sua absorcdo pelos pulmdes, tubos digestivos e pele ocorre mais facilmente
(MORGADO; JORDAO; 2016). Além disso, esta toxicidade é referente a estrutura da

substancia, pois algumas destas apresentam uma regido cdncava chamada de regido baia. Esta
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regido € muito reativa pelo arranjo dos carbonos, sendo que desta maneira ocorrem uma
sequéncia de reacOes, que levam a ligacdo do hidrocarboneto oxigenado com uma base
nitrogenada do DNA (SILVA; 2016).

Os HPAs, quando estdo na atmosfera, possuem a possibilidade de serem levados para
grandes distancias antes de serem depositados por precipitacdo no meio ambiente. Nas aguas
estes s80 um grande risco a saude, sendo que ja foram identificados em aguas compostos
como antraceno, fluoreno, pireno e naftaleno (ROCHA, NISHO; 2016).

As mais relevantes fontes de contaminacdo em aguas superficiais sdo os efluentes
industriais, efluentes domésticos e decomposicdo atmosférica. Em relacdo as estacBes de
tratamento de agua, os HPAs podem surgir pela tubulacdo ser constituida de ferro fundido,
pois sdo usados alcatrdo de carvdo e betume para cobrir o interior das tubula¢Ges. Podem
ocorrer tambem contaminagdes em mananciais subterraneos, que sdo ocasionadas por fontes
especificas (ROCHA, NISHO; 2016).

De acordo com o CONAMA, os Unicos HPAs que apresentam limite permitido em
agua doce, sdo o benzoantraceno (1,75 pg L), benzo-a-pireno (0,7 pg L?) e o fenantreno
(140 pg LY.

3.2 Cromatografia gasosa

A cromatografia € uma técnica de separacdo que se fundamenta na migracdo dos
constituintes de uma mistura de compostos entre duas fases. Estas sdo a fase estacionaria, que
retém elementos e a fase mdvel, que transporta 0os compostos através da fase estacionaria.
Existem varios tipos de cromatografia, dentre os quais pode-se citar: cromatografia em papel,
cromatografia de camada delgada (CCD), CG, HPLC e cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC) (GASPERIN et al., 2017).

Dentre as técnicas apresentadas, a CG se sobressai pela étima separacdoe deteccédo de
compostos volateis e semivolateis em misturas complexas (HANTAO; TOLEDO;
AUGUSTO, 2016). Além deste fato, a CG apresenta um baixo custo se comparada ao HPLC
e por enviar ao detector o analito na forma gasosa, diminui 0s prejuizos especificos da
nebulizacdo da amostra, aumentando desta maneira a sensibilidade da técnica (CAMPOS;
GRINBERG, 2001). A sensibilidade da CG permite a determinacdo de compostos em
quantidades da ordem de nanogramas. Desta maneira, sdo necessarias quantidades minimas de

amostras, o que pode ocasionar a limitacdo de outras tecnicas (PEDROSA, 2018).
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Esta técnica (Figura 2) consiste em a amostra ser vaporizada e inserida em um fluxo
de gés apropriado, chamado de fase movel ou gés de arraste, que é caracteristico para cada
detector utilizado. Apds a amostra ser vaporizada, seus componentes sao separados conforme
o coeficiente de particdo destes entre a fase mdvel e a estacionaria, podendo ser liquida ou
solida, contidas no interior da coluna cromatografica, e em funcdo da pressao de vapor desses
componentes. A fase gasosa é constituida por um gés inerte, que ndo reage com as moléculas
do analito. Sendo assim, este gas flui pela coluna, promovendo elui¢do dos analitos (SKOOG
et al., 2005).

Existem dois tipos de colunas sendo eles a coluna recheada e a capilar. As colunas
recheadas sdo constituidas de aco inox ou vidro e possuem um didmetro interno de 1 a4 mm e
comprimento de 1 a 3 m. A coluna capilar pode ser constituida de vidro, aco inox ou niquel e
possui um diametro interno que varia de 0,15 a 0,75 mm e comprimento de 10 a 100 m, sendo
que a eficiéncia da coluna com a elevacdo do comprimento e a redugdo do diametro. Desta
maneira as colunas capilares melhores para serem utilizadas na cromatografia gasosa
(PEDROSA, 2018)

Figura 2 — Esquema de um cromatografo a gas

Gas de Injetor
carregamento
f , Detector
Controle r
de
pressao/ Software
fluxo

Fonte: DC Tech Laboratory Technologies (2018)

O cromatografo é constituido por um cilindro de gas de arraste onde este é
armazenado (fase movel); controladores de vazdo, fluxo e pressao; Sistema de injecdo ou
injector onde sdo inseridas as amostras; Coluna cromatografica onde acontece a interacao
entre a amostra e a fase estacionaria; Detector é um aparelho que torna o sinal elétrico em
resposta (BARBOSA, 2018).
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Assim como outras técnicas, a CG apresenta limitacbes como por exemplo as
substancias de interesse devem ser volateis e termicamente estaveis. Se caso as amostras ndo
apresentarem essas caracteristica, deve-se formar um derivado que apresente estas
caracteristicas, 0 que em muitos casos nao € viavel. Em algumas ocasides, pode ser necessaria
a preparacdo das amostras antes da realizacdo da analise, para que ndo haja interferentes e
contaminagdes das colunas cromatograficas. Outro fator que limita esta técnica é a
identificacdo correta dos componentes da amostra (PEDROSA, 2018). Por isso, torna-se
vantajoso utilizar outros instrumentos analiticos diretamente acoplados a coluna
cromatogréafica. Assim tem-se dois instrumentos que constituem Gtimas ferramentas para
identificacdo de compostos em misturas. O que € muito utilizado é a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (SKOOG et al., 2005)

Na espectrometria de massas, ocorre a eluicdo de cada composto no final da coluna
cromatografica que passa por uma fonte de ionizacdo, que leva a quebra das moléculas e a
formacdo de ions na fase gasosa. Esses ions que foram gerados, passam por um analisador de
massas, que sdo separados em funcao da razdo massa-carga (m/z) e detectados, produzindo o
espectro de massas (SKOOG et al., 2005).

De acordo com o tipo de analise que se deseja fazer utilizando a espectrometria de
massas, é importante considerar o modo de operacdo do analisador de massas. Existem dois
modos: o scan e o SIM(monitoramento seletivo de ion). O modo scan é feito uma varredura
dos ions considerando uma faixa de massas que engloba todos os ions produzidos. O modo
SIM, apenas alguns ions sdo monitorados, sendo feito uma programacdo do analisador de
massas para que sejam monitorados apenas valores de razdo (m/z) selecionados, aumentando
assim a sensibilidade (BECKER,2012).

3.3 Extracdo em fase sélida magnética

Como as amostras em sua maioria sdo complexas e os compostos de interesse estao
presentes em baixas concentracfes, € necessario antes de sua analise o seu tratamento, pois a
falta deste preparo pode afetar a analise completamente, além de poder danificar os
instrumentos (SILVA et al., 2016).

A extragdo liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase solida (SPE) séo as técnicas
mais empregadas, por apresentarem um baixo custo e serem de féacil manipulacdo.
(CAETANO, 2018).
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Para amostras mais complexas o método mais indicado é a SPE, pois esta é capaz de
pré-concentrar 0s compostos e possibilitar a determinacdo essas substancias em concentraces
baixissimas, utilizando métodos de separagdo de alta sensibilidade, como a CG e a HPLC
(CAETANO, 2018).

Uma das variagdes da técnica da SPE ¢ a extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE),
que apresenta um grande beneficio, por diminuir o tempo de tratamento da amostra. A sua
fase extratora é inserida exatamente na matriz para extracdo dos constituintes de interesse.
Desta maneira, a proximidade entre as fases favorece uma extragdo mais satisfatoria, sem a
necessidade de pré-condicionar cartuchos ou a delonga na percolacdo de um amplo volume de
amostra (SILVA et al., 2016). A segmentacdo do sorbente e da matriz na d-SPE pode ser por
centrifugacdo, filtracdo ou separagcdo magnética. O Gltimo método vem sendo muito utilizado
por facilitar o procedimento de extracdo pela utilizacdo de um campo magnético externo
(SILVA et al., 2016). A MSPE (Figura 3) consiste na dispersao de nanoparticulas magnéticas
na mistura onde esta o analito. Este, por meio de forte agitacéo, sdo retidos na superficie das
nanoparticulas. Depois de realizada a adsor¢do, as particulas magnéticas com o analito
adsorvido sdo separadas da solu¢do com a utilizacdo de um ima. Posteriormente, na etapa de
eluicdo dos analitos, estas nanoparticulas sdo levadas para a agitacdo mais uma vez junto com
uma pequena quantidade de eluente. Logo apos, as particulas sdo novamente separadas do
eluente com a utilizacdo de um campo magnético formado pela utilizacdo de um imd e a

solucdo resultante é analisada para a determinacédo dos analitos (ALEGRE, 2018).
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Figura 3 — Esquema das etapas de extracao da fase solida magnética

D l)I\P ersd l ‘ Magneto
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Matriz analitica Salvente de dessorgio

Fonte: SILVA et al (2016).

Para a realizacdo da MSPE, deve-se escolher um material adsorvente que tenha uma
alta area superficial, sitios de ligacéo especificos e muito reativos para o analito, um tamanho
adequado para a dispersdo e menor difusdo na realizacdo de pré-concentracdo (ALEGRE,
2018).

3.4 Carvao ativado

O carvdo ativado é uma substancia que possui grandes quantidades de carbono e tem
forma cristalina composta de heteroatomos.Um exemplo de heteroatomo é o oxigénio ligado
aos atomos de carbono que passaram por uma preparacdo para elevar a porosidade interna
(HEYLMANN, 2015). Desta maneira, o carvao ativado possui uma parte interna de poros
avancada com uma grande area superficial e elevada porosidade que é constituida de micro,
meso e macroporos (LINHARES; MARCILIO; MELO, 2016). O carvdo ativado vem se
destacando por sua estabilidade, elevada area superficial, elevada quantidade de poros e
possibilidade de grande producéo. Ele pode ser encontrado na forma de p6 ou granulos sendo
que a forma granular é a mais utilizada (LEITE, 2016). Por estas propriedades ele vem sendo

utilizado como adsorvente em tratamento de efluentes liquidos na remocéo de HPAs e demais
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contaminantes de meios aquosos. O carvdo ativado tem uma grande habilidade de interagir
com substancias quimicas e dessa maneira captura-las, removendo-as do meio. Assim ele
pode reduzir a presenca de material organico nos efluentes essencialmente aquelesque
apresentam cor (ALVES; LUNA; HENRIQUES, 2016).

Duas técnicas sdo as mais empregadas na preparacdo do carvdo ativado sendo elas as
ativaces quimicas e fisicas. A ativacdo fisica baseia-se na retirada das impurezas, como
substancias volateis por meio de pirélise/carbonizacdo para que a estrutura do carvao seja
composta essencialmente por carbonos.A ativacdo quimica acontece em temperaturas mais
amenas que na ativacdo fisica. Este método acontece na presenca de substancias ativantes
como é&cido fosférico (H3POs), cloreto de zinco (ZnClz), hidroxido de potassio (KOH),
hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico (HCI), &cido sulfurico (H2SO4), entres outros. As
substancias ativantes tem a capacidade de desidratacdo desta forma atuam na decomposicédo
pirolitica e impedem a producdo de alcatrdo e consequentemente elevam a quantidade de
carbono (DE COSTA; FURMANSKI; DOMINGUINI, 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Para a realizagdo das andlises, foram utilizados os seguintes materiais:

e Carvéo ativado Synth;

e Sulfato de ferro hepta-hidratado (FeSO4 .7H.0O) Synth;

e Hidréxido de potassio (KOH) Vetec;

e Nitrato de potassio (KNOs3) Vetec;

e Padrdes utilizados para a andlise dos HPAs estdo listados a seguir: naftaleno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno, acenaftileno, obtidos da Merk e Sigma-Aldrich;

e Cloreto de sddio, NaCl, de grau P.A. adquirido de Synth;

o Agua destilada;

e Vials de 20 mL de vidro incolor com tampa de rosca constituida de aluminio e septo
de silicone e teflon;

e Microseringas de 10, 100 e 500 uL da SGE Analytical Science ;

e Balanca analitica modelo AY?220 da Shimadzu;

e Mesa agitadora modelo CERTOMAT® MO II.

4.2  Sintese do carvao ativado magnético (CAM)

Preparou-se o carvao ativado magnético por meio de suspensdo de 5,00 g de carvédo
ativado em 140 mL de solugéo aquosa de FeSO4.7H20 (72 mmol, 20,05 g em 140 mL de agua
destilada) a 90 ° C. Posteriormente, 11,20 g de KOH (200 mmol) e 1,65 g de KNOs (16
mmol) foram solubilizados em 60 mL de agua destilada e esta solucdo foi adicionada gota a
gota & suspensdo sob fluxo de N2 a 90 °C com intensa agitagdo. O produto foi coletado por
separacdo magnética e lavado com agua destilada até pH neutro, e finalmente seco em forno a
60 °C por 24 horas (TORRES, J. A. etal., 2018; SILVA, M. C. et al.,2016).

4.3  Preparo de solucdes

Partindo de uma solugdo estoque de HPAs 2000 mg L™ em acetato de etila, efetuou-se
duas diluicBes consecutivas, obtendo inicialmente uma solugdo 200 mg L e entdo, a partir

dessa, uma solugdo 5 mg L, ambas em acetona. Com a solugdo de 5 mg L™ foram realizadas
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diluicBes em agua destilada para obter solugdes com concentragdo 100 ug L. Além dessas
solugdes, foi preparada uma solucdo de 20 mg Lem acetona para ser utilizada na injecdo no
modo SCAN para descobrir qual tempo de retencdo de cada HPA.

Uma solucdo de benzoato de benzila foi preparada com o propésito de ser empregada
como padrdo interno. O preparo dessa solucédo foi realizado de modo semelhante a solugéo de
HPAs, sendo preparada uma solugdo de 1000 mg L em acetona e, por meio desta, obteve-se

uma solucéo de 50 mg L?, também em acetona.

4.4  Sistema cromatogréafico

Para as analises cromatograficas foi empregado um cromatégrafo a gas acoplado ao
espectrometro de massas (sistema GC/MS) Agilent 7890A, disponivel no Centro de Analises
e Prospeccao Quimica (CAPQ/DQI/UFLA).

A temperatura do injetor do cromatografo foi de 320°C e as inje¢cdes foram realizadas
no modo Split 1:5. A fase movel é composta de gas hélio com fluxo de 1 mL min. Em
relacdo a rampa de temperatura do forno, a temperatura inicial foi de 40°C, mantida por 1
min, sendo acrescida a 40°C/min até 120°C, logo ap06s, um aumento a 5°C/min até 200°C,
consecutivamente um aumento 4°C/min até 275°C e finalmente um aumento de 20°C/min até
310°C, conservando constante por 5 min, totalizando 45,5 minutos como periodo total da
corrida. O tempo de corte de solvente foi de 6,1 minutos. A temperatura da fonte de ions foi
de 230°C e a temperatura da interface de 280°C. O espectrometro de massas foi operado nos
modos scan e SIM. No modo scan, empregado nos testes preliminares, foi feito o
monitoramento dos ions na faixa de 40-450 m/z. No modo SIM, empregado para a
quantificacdo dos HPAs, foram monitorados trés ions de cada HPA e do benzoato de benzila.
Os ions monitorados para cada composto e os intervalos de tempo de monitoramento sdo

expostos na Tabela 2.
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Tabela 2 — lons monitorados no modo SIM e intervalo de monitoramento.

; ] Intervalos de
HPAs lons monitorados (m/z) _ _
monitoramento (min)
1 Naftaleno 127 128 129 6a9
2 Acenaftileno 151 152 153 9213
3 Acenafteno 165 166 13a15
4 Fluoreno 176 178 179 13a15
5 Antraceno 176 178 179 15a20
6 Fenantreno 200 202 203 15a20
7 Fluoranteno 226 228 229 20 a 27
8 Pireno 226 228 229 20 a 27
9 Benzo[a]antraceno 250 252 253 27 a 32
10  Benzofluoranteno 250 252 253 27 a 32
11 Benzo[a]pireno 250 252 253 32a45

Fonte: Do Autor (2019)

45  Testes preliminares

4.5.1 Extracdo em fase sélida magnética (MSPE)

Antes de iniciar o processo de adsorcdo foi necessario condicionar o carvdo que sera
utilizado com 20 mL de acetona por 15 min, sob constante agitacdo. Em seguida, o
procedimento de MSPE foi efetuado adicionando-se 50 mL de uma solucéo aquosa (100 pg L
1) de HPAs em um erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mg do CAM. A solugéo foi mantida
em contato com o material no decorrer 1 h sob constante agitacdo de 160 rpm e, em seguida, 0
CAM foi separada pela aplicacdo de um campo magnético externo (imd) posicionado no
fundo do frasco. A dessor¢do dos analitos retidos foi efetuada adicionando-se 5 mL de
acetona no frasco contendo o sorvente sob constante agitacdo a 160 rpm por um periodo de 30
minutos.

Ap6s o periodo de dessorcdo, o adsorvente foi separado magneticamente pelo
posicionamento do ima, e o sobrenadante foi recolhido e analisado por GC-MS. Ademais,
com o propoésito de evitar efeito memdria, o0 compoésito magnético foi empregado somente

uma vez para cada analise, ja que sua sintese € simples e barata.
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4.5.2 Escolha do solvente de eluigdo

Os solventes acetona, tolueno e hexano foram comparados, de forma a determinar a
melhor eficiéncia de eluicdo de HPAs. Para tanto, foram efetuadas 3 extragGes utilizando 50
mL da solucdo de HPAs 100 pug mL?, 20 mg do carvdo ativado sob agitagdo por 1 hora.
Posteriormente, foi efetuada a eluicdo com 5 mL de cada solvente por 30 minutos e injetado 1
puL no cromatdgrafo. Com obtencdo dos cromatogramas, realizou-se a compara¢do com 0
proposito de evidenciar qual solvente teve por resultado picos com maiores areas para 0S
HPA:s.

4.6  Otimizacao da metodologia de extracdo dos HPAs

A otimizacdo da metodologia relacionou a determinacdo das condi¢bes Otimas de
extracdo e eluicdo, empregando o solvente escolhido na etapa anterior. Para tal, foi elaborado
planejamento experimental para a extracéo e eluigéo.

O padrdo interno foi adicionado em todos os eluatos, de forma a obter uma
concentragio final de 400 ng L.

Optou-se pelo planejamento do tipo Composto Central para a otimizacédo da extragéo,
sendo realizadas 3 repeticdes no ponto central. Para esse planejamento foi empregado o
software Chemoface, versdo 1.61.Para avaliar as melhores condi¢cbes de massa de CAM,
tempo de extracdo e forca idnica (NaCl % m/v), foram realizadas dezessete extracGes nas

condicdes descritas na Tabela 3.



20

Tabela 3 — Condi¢Bes de massa de Carvdo Ativado Magnético, tempo e forca ibnica
para o planejamento experimental.

Massa de Carvao Tempo de extracéo Forca ibnica
Ativado Magnético (mg) (min.) (% m/v)
1 7 20 8
2 7 20 29
3 20 20 8
4 20 20 29
5 7 50 8
6 7 50 29
7 20 50 8
8 20 50 29
9 13,5 10 18,5
10 13,5 60 18,5
11 3 35 18,5
12 24 35 18,5
13 13,5 35 0,84
14 13,5 35 36
15 13,5 35 18,5
16 13,5 35 18,5
17 13,5 35 18,5

Fonte: Do autor (2019).

No planejamento experimental para a extracdo, avaliou-se as variaveis massa de
CAM, tempo e forca idnica. As extracfes foram efetuadas utilizando 50 mL da solugédo de
HPAs na concentracdo de 100 pug L e a eluigdo foi fixada com 5 mL do solvente escolhido

por 30 minutos.

4.7  Otimizacao da metodologia de eluicdo dos HPAs

Para a otimizacdo da eluicdo foram realizadas trés extracfes nas condigcdes 6timas de
extracdo sendo cada uma delas eluidas posteriormente com 5, 10 e 15 mL.

Apo6s o resultado da otimizacdo da eluicdo, foi feita uma extracdo nas melhores
condicdes de extracdo e eluicdo, utilizando 50 mL da solu¢do de HPAs na concentracdo de
100 pg L e assim comparar a area dessa extracio com a area da solugdo de 1 mg L. Essa
comparacdo permitiu obter as recuperacdes de cada HPA ap0s a extracdo.

4.8  Curva analitica
Com as condigdes de extracdo e eluicdo otimizadas, foram elaboradas as curvas

analiticas a partir de solugdes padrfes para cada um dos HPAs. As solucBes da curva analitica
foram na concentracéo de 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 5,0 e 10,0 mg L.,
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O padréo interno foi adicionado em cada solugédo a fim de obter uma concentracéo final
de 400 pg L.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, preparou-se uma solugdo de 20 mg Lcontendo os onzeHPAs e em
seguida foi injetado 1 uL no CG no modo SCAN para descobrir em qual tempo cada HPA é
eluido (Figura 4).

Figura 4 — Cromatograma modo SCAN solugdo de HPAs 20 mg L
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Fonte: Do autor (2019).

Além disso, outro teste realizado foi com padrao interno (P1), no qual foi injetado 1 pL
de uma solucdo de 20 mg L™ de benzoato de benzila para descobrir em qual tempo o padréo

interno é encontrado (Figura 5).

Figura 5 — Cromatograma modo SCAN solucéo do padrdo interno 20 mg L*
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Fonte: Do autor (2019)
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Com a adicdo do padrdo interno, notou-se que 0 mesmo é encontrado muito proximo

de dois dos HPAs (antraceno e fenantreno).

51 Escolha do solvente

Avaliou-se, primeiramente, o solvente que iria melhor dessorver os HPAs do carvdo a
fim de ser empregado na metodologia a ser desenvolvida. A escolha do solvente ideal para a
determinacdo do HPAs esta relacionada com as propriedades do analito em questéo, tais como
polaridade. Deste modo, foram avaliados trés solventes: tolueno, acetona e hexano.

O tolueno desde o inicio do processo de extracdo apresentou pouca interacdo com o
carvao ativado magnético, visto que, no momento do condicionamento (20 mg de carvao
magneético ativado em 20 mL de tolueno sob agitacdo por 20 min), ocorreu a formacdo de
grumos impedindo a separacdo com 0 ima para seguir 0 processo.

O hexano e a acetona tiveram resultados semelhantes, porém na parte da elui¢do o
hexano formou um tipo de pelicula em cima do carvao, impedindo que o mesmo ficasse
totalmente em contato com o solvente e assim suspeitou-se que 0 hexano ndo seria um bom
solvente.

Deste modo, avaliando os dois solventes, pode-se verificar a partir dos cromatogramas
obtidos que a acetona se mostrou melhor que o hexano na eluicdo dos HPAs. A comparagédo
entre os solventes foi feita pela comparacéo da area de cada um dos picos obtidos nas eluicdes
com cada um dos solventes. Como o0s solventes apresentam caracteristicas diferentes e,
consequentemente, podem resultarem respostas diferentes por conta do processo de
vaporizacdo no injetor do GC, a resposta de cada extracdo foi comparada com a resposta
relativa a solucdo de 1 ppm em cada um dos solventes.

Além disso, fazendo a integral das areas dos picos dos HPAs pode-se construir o
gréfico ilustrado na Figura 6, em que sdo utilizadas as areas relativas, sendo possivel notar

claramente as diferencas entre 0s solventes avaliados.
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Figura 6 — Comparacédo das areas relativas dos picos dos HPAs por extracfes com acetona e
hexano.
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Fonte: Do autor (2019).

Com a comparacgdo das areas, observa-se que a extracdo com hexano apresenta picos
bem menos intenso que com a acetona. Esse fato pode ser atribuido devido aos HPAs
apresentarem certa polaridade, interagindo assim, de forma mais intensa com a acetona que
com hexano devido ao hexano ser muito apolar. Outra observacdo com relacdo a Figura 6 é
que a recuperacdo dos HPAs variou de 5 a 45% sem nenhuma otimizacéo dos processos de

extracdo e de eluicéo.

5.2  Planejamento experimental para a extracao

Com o propésito de avaliar a influéncia das variaveis massa de carvdo ativado
magnético, tempo de extracdo e forca ibnica, fez-se um planejamento fatorial com ponto
central. Foi utilizado esse planejamento, pois ele permite contornar problemas relacionados ao
grande numero de repeticdes experimentais, além de oferecer uma boa aproximacdo de erros
por meio de um experimento incluido no centro do planejamento, correspondendo o centro, 0
valor médio dos niveis de todas variaveis (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Desse modo, foram
realizadas dezessete extraces em diferentes condicGes de massa de carvdo ativado
magnético, tempo de extracdo e forca idnica, conforme apresentado no Tabela 3, com trés
repeticdes no ponto central.

Apos todos os cromatogramas de cada condicdo de extracdo serem obtidos, realizou-se a

integracdo de cada HPA e do benzoato de etila. Obteve-se a razdo entre a area de cada pico do
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HPA pelo padrdo interno e, a partir dessa razdo foi calculada a média geométrica dos onze
HPAs em cada condi¢do de extracdo. Porém, utilizando a &rea de todos os compostos, o
modelo ndo obteve ajuste (lack-of-fit = 1)pois alguns compostos (benzoantraceno,
benzofluoranteno e benzo-a-pireno) ndo apareceram nos cromatogramas possivelmente por
ndo terem sido extraidos ou eluidos. Logo, a superficie de resposta foi obtida individualmente
utilizando a razdo entre a area de cada pico do HPA pelo padréo interno e foi observado que
para 0S compostos que ndo apareciam em todos os cromatogramas (benzoantraceno,
benzofluoranteno e benzo-a-pireno), o modelo também ndo teve ajuste (lack-of-fit = 1).
Assim, foi feita novamente uma média geométrica sem esses compostos, 0s quais foram
removidos da otimizacdo. Assim, utilizou-se essa nova média geométrica no planejamento
experimental para verificar as condi¢fes 6timas.

Cada variavel foi analisada com significAncia de 95% de confianga, obtendo um
gréfico Pareto, ilustrado na Figura 7. Deste modo, por meio de um modelo quadratico, foi
possivel analisar a influéncia da massa de carvao ativado magnético, o tempo de extracéo, a

forca idnica e a interacdo entre essas variaveis na extracdo dos HPAs.

Figura 7 — Gréafico de Pareto obtido do planejamento composto central para verificar a
influéncia da massa do carvéo ativado magnético, do tempo e da temperatura na
extracdo dos analitos.
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Fonte: Do autor (2019).
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A partir do gréfico de Pareto, pode-se observar que a massa de carvdo ativado
magnético, o tempo de extracdo, o sal, e a interacdo entre eles, apresentam efeito significativo
na extracdo dos compostos. Também nota-se que a influéncia do tempo e da massa € muito
mais importante que sal. Logo, desconsiderou-se o sal pois de acordo com o gréafico de Pareto
quanto menor a quantidade de sal, melhor a resposta da extragdo (sinal negativo).

Além disso, foi gerada uma superficie de resposta através do estudo das variaveis,
sendo esta ilustrada na Figura 8. Avaliando a superficie, é possivel observar que quanto
menor a massa de carvdo ativado magnético e menor o tempo, resulta em um aumento da
média geométrica das areas dos picos, sendo as maiores médias ilustradas na regido em
vermelho na superficie. Desta forma, as condi¢fes Otimas de extracdo foram determinadas

como sendo 5 mg de carvéo ativado magnético e 25 minutos de tempo de extrag&o.

Figura 8 — Superficie de resposta para o planejamento experimental.
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Fonte: Do autor (2019).

A superficie de resposta indica que para menores tempos e menores massas, a média
geométrica das respostas tende a ser maior. A relevancia do tempo de extracdo para 0s
compostos estudados pode estar relacionada ao fato de ser necessario um tempo para que 0S

HPAs migrem da solucéo para o carvédo e assim ocorra a adsorgéo deles.
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5.3  Otimizagao da eluicéo

Para comparar as repostas das eluicdes com diferentes volumes de acetona 0s
resultados foram ajustados pelos respectivos fatores de diluicdo e os resultados estdo
apresentados na Figura 9.

Figura 9 — Otimizacao da eluigdo de HPAs.
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Fonte: Do autor (2019).

Observa-se na Figura 5 que as eluicdes com 10 mL apresentaram respostas mais
baixas, mas comparaveis a extracdo com 5 mL. Considerando o desvio das extracdes, as
extracbes com 5 mL e com 15 mL apresentam valores semelhantes para a maioria dos
HPAs.Além disso, devido ao menor uso de solvente de elui¢do, que resulta em menor diluicdo
do extrato (visto que ndo ocorreu pré-concentracdo posterior), optou-se por definir como
melhor condicdo de eluicdo o volume de 5 mL de solvente, pois obteve-se recuperacfes
satisfatorias em menor volume de solvente, gerando menos residuos.

Como resultado, o procedimento de extracdo permite a concentracdo dos analitos em
10 vezes.

A partir do resultado da eluicdo, foi realizada uma extracdo nas melhores condicGes,
utilizando 50 mL da solugdo de HPAs na concentracdo de 100 pg L™ para ocorrer a

concentracdo dos analitos em 10 vezes e assim poder comparar a area dessa extracdo com a
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area da solugdo de 1 mg L. Essa comparagdo permitiu obter as recuperacdes de cada HPA

apos a extragdo que pode ser observada na Tabela 4.

Tabela 4: Recuperagdo dos HPAs em relagdo a area de 1 ppm

i i Recuperagéo
HPAs Area da Extracéo Area padréo 1 ppm %)
Naftaleno 10,56 10,68 98,83
Acenaftileno 6,123 7,120 85,99
Acenafteno 7,668 7,758 98,83
Fluoreno 9,204 10,78 85,34
Antraceno 2,206 6,872 32,11
Fenantreno 0,4545 4,617 9,844
Fluoranteno 1,240 10,00 12,41
Pireno - 9,388 -
Benzoantraceno - 2,818 -
Benzofluoranteno - 1,837 -
Benzo-a-pireno - 2,531 -

Fonte: Do autor (2019).

De acordo com a tabela, pode-se observar que apenas o naftaleno, acenaftileno,
acenafteno e fluoreno, podem ser extraidos de maneira satisfatoria. Sendo assim a curva de
calibracdo foi feita a partir de solucdes padrdes. Para determinar todos os HPAS é necessario

que a curva de calibracdo seja feita a partir das extracdes dos padrdes.

5.4 Curva Analitica

Como somente os HPAs naftaleno, acenaftileno, acenafteno e fluoreno apresentaram
recuperacdo proximas a 100%, apenas esses podem ser determinados através da curva de
calibracdo externa. Dessa forma, as curvas analiticas foram construidas em seis niveis de
concentragBes: 0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 5,0 e 10,0 mg L de HPAs. As equacdes da reta obtidas
para cada um dos HPAs e seus respectivos coeficientes de correlacdo estdo dispostos na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Linearidade dos HPAs.

Faixa de trabalho

Analitos (mgL) Equacio da reta R?
Naftaleno 0,05-10 y =6,7336x + 1,8737 0,9969
Acenaftileno 0,05-10 y =5,9977x - 0,0509 0,9957
Acenafteno 0,05-10 y =5,4321x + 0,8373 0,9984
Fluoreno 0,05-10 y =8,1351x + 0,8523 0,9978
Antraceno 0,05-10 y = 7,6033x - 0,8985 0,9955
Fenantreno 0,05-10 y = 6,8402x - 1,6646 0,9919
Fluoranteno 0,05-10 y = 8,9815x + 0,0169 0,9983
Pireno 0,05-10 y = 8,2758x + 0,1273 0,9985
Benzoantraceno 0,05-10 y =5,1523x - 1,2902 0,9973
benzofluorateno 0,05-10 y = 2,4794x - 0,3659 0,9993
Benzo-a-pireno 0,05-10 y =5,3197x - 1,8145 0,9975

Fonte: Do autor (2019).

Os coeficientes de determinacdo obtidos (R? >0,99) mostraram que os ajustes dos
modelos lineares propostos foram adequados para a faixa estudada,tornando viavel a
determinacdo de concentracdes de amostras por interpolacdo. A metodologia proposta pode
ser empregada apenas para 0os HPAs naftaleno, acenaftileno, acenafteno e fluoreno, visto que
para 0s demais a recuperacgéo da extracdo nao foi satisfatoria.

A extracdo dos HPAs nas amostras, bem como a determinacdo do LD nas amostras
ndo foi realizada. Acredita-se que como o fator de pré-concentracdo da extracdo é de cerca de
de 10 vezes, espera-se atingir limites de detecgdo na amostra de cerca de 5 pg L. Essa faixa
de concentracdo ndo é adequada para o limite permitido em &gua para os HPAs
benzoantraceno (0,05 pg L?) e benzo-a-pireno (0,7 pg L™). Ja o fenantreno, cujo o limite
permitido em agua é de 140 ppb, ndo foi determinado devido a otimizacdo para ele ndo ter
sido eficiente.Para os demais, se faz necessaria a reducao do volume do extrato obtido através
da secagem do solvente, podendo aumentar o fator de pré-concentracdo para 50 vezes.
Entretanto, esses testes ndo puderam ser realizados nesse trabalho e deveréo ser realizados em

um trabalho futuro.
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento da técnica MSPE e da GC-MS se mostraram adequadas para a
determinacdo de naftaleno, acenaftileno, acenafteno e antraceno em agua em concentracfes
acima 5 pg L. A melhor condigdo de extracdo e eluicdo foi de 25 minutos para a extracio
com uma massa de carvdo ativado magnético de 5 mg e 5 mL de acetona para a eluicéo.

Por meio da comparacdo da area de cada composto na extracdo com a area relativa & 1
mg L, foi observado que apenas o naftaleno, acenaftileno, acenafteno e fluoreno puderam ser

extraidos, sendo assim, a curva de calibracdo foi preparada através de padrdes.
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