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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo otimizar um protocolo analitico
para determinacdo de éteres difenilicos poliboromados (PBDE) em sedimentos
de rios. As etapas consistiram em desenvolver o método cromatogréafico
assim como as de extracdo e clean-up, de modo a reduzir significativamente
as quantidades de solvente e adsorvente em cada etapa. Cada uma destas
foi avaliada separadamente, por meio de testes de recuperagcédo. Para a
extracao foi utilizada uma sonda ultrassonica de 500 W de poténcia; optou-se
pelo emprego de 4,0 mL de acetona como fase extratora em trés etapas de
sonicagdo, com duragao de trés minutos cada uma. Para a clean-up utilizou-
se uma pipeta graduada de 20 cm de comprimento e 0,6 cm de diametro
interno. Como fases adsorventes foram empregadas 1,0 g de silica e 1,0 g de
alumina, seguindo-se a eluicdo com 5,0 mL de hexano e 50 mL de
hexano/diclorometano (3:1, v/v). Os resultados obtidos para a maioria dos
compostos, expressos em termos percentuais, em todas as etapas
estudadas, ficaram dentro da faixa de 70% a 111%, valores considerados
satisfatorios. O método foi avaliado e validado com base em diferentes
critérios analiticos utilizando-se ensaios de recuperacdo em sulfato de sédio
(sistema modelo) e material de referéncia preparado no laborat6rio, com
excelentes resultados. O método otimizado foi aplicado a amostras de
sedimentos de ambientes aquaticos urbanos e mananciais de abastecimento
localizados na bacia Hidrografica do Alto Iguacu, na Regido Metropolitana de
Curitiba. Os resultados obtidos a partir da andlise das amostras de
sedimentos demonstraram que o0s rios localizados em regibes sob forte
influéncia urbana e industrial apresentaram PBDE. Foram determinados nos
compartimentos sedimentares dos rios Timbu, Barigui e Iguacu 0os congéneres
BDE-71, BDE-85 e BDE-99 em concentragdes inferiores aos limites de deteccao

e quantificacao.
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ABSTRACT

This study aimed to optimize an alternative analytical protocol for the
determination of polybrominated diphenyl ethers (PBDESs) in riverine
sediments. The protocol consisted in developing the chromatographic method,
as well as the extraction and clean-up stages, in order to significantly reduce
the amount of solvent and adsorbent, as well as the time involved in sample
preparation. For the cleanup it was used a 20 cm graduated pipette and 0.6
cm inner diameter. 1.0 g of silica and 1,0 g of alumina were used as adsorbent
phase, followed by elution with 5.0 mL of hexane and 5.0 mL of
hexane/dichloromethane (3:1, v/v). The results, expressed in percentage
recovered, ranged from 70% to 111%. The method was evaluated and
satisfactorily validated according to different analytical criteria such as
recovery in sodium sulfat, a model system, and home-made reference
material. Finally method was applied to sediment samples from urban riverine
aquatic environments and water supplies located at Alto Iguagu Hydrographic
River Basin, in the Metropolitan Region of Curitiba. The results obtained from
environmental samples demonstrated that rivers located in areas under urban
and industrial influences presented PBDE intakes. BDE-71, BDE-85 and BDE-
99 congeners were determined in sediment from Timbu, Barigui and Iguacu

rivers with concentrations lower than limits of detection and quantification.




1. INTRODUCAO

A intensa atividade industrial observada ap6s a Segunda Grande
Guerra e o desenvolvimento de novas tecnologias tém contribuido para o
surgimento de indmeros produtos que rapidamente passaram a ser
considerados essenciais por uma parcela expressiva da sociedade. Desde
entdo, especialmente nos dias atuais, com o aumento da geragao de emprego
e renda tem sido observado um consumismo exacerbado em varios paises.
Aliado a isso, o0 planejamento sanitario inadequado da maioria das cidades, as
deficiéncias no tratamento dos residuos domésticos e industriais e o descarte
inapropriado nos corpos aquaticos tém ocasionado alteracdes no ambiente
gue podem afetar a vida em todos os ecossistemas terrestres, inclusive a
sobrevivéncia da espécie humana Dukakis (1996 e Mori (2008).

Nesse contexto, apesar de 0s mares, rios e corregos serem
fundamentais a todas as formas de vida no planeta, eles tém atuado como
receptores dos mais variados tipos de efluentes, despejos e derrames sejam
de origem natural ou antropica. Por sua vez, sdo justamente as atividades
antropicas as mais preocupantes e que estdo relacionadas as ameacas de
poluicdo da 4gua, do uso insustentavel e do risco de escassez.

Uma vez langados indevidamente nos corpos aquaticos, os poluentes
podem permanecer suspensos na coluna d’agua ou decantar em direcdo ao
compartimento sedimentar. De acordo com Miall (1977), os sedimentos sao
formados por camadas de particulas minerais e organicas, finamente
granuladas que sdo carreadas pelas intempéries até a parte inferior dos
corpos aquaticos. Este compartimento € considerado um ambiente ativo que
atua como deposito de varios tipos de compostos e reflete todos 0s processos
que ali ocorreram. Dessa forma, a andlise do sedimento fornece um registro
histérico dos contaminantes presentes nessa matriz Miall (1977).

Segundo Mulder e colaboradores (2001), os sedimentos sédo de grande
relevancia, uma vez que nao somente armazenam ou acumulam nutrientes e
outros compostos, mas, acabam liberando-os para a coluna d’agua ou
servindo como fonte de alimento para espécies bentbnicas que habitam esse
compartimento (Mulder; Alexander(2001)



Para Karickhoff (1981), a qualidade dos sedimentos € um componente
importante no monitoramento das aguas, pois, 0s contaminantes acabam
estabelecendo uma situacdo de equilibrio dindmico entre a adsorgdo nos
micro poros do sedimento e a dissolugcdo na agua ali presente, denominada
agua intersticial. Assim, sd0 necessarios testes toxicologicos para determinar
0s niveis de contaminacao dos sedimentos Karickhoff (1981).

Nas Uultimas seis décadas, dentre 0s compostos comumente
encontrados nas analises de sedimentos destacam-se os halogenados que
ainda sao utilizados, principalmente, como defensivos agricolas. Como
exemplos, podem ser citados o fungicida hexaclorobenzeno (BHC) e o
inseticida aldrin. Devido as caracteristicas toxicas, persistentes, hidrofébicas e
bioacumulativas, desses e de outros compostos, ao serem carreadas aos
corpos aquaticos tendem a aportar no compartimento sedimentar que é a
fonte de alimento das inUmeras espécies de animais desse habitat. Desde
entdo, os relatos de problemas ambientais e riscos a salde humana tem
aumentado gradativamente (EQANI, MALIK e MOHAMMAD, 2011; WASSWA
et al., 2011).

Atualmente, ainda ha muita dificuldade em se avaliar os efeitos nocivos
dos milhares de contaminantes naturais e sintéticos sobre os seres vivos.
Esses contaminantes podem estar presentes em concentracées na ordem de
pg L' a ng L™ Além disso, a determinacdo desses compostos em matrizes
biologicas e ambientais € um desafio, pois necessitam de técnicas sensiveis
de analise e, na maioria das vezes, de um tratamento prévio e dispendioso
das amostras. (OHE, WATANABE e WAKABAYASHI, 2004).

Assim, a toxicologia ambiental, ou ecotoxicologia, dedica-se
principalmente aos efeitos decorrentes da exposicdo a tais contaminantes
durante um longo periodo, seja pela ingestdo de ar, 4gua ou alimento
contaminado. De tal maneira, mesmo estando presentes em concentragbes
nivel traco, o carater predominantemente lipofiico e a baixa reatividade
dessas substancias ao ambiente contribuem para que bioacumulacao ocorra
de forma gradual. Isso se deve a afinidade de tais compostos ao tecido
adiposo de espécies animais que sao a base da cadeia trofica (VAGULA,
VARTAK, TALLMADGE, 2012). Paralelamente, o0s processos de



biomagnificacédo resultam de uma sequéncia de etapas de bioacumulag¢do que
ocorre ao longo da cadeia alimentar, de modo que a concentracdo de uma
dada substancia aumenta significativamente entre diferentes espécies de
organismos da cadeia tréfica (LEITE, PERALTA-ZAMORA, GRASSI, 2011).

Vérios trabalhos tém chamado a atencédo para a questao toxicoldgica
em seres vivos. Por exemplo, Schwarzenbach e colaboradores (2006)
afrmam que as substancias organicas halogenadas podem estar
relacionadas a problemas do sistema endécrino de humanos e de outros
animais e, assim, acabam afetando a saude, o crescimento e a reproducao
dessas espécies. Schwarzenbach et al. (2006). De forma mais conclusiva, foi
constatado que humanos expostos diretamente a essas substancias tém
apresentado efeitos como a redugcdo da quantidade de esperma,
endometriose e o0 aumento da incidéncia de varios tipos de cancer, por
exemplo, de mama, testiculo e préstata (GHISELLI e JARDIM, 2007; MAIA e
DEZOTTI, 2007; SALIHOVIC et al., 2013; TOMS et al., 2012).

Nessa perspectiva, ao longo das ultimas trés décadas, uma classe de
compostos também tem chamado a atencdo de pesquisadores diante da
producédo e utilizacdo em larga escala e dos inumeros trabalhos relatando a
ubiquidade em amostras de agua, solo, sedimento e ar atmosférico, inclusive
em dareas remotas. Sdo os éteres difenilicos polibromados ou PBDE
pertencentes a classe dos retardantes de chama bromados (DECARLO,
1979; JANSSON, ASPLUND e OLSSON, 1987; MATSUNO et al., 2007;
STAPLETON, 2006).

Os PBDE sdo substdncias quimicas sintéticas, cuja finalidade é
associa-las através de ligacbes covalentes a matriz polimérica de diversos
produtos, por exemplo, computadores, equipamentos eletrénicos, carpetes,
forracBes, estofados, automoéveis, e avides a fim de reduzir e/ou evitar a
propagacdo do fogo em um eventual incéndio. Estima-se que 600 mil
toneladas de retardantes de chama sejam produzidas mundialmente a cada
ano. Deste total, as espécies contempladas nos grupos de congéneres:
penta-BDE, octa-BDE e deca-BDE, respondem por 420 mil toneladas a cada
ano, ao passo que o congénere com maior grau de substituicdo por atomos

de bromo, deca-BDE, corresponde a 75% do total.



Segundo um levantamento realizado pelo Férum Cientifico e Ambiental
de Produtos a Base de Bromo (BSEF), sdo os compostos mais utilizados na
atualidade como retardantes de chama por representarem a maneira mais
econbmica e eficiente de prevenir acidentes incendiarios. (ALAEE e
WENNING, 2002; BSEF, 2012; RAHMAN et al., 2001).

Durante um principio de incéndio, os objetos recobertos por retardantes
de chama apresentam a decomposicdo de tais compostos antes da matriz
polimérica que forma estes objetos evitando, assim, a formacdo de gases
inflamaveis. De tal maneira, 0 mecanismo de atuacdo dos PBDE consiste na
supresséao dos radicais livres (OH* e H*) que sdo produzidos durante a reacao
de combustéo, e sédo responsaveis pela propagacédo da chama.

Os PBDE (R — Br) tém a capacidade de retardar a propagacéo do fogo,
pois, quando sdo sujeitos a elevadas temperaturas se decompdem, liberando
atomos de bromo na forma de radicais (Bre):

R-Br > Re + Bre

Por sua vez, os bromos radicalares reagem com o polimero (Pol-H) ao
qual o retardante estd em contato, eles retiram os &tomos de hidrogénio
presentes e formam o brometo de hidrogénio (HBr), que é uma espécie

energeticamente mais estavel:

Pol-H + Bre -> Pol* + H-Br

O brometo de hidrogénio liberado € responsavel por retardar o
processo de decomposicdo do polimero, pois, fornece continuamente o0s
bromos radicalares que retiram do meio os radicais H* e OHe. Trata-se,

portanto, de uma reagéo em cadeia e inibe o processo de combustao:

Re + H-Br > R-H + Bre
Como é mostrado na Figura 1, a estrutura basica desses compostos
consiste em um par de radicais fenilicos ligado a um grupo funcional éter. As
moléculas de PBDE sé&o estruturalmente similares as bifenilas policloradas
(PCB), conforme mostra a Figura 2, que apesar de terem sido banidos de
muitos paises, ainda estdo presentes e sdo utilizadas como isolante térmico

em transformadores e geradores elétricos. Atualmente, sdo objeto de estudo



devido suas caracteristicas persistentes e téxicas. Consequentemente, as
propriedades fisico-quimicas e forma de determinacdo das PCB séao
semelhantes as do PBDE. (CARLSSON, HERZKE e KALLENBORN, 2013;
LAVANDIER et al., 2013; SCHUHMACHER et al., 2013).

Atualmente, estdo disponiveis no mercado 209 congéneres de PBDE
que estao agrupados em misturas comerciais: Mono-BDE: 3 congéneres; Di-
BDE: 12 congéneres; Tri-BDE: 24 congéneres; Tetra-BDE: 42 congéneres;
Penta-BDE: 46; Hexa-BDE: 42 congéneres; Hepta-BDE: 24 congéneres;
Octa-BDE: 12 congéneres; Nono-BDE: 3 congéneres; Deca-BDE: 1
congénere.

A eficiéncia de cada congénere ao inibir a propagacéo do fogo e suas
propriedades fisico-quimicas estdo associadas diretamente ao grau de

substituicdo por atomos de bromo nos anéis fenilicos.

Figura 1: Estrutura basica de uma molécula de PBDE formada por dois radicais fenilicos
ligados a um grupo éter (1 <m,n <5).

Figura 2: Estrutura basica de uma molécula de PCB cuja produgéo e utilizacdo, apesar de
elevadas, estdo em declinio por conta de um acordo mundial estabelecido na Convencgao de
Estocolmo (1 £ m,n < 5).

Na Figura 3 sdo apresentadas as formulas estruturais dos 14
congéneres de PBDE mais comumente produzidos e empregados nos
diversos tipos de produtos comerciais e que consequentemente acabam
sendo encontrados no ambiente. Na Tabela 1 estao relacionadas algumas de

suas propriedades fisico-quimicas Kim et al. (2013 e Rahman et al. (2001).



De uma forma geral, tais compostos possuem baixa pressdo de vapor
e carater hidrofébico. Os valores de Ko, referem-se ao coeficiente de particao
octanol/dgua, que € uma medida de concentracdo adimensional, cuja
magnitude expressa a distribuicAdo de um determinado composto entre
volumes iguais de dois solventes parcialmente misciveis octanol e agua (U.S.
EPA, 2008).

Dessa forma, os valores atribuidos a cada congénere indicam um
menor ou maior carater hidrofobico. Para congéneres cujos valores de Koy
variam entre 1 e 4, observa-se uma maior concentracdo em solucdes aquosas
e uma eliminacdo mais facil de tecidos adiposos. No entanto, para valores
superiores a 5, verifica-se uma maior probabilidade de os PBDE serem
encontrados associados a matéria organica de solos e sedimentos dos corpos

aguaticos e até mesmo em tecidos adiposos de organismos da cadeia trofica.
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Figura 3: Formula estrutural dos congéneres de PBDE presentes no padrao BDE-COC (Nota:
0 nome entre parénteses corresponde ao nome comercial)



Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos 14 congéneres de PBDE presentes no padrao BDE-COC Tittlemier et al. (2002 e USEPA (2008)

congenere " BDE Nimero CAS MEEZ?Q FJSSE? ?P?S Fusdo (d°?:) Sﬁéﬁ'i(drﬁ?ﬁﬁ 5 o
2,2',4-Tribromodifenil éter 17 147217-75-2 406,90 2,19 10° - 3,80 10" 5,47
2,4,4'-Tribromodifenil éter 28 41318-75-6 407,10 2,19 10° 64 a 64,5 1,72 10" 5,98
2,2',4,4-Tetrabromodifenil éter 47 5436-43-1 485,82 1,87 10™ 83,5a84,5 3,09 107 6,55
2,3',4,4’-Tetrabromodifenil éter 66 189084-61-5 485,82 1,22 10™ 104 a 108 3,7110° 6,73
2,3',4',6-Tetrabromodifenil éter 71 189084-62-6 485,82 - - - -
2,2',3,4,4'-Pentabromodifenil éter 85 182346-21-0 564,75 9,87 10° 119 a 121 1,06 10° 7,03
2,2’,4,4' 5-Pentabromodifenil éter 99 60348-60-9 564,75 1,76 10° 90,5a 94,5 1,66 107 7,13
2,2',4,4 6-Pentabromodifenil éter 100  189084-64-8 564,75 2,87 10° 100 a 101 7,08 10° 6,86
2,2',3,4,4',5'-Hexabromodifenil éter 138  182677-30-1 643,62 1,58 10°® - 4,08 10° 7,91
2,2’,4,4',5,5'-Hexabromodifenil éter 153 68631-49-2 643,62 2,09 10°® 160 a 163 1,35 10°® 7,62
2,2',4,4'5,6'-Hexabromodifenil éter 154  207122-15-4 643,62 3,80 10°® 131 a132,5 1,3510° 7,39
2,2',3,4,4'5',6-Heptabromodifenil éter 183 207122-16-5 722,48 4,68 10”7 171a173 1,50 10°° 7,14
2,3,3',4,4',5,6-Heptabromodifenil éter 190  189084-68-2 722,48 5,70 107 - - 8,36
2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-Decabromodifenil éter 209 1163-19-5 959,18 2.,95 107 - 4,17 107 9,97

Nota: Sigla BDE corresponde ao nhome comercial dos respectivos congéneres.




Em muitos produtos a aplicacdo de PBDE se da por uma simples
camada de revestimento onde as interacdes podem ser facilmente desfeitas.
Os retardantes de chama tendem a se desprender da matriz polimérica por
meio da ag¢do do tempo, da luz e do calor ou ainda ser removidos por
produtos de limpeza ou abrasivos. Desta forma, a separacdo e lixiviacao
destes compostos séo facilitadas e, como consequéncia, gradativamente eles
aportam no meio ambiente Rahman et al. (2001 e Renner (2000).

Além dos PBDE, outras classes de retardantes de chama também
estao disponiveis no mercado, como 0s compostos feitos a base de fésforo ou
de espécies metdlicas, porém estes compostos sdo muito caros e sua
utilizacdo se torna praticamente inviavel para as industrias. No entanto, o
mecanismo de supressao de chama é o mesmo para todas as classes de
Feldman (1991). Ao serem aquecidos, os retardantes de chama se

decompdem antes da matriz polimérica, liberam os bromos na forma de

radical, suprimem a formacéo de gases inflamaveis de maior energia (‘OH e
-H), que sé&o responsaveis pela propagacao do incéndio, conforme o esquema

da Figura 4 Pestana et al. (2008).

o, 0 HOHH-]EI{-\' 0, (o,
o 1 ? 0, ' Retardantes de chama
CO, OH* H 0* 0. €O 0. O H-H elardantes de chams

- HOH .. H-H 0. halogenados. Ex: PBDEs
CO 2 - o 9 HOH :\/ \”> D Polimero

Polimero sem retadante de chama Polimero com retadante de chama
halogenado halogenado

Figura 4: Mecanismo de acdo dos PBDE quando aplicados sobre a superficie de um objeto
qualquer durante a combustdo e a supressao de gases que levam a tal reagdo, na figura a
direita. Na figura a esquerda um objeto sem o retardante de chama (PESTANA et al., 2008)
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Apesar da importancia em se evitar prejuizos humanos e materiais, a
liberacdo e ocorréncia no ambiente tém despertado a atencdo de
pesquisadores em todo o mundo desde fim da década de 1970. Em um dos
trabalhos pioneiros sobre a presenca dos PBDE no ambiente, DeCarlo (1979)
encontrou um dos congéneres, o deca-BDE, em amostras de solos e
sedimentos coletadas em éareas vizinhas a uma industria de PBDE nos
Estados Unidos DeCarlo (1979).

Jansson e colaboradores (1987) investigaram a contaminagao por
PBDE em amostras de tecidos de peixes coletados nos mares Baltico, do
Norte, e também no Oceano Artico, diante dos indicios do carater ubiquo dos
PBDE e considerando que a presenca e a distribuicdo de tais compostos no
ambiente podem ocorrer em locais remotos e de baixa densidade
populacional. Apds a analise em cromatografia em fase gasosa o0s
pesquisadores determinaram a concentracdo de 27 mg kg™ de gordura dos
animais (JANSSON, ASPLUND e OLSSON, 1987).

De acordo com as publicagbes mais recentes, os PBDE tém sido
detectados em diferentes ambientes, o que evidencia sua onipresenca. Por
exemplo, Cunha e colaboradores (2010) avaliaram a presenca de PBDE em
poeira doméstica e no interior de automoveis. Estes autores utilizaram
extracdo liquida pressurizada (do inglés, PLE) e cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas para determinar 16 congéneres
de PBDE nas amostras.

O protocolo analitico propiciou recuperacées entre 90% e 109%, com
Otima precisdo, possibilitando a determinacdo dos compostos de interesse e
evidenciou a presenca predominante do congénere deca-BDE. As
concentracfes totais variaram entre 193 ng g'l e 22.995 ng g'l e 0S autores
concluiram que a poeira domiciliar representa uma das principais vias de
exposicao de humanos a essa classe de compostos (CUNHA et al., 2010).

Em outro trabalho, Fatoki e colaboradores (2013), a presenca de PBDE
também foi confirmada em amostras de aguas naturais em um rio na Africa do
Sul, cujas aguas sédo utilizadas para o abastecimento publico na Cidade do
Cabo. Utilizando cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de

massas no modo tempo de voo, estes autores determinaram concentragcdes
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totais variando de 2,60 a 4,83 ng L. Foi observado também que as maiores
concentragbes ocorreram em amostras coletadas exatamente no ponto de
descarga de efluentes de uma estacdo de tratamento de esgoto,
demonstrando a relevante contribuicdo deste tipo de fonte para com a
presenca de PBDE em ambientes aquaticos (DASO, FATOKI e ODENDAAL,
2013).

A ubiquidade dos PBDE no ambiente pode ser demonstrada a partir do
trabalho de Moller e colaboradores (2011), que determinaram congéneres de
PBDE em amostras de agua marinha no lado europeu do Oceano Artico, uma
regido pouco habitada e praticamente livre de atividades antropicas, tendo
sido encontradas concentracdes entre 0,03 pg L™ e 0,64 pg L™. Segundo os
autores, ha indicios de que a fonte de contaminacdo seja o transporte de
longo alcance de tais compostos tanto pela atmosfera, quanto pelas correntes
maritimas Mdller et al. (2011).

Em uma pesquisa recente envolvendo o rio Niagara e seus tributarios,
nos EUA, foram encontradas concentracdes entre 0,25 ng g™ e 188 ng g* em
amostras de sedimento Richman et al. (2013). A realizacdo deste trabalho
permitiu aos autores concluir que a presenca dos PBDE estéa relacionada com
a intensa atividade industrial e a elevada densidade demogréfica da regiao.

Em outro trabalho recente, desenvolvido na Patagbnia argentina, uma
investigacdo realizada ao longo do rio Negro permitiu a determinacdo de
niveis de contaminag&do por PBDE (0,8 ng g™ e 15 ng g™), principalmente, em
regides proximas a centros urbanos. No entanto, a medida que o rio se afasta
desses locais, as concentragdes diminuem drasticamente (MIGLIORANZA et
al., 2013).

Considerando as propriedades fisico-quimicas dos PBDE, a producao
e uso indiscriminados, bem como a ubiquidade nos compartimentos
ambientais, certamente esses compostos estdo se acumulando na biota,
sendo transferidos para as teias alimentares e podem inclusive contaminar
seres humanos (MIZUKAWA et al., 2009; ANTIGNAC et al., 2010). Nesse
sentido, a literatura traz evidéncias de que os PBDE estdo cada vez mais
presentes em amostras de sangue, cordao umbilical e leite materno Brasseur
et al. (2014 e Coakley et al. (2013 e Kim et al. (2013 e Lenters et al. (2013 e
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Zheng et al. (2014). Além disso, a literatura tem relatado efeitos toxicos
através da exposicdo continua que podem causar distirbios no
desenvolvimento de embrides e fetos, ser carcinogénicos, conduzir a
problemas neuro-comportamentais, além de interferir no sistema endocrino
(ADGENT et al., 2014; CHAO et al., 2011; MAN et al., 2011; METCALFE et al.,
2013; MOREAU-GUIGON e CHEVREUIL, 2014; WHEATLEY e SADHRA,
2010)

Como estes compostos sdo encontrados em nivel trago no ambiente,
com concentracdes que variam de picogramas por grama, ou por litro, até
nanogramas por grama ou por litro, as técnicas analiticas empregadas em
sua determinacdo precisam ser sensiveis e robustas. Nesse contexto, a
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) caracteriza-se como uma técnica capaz de atender a tais requisitos.

Apesar de GC-MS ser uma técnica robusta na determinacdo de
compostos presentes em nivel traco em diferentes matrizes, na maioria das
vezes, é necessario o emprego de procedimentos prévios de extracdo e
separacdo dos analitos. As técnicas tradicionais para a determinacdo dos
PBDE consistem na extracdo com solvente ou digestdo e em grande parte
sdo seguidas da purificacdo do extrato. Dessa forma, um pré-tratamento
adequado das amostras, incluindo a extracdo de compostos que estao
associados a matriz, torna-se crucial. Ao mesmo tempo, € a etapa mais
trabalhosa do processo analitico onde se tem utilizado grandes guantidades
de solvente organico, além de dispender um tempo consideravel Ferreira et al.
(2012).

Por sua vez, ao longo dos ultimos anos, a Quimica Verde tem proposto
o desenvolvimento de técnicas e metodologias que visam a reducdo ou
eliminacdo do uso de reagentes e a geragdo de produtos e subprodutos
toxicos, que sdo nocivos a saude humana ou ao ambiente. Aliadas as
guestdes ambientais, estas técnicas contribuem significativamente para a
reducdo do tempo e do custo das andlises. Dentre elas destacam-se a
extracdo liquida pressurizada (PLE), também conhecida como extracdo por

solvente acelerada (ASE) e a extragao assistida por micro-ondas (MAE), que
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podem ser usadas como alternativa ao sistema Soxhlet (LEITE, PERALTA-
ZAMORA E GRASSI, 2008; CAVALCANTE, LIMA E CORREIA, 2008).

Nesse sentido, nos Ultimos anos, a extracdo assistida por ultrassom
tem se destacado como alternativa as técnicas tradicionais no preparo de
amostras para a determinacdo de compostos em nivel traco tendo em vista o
crescente numero de publicacbes que abordam a técnica. Isso se deve ao
fato da radiag&o ultrassdnica se mostrar eficaz no pré-tratamento de amostras
sOlidas e liquidas, devido sua eficiéncia, rapida extracdo de compostos
organicos e inorganicos, aléem do equipamento ser de baixo custo e de facil
operacao.

O processo de aplicagdo das ondas ultrassbnicas, conhecido como
sonicagdo, conduz a um contato eficiente entre 0 material sélido e o solvente
extrator, o que resulta em niveis de recuperacao satisfatérios do analito. O
rompimento das bolhas de cavitacdo é considerado a fonte principal dos
efeitos quimicos e mecéanicos das ondas ultrassénicas. A sonicacdo pode ser
feita em banho-maria ou em outros dispositivos, tais como, as sondas
cilindricas que, por sua vez, ttm se mostrado mais eficientes que o banho. A
escolha entre o banho-maria e a sonda depende das necessidades
pertinentes de cada analise. O uso da sonda é preferivel devido ao menor
tempo de extragdo. Contudo, quando é necessario analisar um grande
numero de amostras o banho é a melhor opcéo. A eficiéncia da extracdo de
um contaminante depende das condi¢cdes em que sera realizada devido ao
fato de cada analito apresentar diferentes interagbes com a matriz (CAPELO-
MARTINEZ, 2009; TADEO et al.,, 2010; PICO, 2013). Ap0s a extracado, a
etapa de clean-up, que consiste na separacdo dos constituintes de uma
amostra através da adsorcdo em fase sdlida, tem sido essencial na
determinacdo de compostos organicos provenientes de matrizes sélidas tais
como sedimentos. Dentre as fases sorventes podem ser citadas carvao
ativado, octadecil-silica (C18), florisil, silica e alumina. O uso das duas ultimas
destaca-se, especialmente pelo baixo custo de aquisicdo e facilidades
operacionais.

Apesar de cruciais nas andlises quimicas, as etapas de extracdo e

clean-up tradicionais exigem o uso de grandes quantidades de reagentes e
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insumos. Contudo, recentemente, tem surgido um interesse especial em
praticas que envolvem a reducdo dos impactos negativos das analises
quimicas sobre o ambiente e permitem o0 uso de principios sustentaveis em
seus laboratérios, de outra forma, que sejam ambientalmente amigaveis. A
partir dessa preocupacdo surgiu uma nova area de estudos denominada
Quimica Analitica Verde, que tem como principios fundamentais minimizar o
tamanho e a quantidade de amostras, a geracdo de residuos e substituir o
uso de reagentes tOxicos por outros menos agressivos (GALUSZKA,
MIGASZEWSKI e NAMIESNIK, 2013)

Nesse sentido, o escopo do trabalho desenvolvido por Aydin e
colaboradores (2006) foi propor uma técnica em escala reduzida para a
determinacdo de bifenilas policloradas (PCB) através da micro extracdo
assistida por banho ultrassénico e fracionamento em uma pipeta pasteur de
10 cm de comprimento e 0,5 cm de diametro interno empacotada com Oxido
de aluminio. A separagdo dos compostos de interesse foi realizada com 5 mL
de hexano e a deteccédo dos compostos-alvo se deu via GC-MS, obtendo-se
recuperacgdes acima de 90% e limites de deteccéio entre 0,003 pg kg™ e 0,006
ug kg™. Segundo os autores, os resultados obtidos a partir da nova proposta
sdo comparaveis a técnica tradicional de extracdo por liquido-solido
convencional (AYDIN, TOR E OZCAN, 2006).

Fontana e colaboradores (2010) utilizaram a extracdo dispersiva em
fase sélida assistida por ultrassom (USAL-DSPE) seguida de micro extracéo
liguido-liquido (DLLME) para a determinacdo de PBDE em amostras de
sedimento por GC-MS/MS.

ApoOs a otimizacdo das variaveis que regem o método, os limites de
deteccdo obtidos variaram entre 0,02 ng g*e 0,06 ng g™, com percentuais de
recuperagdo superiores a 80%. O protocolo analitico mostrou-se robusto e
sensivel para a determinacdo dos analitos em baixas concentractes
(FONTANA et al., 2010a).

Em outro estudo recente, a fim de determinar a presenca de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) em O6leo de peixe,
pesquisadores avaliaram os efeitos da microextracdo assistida por ultrassom
(USAME) sobre essa matriz bastante complexa (YEBRA-PIMENTEL et al.,
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2013). Na etapa de clean-up foi testada uma coluna de vidro empacotada com
silica gel. A determinacdo dos HPA foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com a deteccédo por fluorescéncia. A otimizacdo das etapas de
extracdo e clean-up propiciou percentuais de recuperacao entre 70% e 100%
e limites de deteccdo entre 0,020 pg kg™ e 2,6 pg kg™. Os valores obtidos,
apesar de baixos, indicam a contaminacdo desses animais e possivelmente
da cadeia tréfica. A Tabela 2 resume, em ordem cronoldgica, os eventos de
maior relevancia envolvendo os éteres difenilicos polibromados Vonderheide
et al. (2008).

Tabela 2: Eventos histéricos envolvendo os PBDE

1871: Hoffmeister sintetiza os congéneres mono e dibromo;

1910: Cook sintetiza congénere tetrabromo;

1960: Primeira patente concedida aos retardantes de chama (penta-BDE);

1965: Inicio da fabricacdo de produtos comerciais contendo PBDE;

1975: Estudo toxicoldgico em ratos, realizado por dois anos, acusa presenca de congéneres
octa e deca-BDE;

1979: Producado de PCB é proibida nos EUA. Pela primeira vez é detectada a presenca do
deca-BDE no ambiente;

1981: Congéneres de tri, tetra, penta e hexa-BDE sdo encontrados em amostras de peixe na
Suécia em concentracdes superiores a 27.000 ng g~ *;

1987: PBDE sédo apontados como contaminantes de alcance global. Ministério da Saude
americano associa a presenca de PBDE no organismo de ratos ao aumento de nodulos
neoplésicos;

1989: Alemanha proibe producao e uso de deca-BDE

1990: Deteccdo em tecido adiposo humano em concentracdes superiores a 1,0 ng g*;

1995: U.S. EPA classifica deca-BDE como um possivel causador de cancer em humanos;

1998: Na Suécia, hd um aumento expressivo da concentracdo em amostras de leite materno;

1999: A producdo mundial de PBDE é estimada em 400 mil toneladas;

2004: Dois congéneres (penta-BDE e octa-BDE) tém a producao proibida na Unido Europeia
e nos EUA;

2005: Deteccéo de altas concentragdes no tecido adiposo de nova-iorquinos: 9630 ng g™

2006: Congénere deca-BDE é listado como “substancia toxica” pela Agéncia de Protecdo
Ambiental Canadense;

2007: Suécia proibe o uso do deca-BDE em produtos téxteis, mobilias e cabos de energia;

2008: Restrigdo ao uso do deca-BDE em colchdes e méveis nos estados de Maine e
Washington (EUA).

No Brasil, sdo poucos os trabalhos que investigaram a presenca dos
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retardantes de chama em qualquer tipo de matriz. Levando-se em
consideracao estes aspectos, o desenvolvimento do presente estudo visa
suprir pelo menos parcialmente esta lacuna. Para tanto, foi desenvolvido
um método analitico de preparo de amostras em escala reduzida,
utilizando estratégias experimentais no contexto dos principios da Quimica

Analitica Verde.
2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho consistiu na implantacdo de um
protocolo analitico voltado para a determinacdo de PBDE em sedimentos,
empregando:

e Extracdo em sonda ultrassonica;

e Clean-up em escala reduzida;

e Determinacdo por cromatografia a gas acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS).

Além disso, avaliou-se a ocorréncia e distribuicho de PBDE em
sedimentos de rios da Regido Metropolitana de Curitiba (RMC), incluindo o

reservatoério do Irai.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL E REAGENTES

Com o intuito de minimizar possiveis contaminagdes a vidraria empregada
nos experimentos foi submetida, previamente, a um procedimento de limpeza.
Primeiramente, a vidraria foi deixada em banho de detergente (extran a 5%
v/v) por pelo menos 24 horas, sendo em seguida abundantemente enxaguada
em agua corrente, agua destilada, agua Milli-Q, acetona e por fim mantida em
forno mufla a 450°C por um periodo de 4 h. Esta ultima etapa néo foi aplicada
a vidraria que apresenta precisao volumétrica (U.S. EPA, 2010).

Em todas as etapas do desenvolvimento do método analitico foram
utilizados solventes com grau HPLC. Os solventes hexano, diclorometano e
acetona foram adquiridos da Mallinckrodt Inc. (EUA). O detergente Extran

neutro foi adquirido da Merck (Brasil).
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O padréao denominado BDE-COC (99% de pureza), na concentracéo de
5,0 pg mL?, foi adquirido da Accustandard (EUA). Este padrdo é uma mistura
dos 14 congéneres mais comumente encontrados no meio ambiente (Figura
3) e as solugbes de calibracdo foram preparadas a partir da sua diluicdo. Os
padrées de PBDE contendo isotopos de carbono 13, Tabelas 3 e 4, foram
usados como padrdo interno e padrao sub-rogado, respectivamente, e
adquiridos da empresa Wellington (MBDE-MXFS e MBDE-MXFR, pureza de
99%), a partir da diluicdo do padrdo contendo PBDE com isétopos de carbono

13, em concentracdo de 2,0 ug mL™.

Tabela 3: Padrao interno de PBDE (MBDE-MXFR) adquirido da Wellington

Analito Sigla BDE
2,4,4'-Tribromo[**C,]difenil éter 28L
2,2'4.4'-Tetrabromo[**C,.]difenil éter 47L
2,2',4,4' 5-Pentabromo[*>C,]difenil éter 9oL
2,2'4,4' 6-Pentabromo[*>C,.]difenil éter 100L
2,2' 4,4' 5,5'-Hexabromo[*Cy.]difenil éter 153L
2,2',4.4' 5,6'-Hexabromo[**C,.]difenil éter 154L
2,2',3,4,4'5',6-Heptabromo[*C,]difenil éter 183L

Tabela 4: Padrdo de PBDE de sub-rogado (MBDE-MXFS) adquirido da Wellington

Analito Sigla BDE
3,3',4,4'-Tetrabromo[*C;,]difenil éter 77L
2,2 3,4,4' 5'-Hexabromo[**C,,]difenil éter 138L

Para a otimizacdo da etapa de clean-up foi utilizado um padrdo de
hidrocarbonetos, adquirido do laboratdrio Accustandard, abrangendo 35
congéneres na concentracdo de 500 pg mL™ (Tabela 5), e que ja vinha sendo
utilizada em outros trabalhos anteriores desenvolvidos no Grupo de Quimica
Ambiental (GQA).
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Tabela 5: Padrdo de hidrocarbonetos que foram monitorados na etapa de clean-up

Analito Numero CAS Analito Numero CAS
n-Octano 111-65-9 n-Tetracosano 646-31-1
n-Nonano 111-84-2 n-Pentacosano 629-99-2
n-Decano 124-18-5 n-Hexacosano 630-01-3
n-Undecano 1120-21-4 n-Heptacosano 593-49-7
n-Dodecano 112-40-3 n-Octacosano 630-02-4
n-Tridecano 629-50-5 n-Nonacosano 630-03-5
n-Tetradecano 629-59-4 n-Triacontano 638-68-6
n-Pentadecano 629-62-9 n-Hentriacontano 630-04-6
n-Hexadecano 544-76-3 n-Dotriacontano 544-85-4
n-Heptadecano 629-78-7 n-Tritriacontano 630-05-7
Pristano 1921-70-6 n-Tetratriacontano  14167-59-0
n-Octadecano 593-45-3 n-Pentatriacontano 630-07-9
Phytano 638-36-8 n-Hexatriacontano 630-06-8
n-Nonadecano 629-92-5 n-Heptatriacontano  7194-84-5
n-Eicosano 112-95-8 n-Octatriacontano 7194-85-6
n-Heneicosano 629-94-7 n-Nonatriacontano 7194-86-7
n-Docosano 629-97-0 n-Tetracontano 4181-95-7
n-Tricosano 638-67-5

3.2 PREPARO DE SOLUCOES

O preparo das solucdes de PBDE se deu a partir do Método 1614A da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (U.S. EPA, 2010). Assim, o contetdo
de 1,0 mL de uma ampola de BDE-COC, na concentracdo de 5,0 pg mL™, foi
transferido para um baldo de 1,0 mL e evaporado sob fluxo de gas nitrogénio
com 99,996% de pureza. Em seguida, avolumou-se para 1,0 mL com solvente
hexano.

A partir desta solucdo estoque retirou-se uma aliquota de 150 pL para
um baldo volumétrico de 5,0 mL e completou-a com hexano obtendo uma
concentracdo final de 150 ng mL™. A partir desta solucdo foram feitos os
testes posteriores.

Para os padrdes interno e sub-rogado o preparo se deu de forma
semelhante. As ampolas de MBDE-MXFR e MBDE-MXFS contendo solucao
cuja concentracdo era de 2,0 pg mL? em um volume de 1,2 mL foram
transferidas a um baldo de 1,0 mL, individualmente. Em seguida secou-se o
conteudo com gas N; e avolumou-se para 1,0 mL com solvente hexano. A

partir dessa solucéo estoque transferiu-se 300 pL para um baldo de 5,0 mL e
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completou-se com hexano obtendo uma concentracao final de 144 ng mL™.

O preparo do padrdo de hidrocarbonetos, na concentracao inicial de
500 ug mL?, e que foi utilizado na otimizacdo da etapa de clean-up se deu
pela evaporagdo da suspensdo de cloroférmio com nitrogénio gasoso. Em
seguida, fez-se a ressuspensédo da ampola com hexano e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 100 mL até completar o volume final na
concentracdo de 5,0 ug mL™. Todas as solucdes foram posteriormente
mantidas sob refrigeracao a -10C.

3.3 OTIMIZACAO CROMATOGRAFICA

Para a etapa analitica, as injecdes das amostras foram realizadas a
partir de um autoamostrador modelo AS-3000 para o cromatografo a gas
modelo Focus, ambos adquiridos da Thermo Scientific, cuja coluna é capaz
de realizar a discriminag&o dos diversos congéneres com alta sensibilidade e
em um menor tempo de andlise possivel. Trata-se de uma coluna DB-5ms
com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e revestimento
interno de 0,25 um de espessura de fenil-dimetil-polisiloxano que foi adquirida
da Agilent. O gas de arraste, hélio, possui pureza de 99,999% e foi adquirido
da White Martins.

Acoplado a esse sistema de separacdo esta o espectrOmetro de
massas, modelo Polaris-Q (Thermo Scientific), cujo analisador opera por
captura de ions. A ionizacdo se deu no modo impacto de elétrons e a
aquisicdo do sinal foi efetuada no modo varredura completa. A selecdo dos
ions a serem monitorados e utilizados para quantificacdo se deu de acordo
com o que sugere o metodo 1614A da U.S. EPA. A identificacdo e
caracterizagao dos congéneres contidos na solugdo de BDE-COC se deram
através da biblioteca interna de espécies quimicas do espectrbmetro de
massas. Os dados pertinentes a cada composto foram incluidos
manualmente: formulas moleculares esbocadas no software Chemsketch,
massas molares e ions massa/carga.

Para dar inicio ao processo de implantacdo do método instrumental de
determinacdo dos compostos-alvo, partiu-se de uma aliquota de 100 pL da

solucdo trabalho na concentracédo de 150 ng mL™, sendo que 2 pL foram
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injetados no sistema GC-MS. Assim, para a separa¢do dos compostos optou-
se por aquecer linearmente a coluna de 100°C a 300°C, sendo que a
temperatura inicial de 150°C foi mantida por 3 min até a temperatura final de
300°C a uma velocidade de 5°C/min, conforme recomendado pelo proprio
meétodo da 1614A. Nesse programa, a corrida cromatografica se deu em 53
minutos, conforme se observa na Figura 5 compilada a partir do software

Xcalibur do cromatdgrafo.

& Oven l,& SSLInIet] 2 Eanier] oo bS5 Transher Linel @ Fun Table]
300 1

1504

D_

1] 5 10 15 20 2h a0 35 40 45 all]
Ramps (ven
i‘ Rate Temp. Hold Time
h [*Cémir] ['C) [ minutes] b aximurm Temperature; 3|0 °C
Initial: 100 300
Prep-Run Timeout: 10,00 min

Ramp1: | 50 | 200 | 100

=)

Equilibration Time: 050  min

Figura 5: Programa de aquecimento proposto pelo método 1614A U.S. EPA (Software
Xcalibur)

Posteriormente, visando diminuir o tempo da corrida cromatogréafica,
testou-se 0 emprego de um programa de aquecimento alternativo e que néo
fosse tdo linear quanto o anterior. Nesse sentido, optou-se por um programa
de aguecimento baseado nos trabalhos da literatura Fontana et al. (2010 e
Jung et al. (2009 e Liu et al. (2009 e Zhu et al. (2008).

Para este programa de aquecimento foi utilizada a mesma solucéo-
padrdo de BDE-COC. A temperatura inicial de 40°C foi mantida durante 3 min;
aquecendo-se até 200°C a uma velocidade de 20°C/min, seguido de posterior
aguecimento até 260°C a 10°C/min. Por fim, a temperatura foi aumentada

para 300°C a uma taxa de 5°C/min, mantendo-se essa temperatura durante
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10 min ao final da corrida cromatografica, que teve duracdo de 34 minutos,

conforme é mostrada na Figura 6.
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Figura 6: Programa de aguecimento néo linear (Software Xcalibur)

Além do programa de aquecimento da coluna, na busca por uma
melhora nos niveis de detectabilidade, foi avaliada a influéncia de outros
parametros, tais como, temperatura do injetor, tempo de fechamento da sua
valvula para injecdo no modo splitless (sem divisdo da amostra) e a
temperatura da linha de transferéncia que interliga o cromatografo e o
espectrometro de massas (COVACI, VOORSPOELS E DE BOER, 2003).

A otimizac&o das melhores condi¢des instrumentais foi avaliada a partir
da aplicacdo de um planejamento fatorial de experimentos, no intuito de
determinar a melhor combinagédo dos fatores para injecdo das amostras,
conforme mostra a Tabela 6A. Assim, foi realizado um planejamento fatorial
2%, com auxilio do software Statistica 7.0, que consiste em oito analises
aleatdrias mais a triplicata do ponto central. Os parametros avaliados foram:

e Temperatura do injetor: 250°C (-); 275°C (0); 300°C (+);
e Tempo de splitless: 1 min (-); 2 min (0); 3 min (+);
e Temperatura da linha de transferéncia: 250°C (-); 275°C (0); 300°C (+).
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Tendo sido observados resultados positivos apds a execucao e analise
do planejamento 2°, foram avaliados os efeitos que outros dois fatores além

dos ja mencionados poderiam trazer ao método.

e Intensidade do pulso de pressao: 50 kPa (-); 100 kPa (0); 150 kPa (+);
e Duracéo do pulso de presséao: 0,25 min (-), 0,63 min (0); 1,00 min (+);

Neste caso foi utilizado um planejamento fatorial 2* consistindo em 16

ensaios mais a triplicata do ponto central, conforme mostra a Tabela 6B.

Tabela 6: (A) Planejamento fatorial de experimento 2° a fim de avaliar os efeitos da
Temperatura do injetor, Tempo de splitless e Temperatura da linha de transferéncia sobre a
detectabilidade dos PBDE. (B) Planejamento fatorial de experimento 2* a fim de avaliar os
efeitos da Temperatura do injetor, Duracdo do pulso de pressao e Intensidade do pulso de
pressdo Temperatura da linha de transferéncia sobre a detectabilidade dos PBDE

. T. L T.S. T.L.T. . D.P.P. P.P. T.L.T.
Ensaios T.I. (T .
Ensailos ¢y (min) () © “min) ®Pa)  (©)
- + - 9 - - - +
- + + S - - + -
10 + - - +
6 + - +
17 (C) 0 0 0 0
9(C) 0 0 6 + - + -
8 + + 16 + + + +
2 + - - 19 (C) 0 0 0 0
5 - - + 15 - + + +
1 ) i i 8 + + + -
12 + + - +
10 (C) 0 0 0 2 + ) i )
11 (C) 0 0 0 11 - + - +
4 + + - 14 + - + +
(A) 4 + + - -
7 - + + -
Onde, 1 - - - -
T.I.: Temperatura do injetor 18 (C) 0 0 0 0
T.S.: Tempo de splitless 13 - - + +
T.L.T.: Temperatura da linha de 3 - + - -
transferéncia
(B)
Onde,

D.P.P.: Duragé&o do pulso de pressdo
P.P.: Intensidade do pulso de presséo
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3.4 OTIMIZACAO DAS ETAPAS DE EXTRACAO E CLEAN-UP

3.4.1 ETAPA DE CLEAN-UP

Para a etapa de clean-up utilizou-se uma pipeta graduada com 20 cm
de comprimento e 0,6 cm de diametro interno a qual se adicionou na
extremidade inferior um chumaco de |& de vidro suficiente para impedir a
passagem direta das fases adsorventes. Em seguida, adicionou-se 1,0 g de
silica e 1,0 g de alumina ativadas (70-230 mesh ASTM), equivalentes a 10 cm
de altura da pipeta. Os adsorventes foram, entdo, empacotados utilizando o
meétodo “seco” que consiste na adicdo de solvente aos adsorventes ainda
secos, acompanhada do empacotamento utilizando nitrogénio gasoso (AYDIN
et al., 2006), conforme ilustra a Figura 7.

A fim de simular as condi¢des encontradas em uma matriz ambiental,
onde a presenca de alcanos pode interferir nas analises pipetou-se uma
aliquota de 10 pL de uma solucdo contendo uma mistura de padrao de
hidrocarbonetos (5,0 pg mL™), listados na Tabela 6, e 100 pL de uma mistura
de padréo de PBDE (150 ng mL™) em um vial, cuja suspenséo foi evaporada
sob vazéo de nitrogénio gasoso e suspensa novamente a 100 pL de hexano.
Essa solucéo foi transferida ao topo da microcoluna e eluida, primeiramente,
com 5,0 mL de hexano a fim de permitir que grande parte dos alcanos fosse
eliminada e néo interferisse na detec¢cdo dos PBDE Suéarez et al. (2011 e
Wang et al. (2009).

De modo continuo, fez-se a eluicdo com 5,0 mL de uma mistura de
hexano e diclorometano (3:1 v/v), respectivamente, com o objetivo de eluir
prioritariamente os PBDE, além dos alcanos remanescentes. A quantificacdo
dos alcanos se deu por meio da avaliacdo do somatério de suas areas
selecionando o ion m/z 71 Gao et al. (2011 e Kanzari et al. (2012).

O eluato foi coletado em vials a cada 0,5 mL tendo sido coletadas vinte
fracbes, no total. O solvente foi evaporado com nitrogénio gasoso, lavou-se
com hexano e transferiu-se o extrato para um insert em um volume final de
100 pL também com hexano e posteriormente injetou-se no GC-MS. Além
dessa condicdo de clean-up foram testadas outras, conforme mostra a Tabela
7.
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Tabela 7: Condigbes empregadas no empacotamento da microcoluna utilizada na etapa de
clean-up

Adsorvente Massa (g) Eluente V (mL)
1. Silica/Alumina 1,0/1,0 Hexano/Diclorometano 6/2
2. Silica/Alumina 4,0/1,0 Hexano 30

— — ﬁ—
e Empacotamento a seco

seguido da adicdo de

hexano sob fluxo de Nz(g)

e Fracionamento de uma

mistura de PBDE (15 ng
B mL™) e de alcanos (0,5 ng
mL™)

e FEluentes: 5 mL hexano e 5
mL hexano e diclorometano
(3:1 viv)

Alumina

= 20 cm

Silica

L3 de vidro -

=2 =

- I = =
T = == =
i—- — e =

<—| 20 fragdes

Figura 7: Sistema utilizado na etapa de clean-up formado por uma pipeta graduada
empacotada com silica e alumina sob fluxo de gas nitrogénio
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3.4.2 EXTRACAO DOS ANALITOS

A etapa de extragdo foi realizada em um equipamento sonicador de
ponteira desruptor de célula ultrassénica, modelo DES500 que foi adquirido
da empresa Unique e possui as seguintes caracteristicas:

e Poténcia ultrassénica: 500 W

e Frequéncia ultrassonica: 20 kHz

e Temporizador: de 0 a 9 minutos

e Diametro da microponta de titanio: 4 mm

e Diametro da macroponta de titanio: 13 mm

Os testes preliminares visando a otimizacdo da etapa de extracao
foram feitos com sulfato de sdédio (Na,SO,), considerado um sistema modelo
de sedimento principalmente pela capacidade de absorver e reter umidade,
além de resistir & degradacdo mesmo em condi¢des de elevadas temperatura
e pressao Harris (2001b). O Na,SO, foi previamente calcinado a 400°C por
um periodo de 4 h. Aos tubos de centrifuga adicionou-se 1,0 g de Na,SO4 que
por sua vez foi fortificado com 100 pL de PBDE (150 ng mL™) e 10 uL do
padrdo de alcanos (5,0 ug mL™Y, permanecendo em repouso por no minimo
48 h (Fontana et al., 2010a).

Os tubos foram vedados com papel aluminio calcinado e com uma
tampa plastica. A sonicacdo foi realizada em uma sonda ultrassbnica pela
adicdo, separadamente, de 6,0 mL dos solventes acetona, hexano e
diclorometano. A eficiéncia de extracdo de cada solvente foi avaliada apos 3 e
5 etapas de extracdo em um tempo maximo de sonicacdo de 5 min por etapa,
com aplicacao da poténcia de 500 W. Assim, além da eficiéncia dos solventes
extratores, o objetivo deste procedimento foi avaliar a influéncia do numero de
etapas de ondas ultrassbnicas, com intervalo de 1 minuto entre cada uma, no
processo de extracao.

Durante esse procedimento, 0os tubos de ensaio permaneceram em
banho de gelo a fim de evitar que parte do solvente volatilizasse. Ap0s 0s
ciclos de extracdo os tubos foram centrifugados a 2000 rpm, por 5 min com o
intuito de separar as fases solida e liquida. O sobrenadante foi transferido

para um béquer de 5 mL, o solvente foi evaporado com nitrogénio gasoso, a
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solucéo foi ressuspensa com 10 pL de hexano e essa solucéo foi fracionada
na microcoluna, conforme especificado na etapa de clean-up. Uma vez
definido o solvente mais eficiente e a quantidade de etapas de sonicagao, 0s
testes foram refeitos substituindo, desta vez, o Na,SO, por uma amostra de
sedimento coletada no rio Ilguagu, no municipio de S&o José dos Pinhais.

No intuito de se obter uma maior eficiéncia nesse procedimento,
empregou-se um planejamento fatorial 2° com triplicata do ponto central
(Tabela 8) a fim de se analisar quais parametros de extracdo poderiam
influenciar significativamente nessa etapa crucial para a determinacdo dos

retardantes de chama:

e Duracéo do ciclo de sonicagao (min): 3 (-), 5(0) e 7 (+);
e Volume de solvente utilizado (mL): 4 (-1), 6 (0) e 8 (+);
e Poténcia do ultrassom (%): 40 (-), 70 (0) e 100 (+).

Tabela 8: Otimizacdo das condicdes de extracdo a partir do planejamento fatorial 2°.

Ensaio t(min) V(mL) P (%)
1 + + +
2 + + -
3 + - +
4 ¥ i i
5 0 0 0
6 0 0 0
7 ) + +
8 . ¥ -
9 ] ] +

10 . - -
11 0 0 0

Onde, t = duragéo da sonicagao; V = volume do solvente; P = poténcia do ultrassom.

3.4.3 TESTE DE ADICAO E RECUPERACAO DOS PBDE

Os testes de adicdo e recuperagdo foram realizados em triplicata
através da adicdo de uma solucdo padréo de 100 pL de PBDE (150 ng mL™) e
10 pL de alcano (5,0 pg mL?) a Na,SO, calcinado. Os compostos foram
extraidos e fracionados conforme o método otimizado pelo planejamento

fatorial.
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3.4.4 PREPARO DO MATERIAL DE REFERENCIA

O sedimento de referéncia foi preparado a partir da descontaminacao
de uma amostra natural coletada no rio Ilguagu, no municipio de Sao José dos
Pinhais pela extracdo dos compostos presentes neste sedimento. A extracao
foi feita em Soxhlet por um periodo de 8 horas utilizando 180 mL de
diclorometano:metanol (2:1). Ap6s a descontaminacgdo, o frasco que continha
o sedimento contaminado foi vedado com papel aluminio calcinado com
pequenos furos e deixado a temperatura ambiente por dois dias, para
completa evaporacéo do diclorometano Li et al. (2007).

Transferiu-se uma massa de sedimento de 1,0 g para tubos de
centrifuga, e adicionou-se 100 pL de PBDE (150 ng mL™) e 10 pL de alcano
(5,0 pg mL™Y. Apés a secagem do solvente o frasco foi vedado com papel
aluminio, tampa plastica, em seguida, homogeneizado por agitacdo manual
de forma aleatéria durante 48 h. ApoOs este periodo foi feita a analise do
material de referéncia, de maneira idéntica ao método otimizado com o

Na,SO,. Realizou-se a analise de um branco do sedimento descontaminado.
3.5 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

Os locais de coleta das amostras envolveram pontos estratégicos da
Bacia Hidrografica do Alto Iguacu, situada na Regido Metropolitana de
Curitiba (RMC). Foram selecionados cinco pontos de amostragem de modo a
abranger locais sujeitos aos mais diferenciados niveis de atividades
antrépicas: intensa atividade industrial, elevado grau de urbanizacdo e area
de protecao ambiental.

As coletas de sedimento foram realizadas no dia trés de dezembro de
2013. A Tabela 9 apresenta a identificacdo e as coordenadas geograficas dos
pontos de amostragem, bem como alguns parametros de campo tais como
temperatura da coluna d’agua e temperatura ambiente. A Figura 8 exibe os
dados fornecidos pelo Sistema Meteoroldgico do Parana (SIMEPAR),
referentes a quantidade de chuva acumulada na semana que antecedeu a
amostragem. Convém destacar o elevado indice pluviométrico registrado no

dia 28 de novembro, que foi superior a 22 mm. De tal maneira, existe uma
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grande possibilidade que devido as fortes enxurradas, boa parte do
compartimento sedimentar, da matéria organica e seus contaminantes foram
lixiviados e carreados para outros pontos do rio Bertol et al. (2010).

A Bacia do Iguagu esta dividida nas seguintes Unidades Hidrograficas
de Gestdo de Recursos Hidricos: Baixo Iguagu, Médio Iguagu e Alto Iguacu.
Nessa ultima se localiza a Regidao Metropolitana de Curitiba onde vivem em
torno de 2,5 milhdes de pessoas e que € caracterizada pela intensa atividade
industrial, e onde foram realizadas as amostragens dos sedimentos (Figura
9).

Tabela 9: Identificagdo dos pontos de coleta de amostras de sedimento em rios da bacia
Hidrografica do Alto Iguacu, na Regido Metropolitana de Curitiba.

Rio L';)";‘]gti‘t"f;e Inicio Coleta  T.R.(T) T.A. (T)
Barigui \?vi%?z?)éz% 9:30 as 10:10 21,8 26
Passauna V?/4295°§211331034 11:00 as 11:30 23,2 26
lguacu \?vi%?lg'lzi'g"' 13:3525 1400 23,6 28,5
Irai S . 1500851535 258 33,6
Timbu S 16:30as17:00 285 30,2

Onde, T.R.: Temperatura da agua do rio; T.A.: Temperatura Ambiente
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Figura 8: indice de chuva acumulada no periodo de 25/11/2013 a 03/12/2013
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O lguagu, além de ser considerado o maior rio totalmente paranaense, é
formado pelo encontro dos rios Irai e Atuba na parte leste do municipio de
Curitiba. As nascentes dos referidos rios estdo localizadas na Serra do Mar e
seguem um percurso de 1320 km cruzando os trés planaltos paranaenses até
desaguar no Rio Parana. A Bacia Hidrogréfica do Iguacu possui uma area total,
dentro do Estado do Parana, de 54.820 Km? o0 que equivale a
aproximadamente 28% da sua area total, e alcanca uma populacdo de
4.405.882 habitantes, em torno de 43% do total do estado. Ao atravessar a
regido de Curitiba, o rio Iguagu recebe como principais afluentes os rios Irai,
Atuba, Belém, Barigui e Passatuna SEMA (2010). No entorno da cidade de Sao
José dos Pinhais este rio sofre muitos desequilibrios ambientais, consequéncia
de uma infraestrutura sanitaria que se encontra em condi¢cdes precarias, além

de ocupacdes irregulares as margens do mesmo (Figura 10).

L N3/121R013. 01HE R,

Figura 10: Ponto de coleta no rio Iguacu. Ao lado esquerdo, lancamento de esgoto clandestino

No municipio de Araucaria esta localizado um grande polo industrial da
regido de Curitiba e de onde foram amostrados sedimentos do rio Barigui e do
reservatério Passauna, este Ultimo localizado em area de protegdo ambiental.
O rio Barigui, um dos principais tributarios do rio Iguacu, € um exemplo de
degradacao dos recursos hidricos situados em regifes sob intensas atividades
industriais e com alta densidade populacional.

A maior fonte de poluicdo observada nesse rio € a doméstica, no
entanto, a poluicdo industrial também contribui expressivamente para a
degradacao, devido ao descarte de efluentes em rios e corregos. Este material

langcado tem, muitas vezes, como destino final os sedimentos. A contaminagéo
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destes reflete em alteragBes na coluna d’agua e na composi¢céo biogénica dos
sedimentos (FROEHNER, 2008). Na Figura 11, sdo apresentadas as regioes
de coleta, no rio Barigui na Cidade Industrial de Curitiba (CIC) e no

Reservatério Passalna no municipio de Araucaria.

03/12/2013 Mij:12 AM

(C) I

Figura 11: (A) Margem do rio Barigui; (B) Ponto de coleta rio Barigui; (C) Reservatério Passaiuna. Ambos
localizados no municipio de Araucéria

O reservatorio do Irai, responsavel por cerca de 70% do abastecimento
de agua para consumo na RMC, esta localizado na Area de Protecéo
Ambiental da Bacia do Rio Irai (APA do Irai), na porcao nordeste da RMC e
seus principais afluentes abrangem quatro rios: Canguiri, Timbu, Cercado e
Curralinho. O reservatorio é caracterizado por uma pequena vazéao afluente de
1,8 m® s, baixa profundidade (3,97 m em média), alto tempo de residéncia
(527 dias) e grande espelho de agua (14,69 km?). Tal morfometria favorece o
processo de eutrofizacdo, muitas vezes, dependente do grande aporte de
nutrientes provenientes de seus principais afluentes.

O Rio Timbu, em estudos realizados em 2001 para o controle da
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proliferacdo de algas na represa do lIrai revelou-se como um dos maiores
responsaveis pelo aporte de matéria organica e nutrientes da represa. Essa
contaminacao se deve a ocupacao irregular de areas as margens do rio onde
foi constatado o lancamento de esgoto domeéstico in natura SEMA (2010). A
Figura 12 mostra imagens dos pontos de coleta no Reservatoério do Irai (A) e

Rio Timbu (B), respectivamente.

03712/2013 03:40 FM

Figura 12: (A) Reservatorio do Irai. (B) Ponto de coleta rio Timbu no municipio de Quatro
Barras

As amostras foram coletadas utilizando um amostrador desenvolvido em
nosso laboratério para obtencdo de sedimentos superficiais e testemunhos,
sendo, neste trabalho utilizado apenas a parte superior da estrutura sedimentar
(aproximadamente os primeiros 7 cm do sedimento). O coletor utilizado
consiste em um tubo de PVC aberto (tubo coletor), com 50 mm de diametro
interno e em sua extremidade inferior hA um émbolo de borracha justamente
encaixado na sua base interna. O émbolo foi montado em um eixo interno que
se prolonga até a extremidade superior do tubo coletor, a partir do qual o
mesmo é operado (LEITE, PERALTA-ZAMORA e GRASSI, 2008). A Figura 13
mostra o0 testemunhador que representa uma alternativa de baixo custo e

eficiéncia tdo satisfatéria quanto a de amostradores comerciais.
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(A)

(B) ' X | e

Figura 13: Testemunhador de PVC desmontado (A) e pronto para o uso (B)

Imediatamente ap0s a coleta, cada amostra de massa aproximada de
2,0 kg foi transferida da forma de aluminio para frascos de vidro de 300 mL,
sendo entdo vedados e mantidos resfriados em caixa térmica até a chegada ao
laboratério. No laboratorio, as amostras de sedimento foram acondicionadas
em bandejas de aluminio, encapadas com papel aluminio previamente
calcinado em mufla (400 T por 4 h), e submetidas a secagem em estufa a
temperatura de 40C durante 5 dias (Figura 14).
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Figura 14: Sedimentos coletados nos rios e reservatérios de abastecimento de agua
pertencentes a Bacia Hidrografica do Alto Iguacu. Da esquerda para a direita: sedimentos do
Reservatdrio Passaulna, Reservatorio Irai, Rio Timbu, Rio Iguacu e Rio Barigui

ApoGs o processo de secagem, materiais tais como folhas, gravetos e
rochas, foram retirados e, entdo, as amostras foram peneiradas e, entéo,
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maceradas de forma homogénea utilizando almofariz de porcelana e pistilo. As
amostras foram armazenadas em frascos de vidro ambar e mantidas em
dessecador até o0 momento da analise (Figura 15). A determinacdo dos PBDE

foi feita em triplicata conforme a metodologia descrita.

sARriGuUl I
| 1

Figura 15: Sedimentos coletados na Bacia Hidrogréafica do Alto Iguacu ja secos e macerados

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO CROMATOGRAFICA

Apesar da existéncia de 209 congéneres de PBDE utilizados
comercialmente, a presenca dessa classe de compostos no meio ambiente tem
sido relatada principalmente com relacdo aos congéneres penta-, octa- e deca-
bromados. Portanto, para uma investigacdo mais apurada, foram adquiridos os
padrbées dos congéneres tanto de menor nivel de bromacéo (1 a 4), quanto de
niveis superiores (5 a 10).

Também foi necessario um sistema cromatografico com detector capaz
de identificar e quantificar, com confiabilidade, mesmo os congéneres que néo
puderam ser resolvidos pela coluna. Os PBDE séo facilmente determinados em
colunas apolares ou de baixa polaridade, por exemplo, 100% metil-polisiloxano
(DB-1) elou 5% fenil dimetil-polisiloxano (DB-5) como relatado em varios
trabalhos (COVACI, VOORSPOELS, DE BOER, 2003; GUO, 2010;
KIERKEGAARD, BJORKLUND, FRIDEN, 2004; RAHMAN et al., 2001).

Por serem compostos halogenados, os PBDE séo altamente sensiveis a

técnica de cromatografia a gas acoplada a um detector de captura de elétrons
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(ECD), entretanto sua determinacdo € comprometida devido a coeluicdo das
bifenilas policloradas (PCB). Esta dificuldade foi resolvida com o uso da
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas pelo monitoramento
full scan. Neste sistema a ionizagdo ocorre externamente ao analisador de
massa com excelente desempenho e confiabilidade, ao mesmo tempo em que
gera espectros de massa classicos, comparaveis aos espectros de bibliotecas,
independentemente da concentracdo e matriz (ALAEE e WENNING, 2002;
BICCHI et al., 2009; DE WIT, 2002).

Assim, a partir dos testes preliminares que foram realizados visando a
estabelecer os parametros de aquecimento da coluna cromatogréafica, o0s
cromatogramas contidos nas Figuras 16 e 17, referem-se a injecdo do padrao
sob o programa de aquecimento linear, conforme € proposto pelo método
1614A da U.S. EPA. A programacao de temperatura é crucial na cromatografia
gasosa ja que diminui o tempo de andlise. A coluna cromatografica é aquecida
com temperaturas mais baixas para que compostos de baixo ponto de ebulicdo
possam eluir como picos separadamente. Durante a analise a temperatura é
aumentada a fim de diminuir a retencdo de compostos com maior ponto de
ebulicao.

Constatou-se através da Figura 16, que apesar da satisfatéria separacao
dos picos cromatograficos para 0s compostos de interesse, a corrida
cromatografica demandou um tempo de analise superior a 50 minutos. No
entanto, a Figura 17 permite inferir que para 0s compostos de menor massa
molar a separacdo ocorreu com maior resolucédo, porém, o mesmo nao foi
observado para os de maior massa molar. Dentre esses, convém destacar 0s
congéneres BDE 190 e BDE 209 que nao apresentaram sinal analitico
detectavel.

Tal fato pode ser explicado pela longa permanéncia dos compostos no
interior da coluna cromatografica, pois, o sinal do primeiro analito, BDE 17, foi
detectado apenas 29 minutos depois da injecdo no cromatografo e o ultimo,
apos 50 minutos. De acordo com a literatura, os retardantes de chama sdo
termicamente instaveis e ao permanecer em elevadas temperaturas podem

inclusive acarretar em processos de degradacao térmica Stapleton (2006).
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Figura 16: Cromatograma obtido apés injecdo sob programa de aquecimento da coluna
cromatografica proposto pelo método 1614A (U.S. EPA). Destaca-se o sinal do primeiro analito
(BDE 17) cuja eluicao ocorreu 29 min apés a injecéo
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Figura 17: Cromatogramas obtidos pela selec&o individual dos ions m/z dos compostos de
interesse e que evidenciam a satisfatéria separacdo dos sinais cromatograficos (Método
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Como alternativa ao método 1614A, otimizou-se um programa de
aguecimento em etapas, conforme mostrado anteriormente na Figura 6 e de
forma resumida na Tabela 12. De tal maneira, o objetivo principal foi melhorar
os niveis de detectabilidade dos compostos de interesse, aliado a um menor
tempo de residéncia na coluna. Pode-se constatar pela Figura 18 que esse
objetivo foi alcancado, uma vez que apoOs a otimizagdo da programacado de
aguecimento alternativa ao método 1614A houve um incremento a intensidade
do sinal analitico, em comparacédo ao cromatograma da Figura 16.

Além disso, o primeiro congénere de PBDE (BDE 17) eluiu em pouco
mais de 19 minutos apos a injecdo e o tempo total da corrida cromatografica
se deu em aproximadamente 35 minutos (Figuras 18 e 19). Apesar da
significativa melhora na intensidade do sinal analitico, os congéneres BDE 190

e BDE 209 nao foram detectados.
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Figura 18: Cromatograma referente ao programa de aquecimento da coluna cromatografica
proposto pelo método alternativo ao preconizado pela U.S. EPA

Dessa forma, ficaram estabelecidas as temperaturas para a corrida
cromatografica e que atendam as condicdes de elevada detectabilidade em um
tempo reduzido de andlise. No entanto, foram avaliados outros parametros a
fim de incrementar o poder de resolugdo da técnica e optou-se por um

planejamento fatorial 23, com triplicata do ponto central.
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Figura 19: Cromatogramas obtidos pela selecédo individual dos ions m/z dos compostos de
interesse no programa de aguecimento alternativo ao proposto pela U.S. EPA
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Assim, avaliaram-se os efeitos da temperatura do injetor ao aquecé-lo
entre 250°C a 300°C. Antes mesmo que ocorra a aquisicdo da amostra €
importante que se garanta a volatilizacdo completa do solvente e dos analitos
a fim de que a eluicdo na coluna cromatogréafica seja a mais eficiente possivel.
Por sua vez, a injecdo no modo splittess é a mais adequada para 0s
compostos em nivel traco, pois, além de oferecer menor potencial de
discriminacdo dos analitos, necessita de um pequeno volume de amostra,
geralmente de 1,0 pL a 3,0 puL. Além disso, para essa analise, cujas
concentragcbes atingem nivel traco, avaliou-se o efeito do tempo em que a
vélvula do injetor permanece fechada apos a injecdo da amostra. Com isso é
possivel transferir efetivamente toda a amostra para a coluna. Apés o tempo
pré-estabelecido, a valvula se abre a fim de purgar os analitos e solventes
remanescentes. (BJORKLUND et al., 2004; COLLINS, BRAGA, BONATO,
2011; HARRIS, 2001; SKOOG et al., 2009; STAPLETON, 2006).

Outro fator investigado refere-se a temperatura da linha de transferéncia
entre 250°C a 300°C. Por se tratar de um tubo metalico rigido que liga o
cromatdgrafo ao espectrometro de massas, sua funcao é isolar termicamente a
transferéncia quantitativa de massa entre as interfaces de ambos o0s
equipamentos, assim, as elevadas temperaturas justificam-se ao evitar uma
possivel condensacdo do gas de arraste durante esse processo (MCNAIR e
MILLER, 2009).

Nesse sentido, os dados contidos na Tabela 10 exibem os ensaios e as
condicbes em que o planejamento fatorial de experimentos foi realizado. A
coluna denominada média geométrica refere-se a média dos valores das areas
dos analitos obtidos ap0s cada injecdo. Observa-se que o0 maior valor 579.816
para a média geométrica das areas dos picos cromatograficos dos compostos
estudados refere-se ao ensaio numero 8, onde a temperatura do injetor € de

300°C, o tempo de splittess é de 3 min e a temperatura da linha de

transferéncia € de 250°C.

Os efeitos e as interacdes significativas de tais parametros podem ser
observados nos graficos de pareto e de superficie, respectivamente, nas
Figuras 20 e 21. O efeito significativo da temperatura maxima do injetor,
observado no grafico de pareto, pode ser explicado pela necessidade de

volatilizar a amostra antes mesmo que a inje¢cdo ocorra, garantindo assim a
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efetiva separacdo dos analitos na coluna cromatogréfica. De forma semelhante,
o tempo em que a valvula do injetor no modo splitless permanece fechada
permite uma substancial aquisicdo de amostra na coluna e somente apos os 3
min a valvula se abre a fim de purgar os tragcos remanescentes da amostra
volatilizada.

As temperaturas elevadas, tanto no injetor ou na coluna cromatografica,
apesar de necessarias para efetiva volatilizacdo do solvente e do analito,
podem levar a degradacdo dos PBDE que possuem maior substituicdo por
atomos de bromo, ou seja, os de maior massa molar. Tal fato tem ocorrido
especificamente neste trabalho com o BDE 190 e BDE 209, conforme é
relatado pela literatura Arnold et al. (2008 e Mariottini et al. (2008 e Moller et al.
(2011 e Wang et al. (2005).

Tabela 10. Variaveis avaliadas no planejamento fatorial 2° para determinacéo experimental de
PBDE em GC-MS e resposta obtida apés injecdes através do calculo da média geométrica das
areas dos analitos.

Ensaios L T.S. T.L T Méqliq

(©) (min) (©) Geométrica

- + - 454125

- + + 485064

6 + - + 483023

9 (C) 0 0 487579

8 + + 579816

2 + - - 456436

5 - - + 329262

1 - - - 450819

10 (C) 0 0 0 509696

11 (C) 0 0 0 514801

4 + + - 500353

Onde: T.l.: Temperatura do Injetor; T.S.: Tempo de splitless;
T.L.T.: Temperatura da Linha de Transferéncia
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Figura 21B : Superficies de resposta mostrando a influéncia da temperatura do injetor e do
tempo de splitless através das cores quentes do planejamento 22, Temperatura do injetor
versus temperatura da linha de transferéncia
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Figura 21C: Superficies de resposta mostrando a influéncia da temperatura do injetor e do
tempo de splitless através das cores quentes do planejamento 23 Temperatura da linha de
transferéncia versus tempo de splitless.

Assim, como foram observados resultados satisfatérios no planejamento
fatorial 2% optou-se por avaliar uma possivel melhora dos niveis de
detectabilidade ao se incluir outro fator, o pulso de pressdo na coluna
cromatografica, onde foram avaliados efeitos da sua duracdo e intensidade.
Testou-se, entdo, a eficiéncia desse parametro na aquisicdo da amostra a fim
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de que os compostos de interesse percolem sob alta pressdo a coluna
cromatografica e os componentes individuais da mistura migrem a diferentes
velocidades devido as suas interacbes com as fases movel e estacionéaria
Harris (2001b e Jung et al. (2009).

Desse modo, foi realizado um planejamento fatorial 2* (Tabela 11). Nas
condi¢des do ensaio 16, onde todos os fatores avaliados estéo na intensidade
maxima, foram obtidas areas de pico cujo valor da média geométrica foi de
645.855. Este resultado corrobora o obtido no planejamento anterior e

confirma a influéncia significativa do pulso de presséo.

Tabela 11: Planejamento fatorial 2* para otimizacdo experimental da determinacdo de PBDE
em GC-MS

Ensaios T.1.(0) ™ (e () Geomética
5 j ] i + 159747
c ] i + . 375618
10 N i i + 231542
17 (©) 0 0 0 0 406623
5 N i + . 510401
16 N + + + 645855
19 (©) 0 0 0 0 465911
15 i + + + 514482
A N + + . 527085
12 N + i + 309743
) N i i . 251387
1 i + i + 319928
14 N i + + 565801
4 N + i . 263108
; ) N 4 i 376951
1 ] i i . 170567
18 (©) 0 0 0 0 253857
13 i i + + 565350
3 ] + i . 412828

Onde, T.l.: Temperatura do Injetor; T.P.P.: Tempo de Pulso de Presséo;
P.P.: Pulso de Presséo; T.L.T.: Temperatura da Linha de Transferéncia

Pdde-se constatar, adicionalmente, uma significativa melhora na
intensidade do sinal no cromatograma, conforme mostrado na Figura 18, bem
como no incremento das areas de cada analito. Por meio da analise dos

graficos de pareto (Figura 22) e das superficies de resposta (Figura 23) fica
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evidente quéo significativa € a intensidade do pulso de presséo, neste caso de
150 kPa, aplicado durante a inje¢do das amostras. O incremento de pressao na
cabeca da coluna justifica-se pelo fato de evitar que a amostra figue mais
tempo no interior da coluna cromatografica e, assim, haja um alargamento dos
picos cromatogréficos, fato que melhora significativamente a resolugdo dos
sinais analiticos.

(3) Pressao

O

A 4/2
O

(2) Duracao de P | 11,232932 : 1
2x3} |-1,01721 ]
1x3} | 968928 :

(1) T injetor | |,9356165 § :

3x4t
1x4}
2x4
(4) T linha transf /

1x2

p=,05

Figura 22: Grafico de pareto referente ao planejamento 2* evidenciando a influéncia
significativa do pulso de pressdo na melhora da detectabilidade
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Figura 23A: Relacdo entre a intensidade da pressdo aplicada e duracdo do tempo de
aplicacdo da mesma. Aplicacao de pressao acima de 120 kPa leva a respostas significativas na
detectabilidade dos compostos seja qual for a duracéo da pressao



160

140

120

100

Presséo (kPa)

80

Il 6E5
/ Il s5E5

[ 4E5
250 260 270 280 290 300 310 365

temp. injetor (°C)

46

Figura 23B: Os efeitos das interacfes entre a intensidade da presséo aplicada e ao aumento

da temperatura do injetor s&o significativos quanto a maiores forem seus respectivos valores

Dessa forma, a avaliagdo dos pardmetros mencionados durante os

planejamentos fatoriais de experimentos possibilitou estabelecer e fixar os

valores a serem utilizados nas demais etapas deste trabalho. As condicbes

cromatograficas foram seguidas conforme esta resumido na Tabela 12. Além

destes, foi possivel identificar os congéneres de PBDE baseando-se nos

tempos de retencao individuais e seus respectivos ions de quantificacdo, como

sdo verificados na Tabela 13.

Tabela 12: Pardmetros operacionais para determinacdo dos PBDE utilizando GC-MS

Equipamento

- GC-MS modelo Focus-PolarisQ;
- Auto-amostrador AS 3000 (Thermo Electron Corporation)

Coluna

DB-5ms (Agilent): 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm

Gases

Arraste: He 1,0 mL min™* (vazao constante);
Gas saver: off.

Temperaturas

Coluna:
- 100°C durante 3 minutos;
- 200°C, a taxa de 20°C/minuto;
- 260°C, a taxa de 10°C/minuto;
- 300°C, a taxa de 5°C/minuto — (10 min)

V injecdo: 2,00 pL

Detector: 300°C

Injetor: 300°C (splitless)

Linha de Transferéncia: 300°C
Fonte de ions IE: 300°C
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Tabela 13: Tempo de retencdo e ions de quantificacdo referentes aos congéneres de PBDE
obtidos ap0s corrida cromatografica

Tempo de lons de
BDE Retencao (min) Quantificacao

(m/z)

- 16,64 246; 248

o 16,98 246; 248
47 18,91 326
66 19,20 326
1 19,59 326

oo 21,11 404; 406

> 21,78 404; 406

o 22,99 404; 406
138 23,54 484
153 24,60 484
154 25,97 484
183 27,87 564

4.2 RESULTADOS DA ETAPA DE CLEAN-UP

O procedimento de clean-up proposto neste trabalho baseia-se no método
descrito por Aydin e colaboradores (2006) e consistiu na avaliacdo das
quantidades de adsorventes necessarias para promover a separacao dos
compostos e da polaridade dos solventes para eluicao.

A cromatografia em coluna empregada na etapa de clean-up € uma
técnica muito utilizada para isolamento de produtos naturais e purificacdo de
produtos de reacdes quimicas. As fases estacionarias mais utilizadas sao silica
e alumina a separac¢do por adsor¢cado. De uma forma geral, silica e alumina séo
empregadas na separagao de compostos por adsorcao.

Os adsorventes foram adicionados lentamente a coluna fixada na
posicdo vertical, batendo-se continuamente ao longo da mesma para que todo
o ar fosse expulso, de modo a se obter uma compactagdo uniforme. A
existéncia de ar entre as particulas pode levar a formacéo de canais na coluna,
0s quais alargam as bandas eluidas.

ApoOs 0 empacotamento, foi necessario passar o hexano sob fluxo de
nitrogénio gasoso através da coluna antes da introducdo da amostra. Esta foi
adicionada no momento em que o nivel do eluente estava o mais proximo
possivel do adsorvente. Esse procedimento ameniza o alargamento das

bandas a serem eluidas. Apdés a amostra ter penetrado no adsorvente, o
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eluente foi adicionado continuamente.

Nesse trabalho as amostras eram constituidas por substancias que
apresentam diferencas de polaridade. Assim, utilizou-se primeiramente um
eluente apolar, hexano, a fim de separar primeiramente os interferentes
hidrocarbonetos, que podem ser tanto de origem natural ou antropogénica e,
em seguida, utilizou-se de um eluente de carater polar a fim de eluir os PBDE,
cujos atomos de bromo por apresentam pares de elétrons livres e lhes
conferem um carater ligeiramente polar.

Constatou-se que a maior concentracdo de hidrocarbonetos foi
verificada nas primeiras nove fragdes, apos eluicdo com 5,0 mL de hexano,
conforme mostra a Figura 24. De tal maneira, eliminou-se significativamente a
interferéncia na quantificacdo dos PBDE apesar de ainda estarem presentes
em toda extensao do fracionamento, porém em menor concentracdo. De modo
continuo, a eluigdo com uma mistura de 5,0 mL de hexano e diclorometano (3:1
v/v), cujas diferengas de polaridades, permitiram separar os retardantes de
chama a partir da décima fracdo em diante sem interferéncia significativa dos

alcanos.

30000000
25000000
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itos

= 15000000
——Hidrocarboneto

PBDE
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Area dos anal

5000000

-5000000 -
Fragao

Figura 24: Elui¢do de hidrocarbonetos e PBDE com mistura de hexano/diclorometano (3:1) em
coluna miniaturizada de silica e alumina.

Apesar da coluna miniaturizada ter apresentado resultados satisfatorios,

testou-se uma coluna de volume maior € com maiores quantidades de
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adsorventes, mostrada no teste 2 da Tabela 7, a fim de tentar obter melhores
respostas e eliminar ao maximo qualquer interferéncia dos alcanos que
possivelmente estardo nas matrizes ambientais que serdo coletadas e
analisadas de acordo com o protocolo analitico proposto.

Assim, a Figura 25 mostra que na etapa de fracionamento a maior
concentracdo de alcanos se deu entre as fragbes 9 e 15, contudo nao foi
possivel separar os PBDE satisfatoriamente, o que implicaria na adicdo de
mais eluente, além dos 25 mL previstos inicialmente. Esta estratégia foi
abandonada por fugir do escopo deste trabalho, o qual esta voltado para a
utilizagao de técnicas ambientalmente amigaveis, usando menores quantidades
de solventes, bem como reduzindo ao maximo a quantidade de adsorventes na
etapa de clean-up. Desta forma, optou-se por dar continuidade aos trabalhos
utilizando quantidades menores de silica e alumina, de acordo com a condicao
2 da Tabela 7.

70000000

60000000

50000000

40000000

30000000 —+—Hidrocarboneto
PBDE

Area dos analitos

20000000

10000000

-10000000

Fragao

Figura 25: Eluicdo de alcanos com mistura de hexano/diclorometano (3:1) em coluna
constituida por 4 g de silica e 1 g de alumina.

Nestas condicdes observou-se que a maior concentracdo de alcanos se
deu entre as fragbes 9 e 16 (Figura 24). Contudo, nao foi possivel detectar o
ponto final do fracionamento dos PBDE, o que implicaria na necessidade de
adicao de mais eluente, além dos 25 mL previstos inicialmente. Esta estratégia

foi abandonada, pelas mesmas razdes apresentadas anteriormente. Portanto, a
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continuidade do trabalho se deu com o uso da coluna com as menores
dimensodes, ou seja,20 cm de comprimento e 0,6 cm de didmetro interno.

A Figura 26 apresenta os resultados obtidos para os percentuais de
recuperagao dos compostos apds a etapa de clean-up realizada empregando-
se Na,SO, fortificado com padrdes de alcano e PBDE. Os resultados foram
calculados empregando-se a razdo entre a média aritmética das areas dos
picos dos analitos fracionados na microcoluna e as areas dos analitos da
solucdo-padrdo de PBDE, apds analise via GC-MS. E possivel perceber que os
percentuais de recuperacdo se mostraram satisfatérios, variando entre 83% e

126%, com desvios-padrao na faixa de 1% a 22%.
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Figura 26: Percentuais de recuperagdo obtidos a partir da eluigdo na microcoluna, em

comparacao a inje¢do do padréo puro de PBDE.

4.3 OTIMIZACAO DA ETAPA DE EXTRACAO

4.3.1 ESCOLHA DO SOLVENTE EXTRATOR

A partir dos testes preliminares realizados com Na,SO, fortificado com
os padrées de PBDE e alcanos constatou-se que o solvente mais eficiente a
ser utilizado nas demais extracdes é a acetona, fato também comprovado por
Aydin e colaboradores (2006). Corroboram com esse fato as Figuras 27 e 28,

cujos graficos apresentam as areas dos congéneres de PBDE. A eficiéncia da
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acetona mostrou-se superior em relagdo ao hexano e ao diclorometano, tanto
na extragdo com 5 etapas quanto com 3 etapas. Isso pode ser explicado pelo
fato de que dentre os solventes avaliados a acetona apresenta maior carater
polar que, por sua vez, lhe garante maior afinidade eletrénica tendo em vista
que os atomos de bromo possuem pares de elétrons livres e, assim, confere
uma polaridade e eficiéncia ao extrair as moléculas de PBDE da matriz sélida.
Desta forma, empregando a acetona como solvente extrator os
coeficientes de variagao ficaram entre 12% e 27% ap0s 5 etapas de sonicacao
e entre 3% e 20% para 3 etapas de sonicagdo. Utilizando-se hexano como
extrator os valores dos coeficientes de variagéo ficaram entre 5% e 47% apds

os 5 etapas e entre 3% e 37% para 3 etapas.

i
17 28 47 66 71 8 54 183
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Figura 27: Percentuais de recuperagcédo apds extracdo realizada em 5 etapas de 5 minutos e
intervalo de 1 minuto usando como solventes acetona, hexano e diclorometano.
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Figura 28: Percentuais de recuperagcdo apds extracdo feita em 3 etapas de 5 minutos e
intervalo de 1 minuto usando como solventes acetona, hexano e diclorometano.
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Ao realizar a extracdo em 5 etapas e mesmo em 3 etapas foi possivel
observar a evaporagao dos solventes devido ao aquecimento gerado pela
sonda ultrassénica. Convém destacar que ao se utilizar o diclorometano houve
volatilizagdo de mais da metade do volume de solvente incialmente adicionado,
mesmo mantendo o tubo imerso em um béquer com gelo. Este também foi um
dos motivos para ndo se seguir em frente com este procedimento, além da

menor eficiéncia de extracao.

4.3.2 PARAMETROS DE EXTRACAO

A escolha da acetona como solvente extrator foi feita utilizando um
volume de 6 mL e aplicou-se a poténcia maxima da sonda ultrassénica nas 3
etapas de extragdo que duraram 5 minutos, cada um. Contudo, conforme se
observa na Figura 29, nos testes de extragao feitos em amostras de sulfato de
sédio e posteriormente com sedimentos ndo se obteve recuperagdes
satisfatérias dos compostos pesquisados nesse trabalho. Para as amostras de
sulfato de sodio a faixa de recuperacao ficou entre 43% e 64% e para as

amostras de sedimento entre 37% e 93%.
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Figura 29: Percentuais de recuperagado dos congéneres de PBDE obtido a partir da extragao
em Na,SO, e em sedimento utilizando como solvente extrator a acetona em 3 etapas de
sonicagao na poténcia maxima de 500 W.

Visando melhorar a eficiéncia do método, no que diz respeito a
recuperagédo dos analitos, executou-se um planejamento fatorial 2% avaliando-
se a influéncia dos fatores relacionados na Tabela 8. Assim, o tratamento dos
dados obtidos apds a execugao do planejamento possibilitou a construgao do
grafico de pareto mostrado na Figura 30. Este grafico permite inferir que
apenas o efeito do volume de solvente utilizado se mostrou significativo durante
a etapa de extragdo. De acordo com grafico de pareto, o efeito negativo indicou
que a extracado é mais efetiva quando se utiliza um menor volume de solvente.
As superficies de resposta estdo apresentadas nas Figuras 31, 32 e 33. Estas
figuras permitem avaliar as interagbes dos fatores volume do solvente, duragao
do ciclo de extracao e poténcia da radiagao ultrassbnica aplicada.

Os efeitos significativos sao representados pelas cores quentes das
superficies de resposta e pdde-se constatar, a partir da Figura 31, que ao se
utilizar um volume de solvente extrator inferior a 5 mL uma resposta
significativa & obtida, em detrimento das maiores quantidades de solvente.
Essa resposta se mostrou bastante positiva, pois, além de atender aos

requisitos da quimica verde, propiciou uma maior eficiéncia na extragao dos
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analitos, ocasionada provavelmente pelo efeito de pré-concentragcdo dos
analitos devido a volatilizagéo de parte da acetona. No entanto, o tempo de
aplicacdo da radiacdo ultrassbGnica ndo se mostrou representativo nessa
analise bidimensional, pois ndo levou em conta a poténcia das ondas
ultrassoénicas, conforme esté evidenciado na Figura 32.
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A andlise da Figura 32 permite concluir que a utilizacdo da poténcia
méxima da sonda ultrassbnica durante a extracdo deve ser realizada em um
curto intervalo de tempo, tendo em vista um possivel decaimento da eficiéncia
do processo extracdo em funcdo do aquecimento ocasionado pelo efeito de
cavitacdo durante a radiagdo ultrassénica. Como consequéncia, se obtém
perdas significativas do sinal analitico em funcdo da degradacdo térmica dos
congéneres de PBDE, dada sua sensibilidade a temperaturas superiores a
300°C Arnold et al. (2008).
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Figura 32: Superficie de resposta obtida a partir da realizacdo de testes segundo um
planejamento fatorial 2° visando otimizar o processo de extracdo, evidenciando os efeitos
significativos da aplicacdo de maior poténcia das ondas ultrassénicas e do menor tempo de
exposicdo das amostras analisadas em decorréncia de possivel degradacdo térmica dos
analitos e consequente perda de sinal dos mesmos.

Observando-se a superficie de resposta da Figura 33 é possivel
perceber que a combinacdo de maior poténcia da radiacdo ultrassOnica
aplicada a amostras contendo uma quantidade menor de solvente confere uma
eficiéncia significativa na etapa de extracdo. Tal fato se relaciona,
provavelmente, a maior intensidade do efeito de cavitacdo que, por sua vez,
aliado ao menor volume de solvente conduz a um maior e mais efetivo grau de
agitacdo das moléculas do solvente, o que favorece a liberacdo dos PBDE da
matriz. Além disso, o volume reduzido de solvente favorece a pré-concentracédo

dos analitos antes da injecdo no GC-MS.
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Figura 33: Superficie de resposta obtida a partir da realizacdo de testes segundo um
planejamento fatorial 2* visando otimizar o processo de extracdo, evidenciando apenas 0s
efeitos significativos da aplicacdo de maior poténcia das ondas ultrassdnicas e menor tempo de
exposigéo da amostra analisada.

O grafico de recuperacdo exibido na Figura 34 foi obtido a partir da
etapa de extracdo nas condicBes estabelecidas no planejamento fatorial 2°,
seguida do fracionamento em microcoluna de silica e alumina.
Comparativamente ao grafico apresentado na Figura 24 percebe-se que os
valores absolutos sdo superiores 0 que demonstra a eficiéncia do método
utilizado. No entanto, mesmo estando dentro dos limites aceitveis acredita-se
ser possivel alcancar resultados mais favoraveis utilizando-se duas etapas
extras de sonicacdo da mesma amostra, retirando-se o sobrenadante apés
cada etapa. Os valores de recuperacao para as condi¢cdes otimizadas no
planejamento fatoriais ficaram na faixa de 76% a 87% e o0s desvios-padréao
entre 14% e 21%.
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Figura 34: Percentual de recuperagdo para congéneres de PBDE obtidos a partir do
planejamento fatorial 2° visando otimizar a etapa de extracao.

4.4 PARAMETROS DE MERITO

Uma vez cumpridas todas as etapas do processo de otimizagcao das
condicbes experimentais e instrumentais, foi realizada a validacdo parcial do
meétodo proposto para a determinagcdo de PBDE, conforme se observa na
Tabela 14.

Com o objetivo de garantir a confiabilidade da resposta analitica obtida a
partir das amostras em analise, a avaliagdo do método consistiu na estimativa
de alguns parametros analiticos de mérito, indicados a seguir: faixa linear de
trabalho, limites de deteccéo e quantificacao, seletividade, precisédo e exatidao.

Através da linearidade ¢é verificada a capacidade do método analitico de
estabelecer uma relagao direta, em uma determinada faixa de concentracéo,
entre resultados que sejam proporcionais a concentragao do analito na amostra
com a resposta do método. Dessa forma, o coeficiente de correlagéo é utilizado
para indicar o quanto a reta pode ser considerada adequada como modelo
matematico para o estudo de caso. Nesse sentido, as curvas analiticas para a
quantificacdo dos PBDE foram construidas a partir da diluicdo sucessiva da
solucdo-padrao contendo os retardantes de chamas com a obtengao de sete
solugdes de concentragdes 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 7,50 e 10,00 ng mL™". Cada

solugao da curva analitica recebeu uma aliquota da solugcado de padrao interno
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de PBDE que é constituido por isétopos de carbono, na concentracéo de 5,76
ng mL™.

A regressao linear das curvas analiticas foi obtida com a plotagem da
razado entre a area do pico do composto (AA) pela area do pico do padréo
interno (API), em relacdo a concentracdo do composto (CA). Sob estas
condigbes, as curvas analiticas obtidas apresentaram coeficientes de
correlacdo linear na faixa de 0,9900 a 0,9992 para todos 0s compostos
analisados, as quais atendem satisfatoriamente os critérios de linearidade.

Quando sao realizadas medidas de analitos em nivel de concentracéo
traco é importante definir os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) do
meétodo que esta sendo utilizando. O LD é definido como a menor concentracao
de um analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada
e 0 LQ representa a menor concentracédo do analito que pode ser medida. Uma
das formas de calcular estes limites € a partir dos pardmetros da curva
analitica. Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a

partir das Equacdes 1 e 2, respectivamente.

(Equacdo 1) LD =3,3 x% (Equacdo 2) LQ =10 x%

Em ambas as equacgles “s” representa a estimativa do desvio padrao e
“S” o coeficiente angular da curva analitica.

A seletividade de um método instrumental consiste na capacidade de
distinguir de forma satisfatoria a resposta do analito de interesse e a resposta
de outros analitos que ndo se deseja quantificar. Dessa forma, avaliou-se o
efeito interferente de alcanos alifaticos, de origem petrogénica, antropogénica
ou natural, que poderiam estar presentes na matriz ambiental e impactar na
determinacdo de PBDE. Conforme descrito na Secao 4.1, grande parte dos
alcanos foi eliminada na etapa de clean-up e, apesar de detectados, néo
interferiram significativamente na determinagdo dos retardantes de chama o

gue demonstra a eficiéncia do procedimento.
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Tabela 14: Faixa linear de concentracdo da curva analitica, coeficiente de correlacéo, limites de
detecc¢édo e quantificacdo para os PBDE

Congénere F?:]xganl;[]_?)ar R? LD (hgmL™) LQ (ng mL™)
BDE 17 0,5a10 0,9995 0,21 0,63
BDE 28 0,5a10 0,9971 0,53 1,60
BDE 47 0,5a10 0,9900 1,36 4,12
BDE 66 0,5a10 0,9965 0,58 1,75
BDE 71 0,5a10 0,9902 1,07 3,25
BDE 85 0,5a10 0,9995 0,23 0,70
BDE 99 0,5a10 0,9942 0,75 2,27
BDE 100 0,5a10 0,9989 0,38 1,15
BDE 138 0,5a10 0,9906 1,05 3,18
BDE 153 0,5a10 0,9902 1,18 3,58
BDE 154 0,5a10 0,9992 0,29 0,87
BDE 183 0,5a10 0,9989 0,33 0,99

A exatiddo e a precisdo na quantificacdo de compostos organicos em
amostras de sedimento sao aspectos importantes para avaliacdo da presenca
destes. Consequentemente, torna-se necessario que a metodologia analitica
empregada para a analise dessa matriz ambiental forneca resultados
confiaveis. Uma das formas de garantir a confiabilidade dos resultados
fornecidos por uma metodologia analitica em termos de precisao € através da
validacédo da metodologia Carreira et al. (2009).

Segundo Jardim e colaboradores (2004), a precisdo representa a
dispersdo de resultados entre ensaios independentes que foram repetidos a
partir de uma mesma amostra ou amostras semelhantes. Uma das maneiras de
representar a precisao € atraveés do desvio padrao relativo (DPR), que também

€ conhecido por coeficiente de variacdo (CV) e é calculado pela Equacao 3:
(Equagéo 3) DPR(%) = CV(%) = %

Onde “s” representa a estimativa do desvio padrdo e X € a média
aritmética das determinacdes.

Nesta etapa de validacdo, utilizou-se um sedimento de referéncia
preparado no laboratério, com concentracdes conhecidas de PBDE. O preparo
deste sedimento de referéncia foi em funcdo da auséncia de um material
certificado para PBDE. O procedimento de preparo foi baseado no trabalho

descrito por Li e colaboradores, (2007). De acordo com o0s autores, apds a
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descontaminagcdo de um sedimento natural para o preparo do sedimento de
referéncia, através de extracdo por solvente, parte da matéria organica que €
responsavel pela interacdo com os analitos € extraida com 0s mesmos.
Entretanto alguns compostos remanescentes no sedimento como &acidos
hamicos, podem promover a interacdo com os analitos adicionados neste
material. Os autores ainda ressaltam que além da interagdo com os &cidos
hamicos, outras interagcdes como ligacdes de hidrogénio, ion-dipolo e Van der
Waals podem ocorrer entre a matriz descontaminada e os analitos adicionados.
Desta forma, presume-se que de alguma forma ocorra a interacdo dos
compostos adicionados com o sedimento descontaminado. Li et al. (2007).

A analise do sedimento de referéncia foi feita em triplicata sendo a
precisao avaliada com base na estimativa do desvio padréo relativo (coeficiente
de variacdo) calculado através dos valores de recuperacdo dos compostos. Os
resultados e o desvio obtidos para os PBDE encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15: Percentuais de recuperacdo e coeficiente de variacdo (n=3) obtido para os PBDE
em sedimento de referéncia preparado em laboratério

e Recpracio Coene e
17 84 19
28 76 19
47 79 15
66 85 17
71 85 16
85 82 14
99 87 10
100 78 17
138 84 21
153 81 17
154 84 21
183 80 20

As faixas de recuperagcdo média obtidas para os PBDE foram de 76% a
87% e os desvios-padrao entre 10% e 21% sendo esses valores considerados
satisfatorios para a grande maioria dos compostos de interesse, uma vez que a
analise de compostos em matrizes complexas, como sedimentos, cujas
concentragdes sdo em nivel traco valores de até 20% sao aceitos, de acordo
com o preconizado por Jardim e colaboradores (2004) e INMETRO (2011).
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Os resultados obtidos mostram que o processo de otimizagao analitica
para determinacdo de PBDE resultou em condicbes favoraveis para obtencao
de resultados confiaveis o que permite supor que a determinacdo destes
compostos em matrizes ambientais pode ser feita satisfatoriamente.

Nesse trabalho optou-se por otimizar uma metodologia que fosse mais
rapida que o método 1614A preconizado pela U.S. EPA e que demandasse
menores quantidades de insumos materiais, de forma a minimizar o tempo de
analise bem como os residuos gerados. Na Figura 35, apresenta-se uma

sintese do método otimizado neste trabalho.

4 )

*Amostra
*Sonda ultrassénica

~ *Poténcia: 500 W
EXtragao *V solvente: 4,0 mL
*Tempo sonicagao: 3 min
*Procedimento em triplicata

\ *Pipeta: 20 cm x 0,6 cm D.I.
L& de vidro
*1,0 g silica/ 1,0 g alumina
Clean-up *5,0 mL hexano

5,0 mL hexano/DCM (3:1 V/V)
*Vazao Ny,
J *V injecdo100 uL

GC-MS

Figura 35: Esquema do método desenvolvido neste trabalho

5. APLICACAO DO METODO A AMOSTRAS REAIS

O objetivo principal deste trabalho consistiu em desenvolver um protocolo
analitico aplicavel a determinagcao de uma classe de retardantes de chama, os
éteres difenilicos polibromados (PBDE). Além disso, priorizava-se a obtencgéo
de dados que pudessem caracterizar a origem da presenga dos PBDE em
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corpos aquaticos inseridos em regifes de intensa atividade industrial, elevada
densidade demografica e em area de protegdo ambiental.

A partir das analises das amostras coletadas nos corpos aquaticos da
regido de Curitiba foi possivel determinar a presenca de alguns congéneres de
PBDE, especificamente o BDE 71, BDE 85 e BDE 99, conforme mostra a
Tabela 16.

Tabela 16: Determinacdo de alguns congéneres de PBDE em sedimentos coletados nos
rios da regido de Curitiba

RIO BDE71 BDES85 BDE99
Barigui <LD <LQ <LD
Iguagu <LD <LQ <LQ
Timbu <LD <LQ ND
Passaulna ND ND ND
Irai ND ND ND

Onde:

< LD: concentracao inferior ao limite de deteccéo

< LQ: concentracéo inferior ao limite de quantificacao
ND: concentracao nao detectada

Apesar de os niveis de concentracdo serem inferiores aos limites de
deteccdo estabelecidos pelo método desenvolvido, hd um indicativo da
presenca desses compostos nas amostras avaliadas. Os rios de onde foram
coletadas as amostras caracterizam-se pelo historico dos elevados niveis de
contaminacdo por esgoto doméstico e industrial, além da presenca de
contaminantes tais como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, HPA, n-
alcanos e esteroides fecais Taverna (2011), assim como bifenilas policloradas,
PCB (LEITE, PERALTA-ZAMORA e GRASSI, 2011; LEITE, 2008)

A Figura 36 exibe o cromatograma e o espectro de massas do BDE-71
determinado em amostra do rio Barigui. E possivel perceber que o pico
cromatografico ndo apresenta o formato desejavel, contudo, no espectro de
massas pode-se notar a presenca do fragmento do ion massa carga em meio a
outros interferentes. A confirmacdo do congénere se deu através da

comparacao do espectro obtido com o da biblioteca do espectrébmetro de
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massas com uma probabilidade de confirmacdo igual a 7,2%. Da mesma

forma, a identificacdo dos congéneres BDE 85 (Figura 37) e BDE 99 (Figura

38), respectivamente nos rios Timbu e Iguagu, se deu através pela comparacéo

do sinal analitico com o da biblioteca do espectrometro de massas, porém, com

probabilidade de confirmacao de cerca de 1% em ambos 0s casos.

Isso se deve provavelmente a algum outro ajuste a ser feito nesse

protocolo, de forma especial na etapa de extracdo onde se observam niveis de

recuperacgdo inferiores aos da etapa de clean-up. Além disso, foi observada

uma queda da sensibilidade do GC-MS durante os testes de rotina o que

demandou uma manutengdo a ser realizada pelo fabricante no referido

equipamento, porém nao houve tempo habil para refazer as analises.

RT- 19.41 - 19 68

800

. L T
b= S o o
=) S o o

Relative Abundance

[
=1
=)

19 46
T

y

19.64

19.59

19.63

19.66

T
1942 19.44

T
1946

19.48

T
19.50

T
1952

A0 Mk M sAas! Ll Ml
19 54 19.56

Time {min)

T
1958

LaAan Mok maadss
19.60

T
19.62

T
1964

LM iadasata e
19.66

iguacu_1 7
12 + ¢ 'Full ms [ 50.00-1000.00]
100

90
80
70
60

50

95.06 166.03

151.08

Relative Abundance

w
==}

69.07 | 116.92

20
10

0

50 100 150

179.04

207.01

200

250

32593

281.02

300

T: 1919 AV: 1 SB: 11 19.21-19.28 , 19.08-19.16 NL: 8.59E2

357.99

398.99

381.18

448 02

350 400

477.90

485 67
608.93
503.88
540 95

§96.05 642 76

500 550
m/z

600

650

696 89

700 97
684,13

700

772.04

748 02

750

818.86 grg g3

800

850

91213

900

Figura 36: Cromatograma e espectro de massas do BDE-71 presente em amostra coletada no

rio Barigui




64

RT: 21.01-21.20

Relative Abundance

2112 2116 21.19
2103
R e I e M Baaad s A a e e A R e  Rfaasances:
21.02 21.04 21.06 21.08 2110 2112 2114 2116 2118
Time (min)
timbu_03 #823 RT: 2112 AV: 1 SB: 10 21.15:21.20 , 21.02-21.08 NL 8.23E2
T: + ¢ Full ms [ 50.00-1000.00]
100 417.86
90
803
E e 276.10 565.60
o 704
z 03
= 3
£ 603 207.03 400,86
< 50y 565,02
PR 504 02 595.02
2 0] ™02 1710 16108 28105 463.95 o706
- BE 349.14 9.
& 3] 81.05 |130.14 28812
204 171.12
E £08.88 642 36 £74.27 845 83
gan | [T \ b0 L
0 ‘ \l ‘ | I| |\|‘ ‘ \n \ |I|| ‘\ 728 58 ||
.w..w‘.. o . — T
50 100 150 200 250 300 400 450 500 550 700 750 800 850 900

miz

Figura 37: Cromatograma e espectro de massas do BDE-85 presente em amostra coletada no
rio Timbu

RT: 21.72-21.84

6003

nce
s
=)
=1

e Al
o
2
8
L

=

Relati
[~
2 R
DT

21, 72 2173 21.74 2175 21.76 2177 2178 21.79 2130 21.81 21.82 2183
Time (min)

parigui_1#919 RT: 21.80 AV: 1 SB: 65 21.82-22.27 , 21.25-21.77 NL: 1.83E3
" + ¢ Full ms [ 50.00-1000.00]

004 22105 25209

903
803
709 256.09 366.97

603

504

S
=)

Relative Abundance

w
=]

[~
=]

=)

30802 AT g3y
- 69689 796.45 83279 58 98
T I‘ ‘|| u 765.66 S

74.04 184.12 319.12
126.25 116
151 12 B
I ‘ “ | ‘ I ‘l” bl i | I

250 300 350 400 450 500 RAD 600 650 700 750 800 850 900

m/z

o

5

Figura 38: Cromatograma e espectro de massas do BDE-99 presente em amostra coletada no
rio Iguacgu



65

Além disso, optou-se por fortificar 1,0 g de sedimento dos cinco corpos
d’agua (n=3) com 10 ng mL™" dos padrées de PBDE. Apds o repouso de pelo
menos 48 horas as amostras foram submetidas ao procedimento otimizado de
acordo com este protocolo e calcularam-se o0s percentuais de recuperacao,
cujos valores variaram entre 68% e 111%, e seus respectivos desvios relativos
entre 5% e 20%, conforme s&o mostrados na Figura 39.

Fontana e colaboradores (2010) desenvolveram e aplicaram um método
analitico utilizando extracdo em banho ultrassénico seguido de clean-up com
silica e determinacdo por GC-MS/MS dos congéneres de PBDE BDE 47, BDE
99, BDE 100 E BDE 153 em sedimentos. O desempenho analitico do método
permitiu obter coeficientes de variacédo entre 4,7% e 9,8%.

A faixa linear de 0,07 ng g* a 1000 ng g™ e o coeficiente de correlacdo
(R? na ordem de 0,9991. Essas amostras foram coletadas no rio Mendoza, na
Argentina, e foram determinadas concentracdes entre 0,22 ng g* a 0,32 ng g*
dos referidos congéneres Fontana et al. (2010). Cabe salientar que os valores
de concentracdo encontrados por estes autores sdo da mesma ordem de
grandeza daqueles determinados no presente trabalho.

Da mesma forma, Sanchez e colaboradores (2009) analisaram amostras
de solo que foram coletadas em regides proximas a aterros sanitarios a fim de
determinar a presenca de PBDE. Para isso, utilizaram a extracdo assistida por
ultrassom seguida de analise cromatografica (GC-MS) e obtiveram
recuperagoes entre 81% e 104% com variagdes entre 1% e 9%.

Os limites de deteccdo do método variaram entre 2 pg g* e 30 pg g™ e
os de quantificacdo de 7 pg g a 100 pg g™. A faixa linear foi de 0,01 ng g* a
10,0 ng g™ com coeficiente de correlacdo igual ou superior a 0,997. Através do
método proposto pelos autores, foi possivel determinar nas amostras de solo
niveis de concentracdo entre 1,3 ng* e 5,6 ng g™.
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6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo do presente trabalho permitiu concluir que as condi¢cbes
experimentais empregadas nas etapas de extracdo por ultrassom e clean-up
em escala reduzida para a determinacdo de PBDE, vao de encontro aos
preceitos da Quimica Analitica Verde. Isso se deve ao fato de proporcionar uma
diminuicdo significativa nas quantidades de reagentes quando comparado ao
método 1614A proposto pela U.S. EPA, particularmente ao nao utilizar a
extracdo em sistema soxhlet.

Os ensaios de avaliacdo e validacdo do método demonstraram que a
precisdo obtida € adequada para a determinagdo destes compostos em
sedimentos, sendo possivel obter resultados com niveis satisfatorios de
confiabilidade analitica.

Apesar dos baixos niveis detectados nas amostras coletadas em pontos
no entorno da bacia Hidrografica do Alto Iguacu, a ubiquidade desta classe de
retardantes de chama no ambiente, amplamente relatada na literatura, é uma
questdo que gera preocupacdo em relacdo a qualidade das aguas, tanto do
ponto de vista da protecdo da vida aquatica, quanto do abastecimento publico.

Como consequéncia, 0s mananciais de abastecimento publico
localizados nesta bacia estdo cada vez mais sujeitos ao aporte de produtos de
origem antrdpica, seja por redes de esgoto irregulares, supressado da mata ciliar
de rios e reservatorios ou ainda pelo proprio funcionamento das cidades.

Nesse sentido, caso ndo sejam tomadas providéncias em relacdo a
inclusdo do monitoramento da qualidade de sedimentos de corpos aquaticos,
por parte das empresas de saneamento e 6rgaos ambientais, bem como, em
relacdo a questdo de infraestrutura de saneamento basico e ao processo de
urbanizacdo envolvendo particularmente Curitiba e sua regido metropolitana,
em curto prazo, os niveis de poluicdo em rios e mananciais aumentardo
significativamente acarretando em custos com o tratamento de agua e afetando

negativamente a vida aquatica.
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