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RESUMO

Na baia de Guajara, foz do Rio Amazonas, localizam-se a capital do estado
do Para (Belém) e sua regidao metropolitana. Ha nesta area um intenso trafego de
embarcacgdes, assim como transporte e venda de combustiveis em postos flutuantes
e atividades relacionadas ao armazenamento e transporte de derivados de petroleo
no Terminal Petroquimico de Miramar (TEMIR). Pequenos derrames e descartes de
combustiveis na agua podem servir como fontes pontuais de poluicdo por
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Os HPAs sdo compostos organicos
gerados pela combustdo incompleta da matéria organica e encontram-se entre os
contaminantes de maior interesse em estudos ambientais devido ao seu potencial
mutagénico e carcinogénico. Uma forma de detectar e avaliar o impacto dos HPAs
em um ambiente é através do uso de biomonitores, entretanto as analises quali e
quantitativa nos sedimentos sdao mais amplamente utilizadas. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar, através de Cromatografia Gasosa acoplada a um
Espectrémetro de Massas (GC/MS), os 16 HPAs considerados como prioritarios pela
Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos em sedimentos e nos
organismos bentdnicos (Namalycastis abiuma) do TEMIR. Foram realizadas
expedigdes de campo em dezembro de 2012, mar¢o, maio e junho de 2013
representando os periodos seco, chuvoso (duas coletas) e seco, sucessivamente.
Os teores de sedimentos finos dominaram em ambos os periodos de amostragem e
a %Finos da baia do Guajara apresenta uma relagdo diretamente proporcional com
a %MO. Com relacdo aos 16 HPAs estudados, 10 foram detectados nas amostras
de sedimento do periodo chuvoso e 8 nas da estagdo menos chuvosa. Mesmo com
uma menor diversidade de compostos aromaticos, os sedimentos amostrados
durante o periodo seco apresentam maior *HPAs (1.351,43 ng g”') do que os do
periodo chuvoso (263,99 ng g™), o que pode estar relacionado com o aumento da
hidrodinAmica da baia do Guajara neste ultimo periodo. A andlise de correlagao
indicou que a XHPAs nao parece ser influenciada pelas %Finos e %MO. O
benzo(a)pireno representou 87% da ZHPAs durante o periodo chuvoso, os demais
HPAs apresentaram percentual < 3%. Durante o outro periodo destacaram-se: o
pireno (18% da ZHPAs), o fluoranteno (16%), o criseno, o benzo(b)fluoranteno
(15%) e o benzo(a)pireno (11%). O uso da raz&o geoquimica para a interpretagdo de

provaveis origens dos HPAs indicou que o TEMIR apresenta um predominio de
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aromaticos de origem pirolitica. As atividades possivelmente responsaveis pelos
teores de HPAs observados nos sedimentos e nos organismos bentdnicos do
TEMIR sdo o langamento de efluentes domésticos sem tratamento prévio e
particulados provenientes da emissao por carros e embarcagbes de pequeno e
meédio porte. A ZHPAs parece influenciar a densidade dos poliquetas, pois foi
observada uma redugao de cerca de 50% no numero de organismos durante o
periodo seco quanto foi observado maior valor da ZHPAs nos organismos. Dentre os
16 HPAs estudados, 11 foram detectados nos poliquetas durante o periodo seco
(ZHPAswep= 848,71 ng g') e 10 durante a estagdo chuvosa (SHPAsyep=
141,85 ng g'). Destacaram-se na estacdo menos chuvosa: o indeno(1,2,3-c,d)pireno
(47%) e o pireno (23%). Enquanto que no periodo chuvoso: o pireno (23%), o
criseno (17%), o fluoreno (17%) e o fluoranteno (13%), O %Rec obtido foi >>100%
indicando um efeito de matriz e reduzindo precisdo quantitativa dos resultados. O
uso do poliqueta N. abiuma como biomonitor da poluicao por HPAs em estuarios nao
parece ser eficiente quando se tem um periodo amostral limitado, ja que a coleta dos
mesmos requer um grande esfor¢o para obtencdo de uma pequena quantidade de
massa € 0 mesmo ainda acarreta em um efeito de matriz na analise cromatografica
(%Rec do método >> 100%) que pode vir a ndo ser corrigido por conta da pouca
disponibilidade de massa amostral. Trabalhos com maior numero amostral, que
possibilitem analises estatisticas aprofundadas, e que abranjam outros pontos de
coleta ao longo da baia do Guajara sdo necessarios para comprovar

matematicamente o que foi exposto nesta dissertacéo.

Palavras-chave: Sedimentos, Poliqueta, Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos,

Qualidade Ambiental, Estuario Amazdnico.
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ABSTRACT

In Guajara bay, mouth of the Amazon River, is located the capital of Para state
(Belém) and its metropolitan area. Exists in this area an intense boat traffic, as well
as transportation and sale of fuels in floating docks and activities related to the
storage and transportation of oil in Miramar Petrochemical Terminal (TEMIR). Small
spills and discharges of oil in water can serve as sources of pollution by polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs). PAHs are organic compounds generated by
incomplete combustion of organic matter (OM) and are among the contaminants of
most interest in environmental studies due to their mutagenic and carcinogenic
potential. One way to detect and evaluate the impact of PAHs in an environment is
using biomonitors, however the qualitative and quantitative analysis in sediments are
most widely used. This study aimed to evaluate, by Gas Chromatography/Mass
Spectrometry (GC/MS), the 16 PAHs considered as priority by the Environmental
Protection Agency of the United States in sediments and benthic organisms
(Namalicastys abiuma) of TEMIR. Field expeditions were carried out in December
2012, March, May and June 2013 representing the dried, wet (two samples) and
dried seasons successively. Fine sediments levels dominated in both sampling
periods and the %Fines in Guajara bays has a direct relationship to the %OM. In
relation to the 16 PAHs studied, 10 of them were detected in the wet season
sediments samples and 8 in the dried season. Even with a low diversity of aromatic
compounds, sediment samples of the dried season presented greater >HPAs
(1.351,43 ng g') than the sediments of the wet season (263,99 ng g "), which can be
related to the increased hydrodynamic in Guajara bay this last period. Correlation
analysis indicated that ZHPAs not seem to be influenced by %Fine and %OM.
Benzo(a)pyrene accounted for 87% of ZHPAs during the wet season, the other PAHs
showed percentage < 3%. During the other period stood out: pyrene (18% of ZHPAs)
fluoranthene (16%), the chrysene, benzo(b)fluoranthene (15%) and benzo(a)pyrene
(11%). The use of the geochemical reason to interpret likely sources of PAHs
indicated that there is a predominance of aromatics from pyrolytic origin in TEMIR.
The activities that may be responsible for the PAHSs levels observed in sediments and
benthic organisms in TEMIR are the discharge of untreated domestic sewage and
the emissions of particulates from cars and small/medium boats. The ZHPAs seems

to influence the density of polychaetes because a reduction of about 50% in the
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number of organisms was observed during the dry season when there was the
greater amount of 2HPAs in their body structure. Among the 16 PAHs studied, 11
were detected in the polychaetes during the dry season (ZHPAsyep = 848,71 ng g-1)
and 10 in the wet season (ZHPAsuep = 141,85 ng g-1). Were highlighted during the
dried season: indeno(1,2,3-c,d)pyrene (47%) and pyrene (23%). While in the wet
season: pyrene (23%), chrysene (17%), fluorene (17%) and fluoranthene (13%). The
%Rec obtained was >>100% indicating a matrix effect and reducing the quantitative
accuracy of results. The use of the polychaete N. abiuma as biomonitor of pollution
by PAHs in estuaries not seem to be effective when the sample period is limited,
because collecting it requires a great effort to obtain a small amount of mass and it
still results in a matrix effect in the chromatographic analysis (method %Rec >>
100%) that may not be corrected due to the restricted availability of sample mass.
Studies with a larger number of samples, enabling depth statistical analysis, and
covering other collection points in Guajara bay are required to prove mathematically

that has been stated in this dissertation.

Keywords: Sediments, Polychaete, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Environmental

Quality, Amazon Estuary.
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1 INTRODUGCAO

Estuarios sao corpos de agua costeiros semifechados com livre conexdao com
0 oceano, estendem-se rio acima até o limite da influéncia da maré e em seu interior
a agua do mar € mensuravelmente diluida pela agua doce oriunda da drenagem
continental (PRITCHARD, 1981). Os estuarios constituem os unicos sistemas
aquaticos onde ocorre a interagao dinamica entre as aguas marinhas, as aguas
doces, o sistema terrestre e a atmosfera (DAY JR et al., 1989).

Este ambiente transicional representa um ecossistema de elevada
importancia biolégica e socioecondmica. Sua abundante e diversificada comunidade,
assim como a capacidade de renovagao periodica de suas aguas, faz com que
esses ecossistemas sejam altamente produtivos (KNOX, 1986). Pela proximidade da
costa, os estuarios tém sido intensamente povoados e influenciados direta ou
indiretamente por diversas atividades antropicas (KNOX, op. cit.; KENNISH, 1986), a
exemplo da introducdo de poluentes que podem acarretar sua contaminagao
(MIRANDA; CASTRO; KJERFVE, 2002).

A Baia de Guajara situada na regiao fluvio-estuarina do Golfao Marajoara, foz
do Rio Amazonas, recebe contribuigcdo hidrica e sedimentar dos rios Guama, Acara
e Para. Em suas margens localizam-se a capital do estado do Para (Belém) e sua
regido metropolitana. O fato de a fundagao da cidade de Belém ter acontecido as
margens da Baia do Guajara fez com que essa area funcionasse como o principal
polo econdmico, social e industrial da cidade durante séculos, motivo pelo qual sua
histdria esta relacionada a uma degradagao ambiental (BERREDO et al., 2003).

Ha na area de estudo um intenso trafego de embarcagdes, assim como
transporte e venda de combustiveis em postos flutuantes e atividades relacionadas
ao armazenamento e transporte de derivados de hidrocarbonetos no Terminal
Petroquimico de Miramar (MIRANDA, 2006). Pequenos derrames e descartes de
produtos derivados de petrdleo na agua podem servir como fontes pontuais de
poluicdo por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e metais pesados
comprometendo a biota existente na area devido a indugao de efeitos genotoxicos e
mutagénicos sobre organismos (LEME; MARIN-MORALES, 2007).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos orgéanicos
gerados continuamente pela combustdo incompleta da matéria organica, encontram-

se entre os contaminantes de maior interesse no estudo da contaminagao ambiental



em funcdo do reconhecido potencial mutagénico e carcinogénico de muitos desses
compostos, além de sua relativa persisténcia no meio e a possibilidade de
bioacumulagdo. Vale ressaltar que os HPAs tem sua origem tanto natural quanto
antropogénica.

A crescente dependéncia da sociedade pelos produtos do petrdleo indica que
a contaminacio ambiental por HPAs tendera a se manter ou aumentar nos proximos
anos. Em vista da sua estabilidade quimica, da baixa solubilidade em agua e forte
tendéncia de sorgdo as particulas minerais e orgénicas (JACQUES; BENTO;
CAMARGO, 2007), os HPAs apresentam um comportamento ambiental que resulta
na sua resisténcia ao ataque microbiano e na consequente contaminacdo dos
ecossistemas.

Uma forma de detectar e avaliar o impacto de poluentes em um ambiente é
através do uso de biomonitores. A monitorizagdo bioldgica da exposigcdo aos
agentes quimicos significa a medida da substancia xenobidtica ou de seus
metabdlitos em varios meios biolégicos (AMORIM, 2003). Atualmente, diversos
pesquisadores vém desenvolvendo trabalhos que envolvam a avaliagdo da presenga
de HPAs em organismos.

Yoshimine e Carreira (2011) avaliaram a ocorréncia desses compostos
organicos em tecido de mexilhdes cultivados na Baia de llha Grande (Rio de
Janeiro) visando determinar a qualidade desse marisco para o consumo humano e
verificar a saude do ambiente. Wagener et al. (2011) analisaram concentragdes de
HPAs em amostras de agua, sedimento e biota (mexilhdo, camarédo e peixe) para
verificar possiveis consequéncias ambientais do derrame de 6leo ocorrido junto a
linha de costa na regido de Sao Francisco do Sul (Santa Catarina). Soares et al.
(2011) avaliaram a contaminagdo por HPAs em espécies de mangue da baia de
Guanabara (Rio de Janeiro).

Sedimentos sdo reconhecidos como um sumidouro de contaminantes
organicos, tais como os HPAs, que em virtude de sua natureza hidrofébica sao
fortemente adsorvidos a particulados depositando-se no fundo de corpos aquosos,
afetando a comunidade bentbnica que os habita. A macrofauna (infauna) benténica
€ um vetor importante no processo de transferéncia de contaminantes presentes nos
sedimentos aos niveis troficos superiores, uma vez que estes organismos sao a
principal fonte de alimento para peixes e crustaceos de consideravel interesse

econdmico. Compreender e monitorar os impactos de poluentes na comunidade



bentdnica tem, portanto, grande importancia para o meio ambiente e a saude
humana (LEWIS; GALLOWAY, 2008).

Vermes poliquetas tendem a ser a fauna dominante em ambientes lamosos e
estuarinos, no entanto, apesar da 6bvia importancia dos mesmos para fins de
monitoramento ambiental, estes animais tém recebido pouca atengdo no que diz
respeito ao seu potencial de bioacumulagao e as suas respostas genotdxicas diante
da exposicao a poluentes ambientais (LEWIS; GALLOWAY, op cit.).

Além dessa abordagem, diversos trabalhos vém aplicando os
hidrocarbonetos poliaromaticos alquilados (ou metilados) para caracterizagdo da
contaminagao ambiental por petréleo, tais como Yunker et al. (1999), Meniconi et al.
(2002), Pederzolli (2006) e Pinheiro (2007).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar, através de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrémetro de Massas (GC/MS), as concentragdes dos 16
HPAs considerados como prioritarios pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA) em sedimentos e nos organismos benténicos (Namalycastis
abiuma) do Terminal Petroquimico de Miramar (Baia do Guajara — Belém — Para),
local potencialmente contaminado por estes compostos.

A escolha do estudo de HPAs em poliquetas deve-se também aos trabalhos
de Van Bernem (1982), Rozas, Minelo e Henry (2000), Peso-Aguiar et al. (2000) e
Broedel (2004) que indicam uma maior resisténcia destes organismos aos efeitos
contaminagao por petroleo e seus derivados em estuarios, aparecendo como grupos
especificos preferenciais em condicbes ambientais impostas pela presencga de dleo.
No entanto, varias espécies de poliquetas nao sobrevivem em concentracdes
superiores a 600 ppm de HPAs (HAYES et al., 1991).

A espécie Namalycastis abiuma € uma espécie de poliqueta ndo tubicola que
vive em contato direto com o sedimento em ambientes ricos em matéria organica.
Uma vez que muitos poluentes ao interagir com material particulado em suspensao
acumulam-se conjuntamente modificando as caracteristicas fisicoquimicas do
sedimento e causando impactos nos organismos aquaticos (NASCIMENTO et al.,
2006), este animal torna-se um bom organismo biomonitor da qualidade do ambiente
onde vive. N. abiuma foi utilizado por Oliveira (2009), Dergan et al. (2011) e Silva et
al. (2011) como biomarcador na avaliagdo da qualidade hidrica do estuario do

Guajara e tem se mostrado eficiente.



A importancia ecoldgica associada ao potencial de contaminagdo da baia do
Guajara faz com que a mesma se apresente como um ambiente adequado para o
estudo e elaboragcédo de novas metodologias que visem a avaliagdo do impacto
causado por HPAs.

Pesquisas sobre o grau de bioacumulagdo de HPAs em organismos na baia
do Guajara e na regidao amazénica sao incipientes, portanto este trabalho pioneiro
contribuira na avaliagdo da qualidade ambiental do estuario guajarino e no

estabelecimento de linhas de base para a composi¢cao de HPAs deste ecossistema.



2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade ambiental da Baia de Guajara (Belém-PA) através das
analises quali e quantitativa de HPAs em biomonitores bentdnicos (Namalycastis
abiuma) e sedimentos do TEMIR, estabelecimento de linhas de base para a
composicao de HPAs neste estuario amazonico e eficiéncia da espécie N. abiuma

como biomonitora destes compostos.

2.1OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Adequar metodologias de coleta, acondicionamento e preparo de amostras de
tecidos de organismos bentdnicos para a analise HPAs;

e Adequar protocolos analiticos para a determinacdo de HPAs em matriz
bioldgica por GC/MS;

e Trazer ao Laboratério de Cromatografia da UFPA conhecimentos técnicos
sobre o equipamento GC/MS e softwares utilizados no tratamento de
cromatogramas gerados por este equipamento;

e Determinar qualitativa e quantitativamente os 16 HPAs considerados como
prioritarios em estudos ambientais em poliquetas e sedimentos da baia do Guajara;

e Avaliar a utilizacdo da espécie N. abiuma como biomonitora da qualidade de
ambientes susceptiveis a contaminagcao por HPAs;

e Verificar a correlagdo das caracteristicas do sedimento da area de estudo

com os contaminantes investigados.



3 CARACTERIZAGAO DA AREA DE ESTUDO

3.1 BAIA DO GUAJARA

A desembocadura do rio Amazonas abrange uma area de cerca de
60.000 km2, onde na parte sul forma-se um estuario com mais de 200 km de
extensdo, que inclui a baia do Marajo e a por¢ao sul do estuario do rio Para, no qual
estd inserida a baia do Guajara, com aproximadamente 35 km de extenséo
(PINHEIRO, 1987).

Varias bacias hidrograficas sofrem influéncia da baia do Guajara dentre elas
destacam-se as bacias Tamandaré, Comeércio, Reduto, Armas, Una, Val-de-caes,
Cajé, Tapand e do Paracuri. O estuario Guajarino recebe efluentes de 30 km de
drenagens naturais, em parte transformadas em canais, como o Una que € 0 mais
longo dentre todos (SAUMA FILHO, 1996).

O estuario Guajarino € constituido por uma parte continental e uma regiao
insular separadas por inumeros rios, furos, igarapés e canais de maré. Na margem
esquerda situam-se uma grande quantidade de ilhas, como a llha das Ongas,
Jararaca, Mirim, Combu e Jutuba, enquanto que na margem direita esta a cidade de
Belém (PINHEIRO, op. cit.).

A Baia do Guajara apresenta-se como um corpo de aguas ligeiramente
acidas, raramente chegando a alcalina, com temperaturas elevadas, de pouca
transparéncia e estreita faixa de variagdo nos teores de sais
dissolvidos (PAIVA, 2006), além de ser dominada por mesomarés semi-diurnas com
alcance médio de 3 m (SOUZA FILHO et al., 2004).

3.2 GEOLOGIA

O arcaboucgo estratigrafico das margens estuarinas da baia do Guajara, que
compreendem a regido de Belém e arredores, é caracterizado pelas formacgdes
Pirabas e Barreiras (CORREA, 2005). Assume-se uma coluna estratigrafica onde a
cerca de 100-120 m da superficie encontram-se sedimentos Oligo-Miocénicos

atribuidos a Formacdo Pirabas, dominantemente carbonatica. Sobrepostos, em



profundidades entre 100 e 150 m, encontram-se sedimentos Terciarios
correlacionaveis ao Grupo Barreiras. Enquanto os depdsitos carbonaticos sao
atribuidos aos ambientes de plataforma, laguna e de mangue, os sedimentos
siliciclasticos da formagao Barreiras sao interpretados principalmente como produtos
de amplas planicies entrecortadas por canais de maré (PARA, 2002).

No Quaternario, estaria repousando uma unidade atribuida ao
Pleistoceno/Holoceno Médio Inferior, correlacionada aos "Sedimentos Pds-Barreiras"
(PARA, op. cit.). Finalmente, no topo da secg&o, estariam os sedimentos recentes
argilo-arenosos que exibem estrutura macig¢a. Seu contato com a formacao Barreiras
€ marcado por nivel com seixos e blocos principalmente lateriticos (SARAIVA, 2007).

Os sedimentos depositados no estuario Guajara sdo agrupados segundo a
granulometria em duas facies texturais: facies lamosas (argila, silte e suas misturas)
distribuidas nas regides marginais do estuario e arenosa (areias e areias siltosas),
que ocorre formando os diversos bancos e preenchendo os principais canais e todo
o eixo central da baia do Guajara (PINHEIRO,1987; GREGORIO; MENDES, 2008).

3.3 VEGETAGAO

Na regido da baia do Guajara é possivel distinguir trés tipos predominantes
de vegetacdo: varzea, floresta densa e floresta secundaria associada a areas
desmatadas (LIMA, 1956).

Segundo Lima (op. cit.) nas varzeas muito baixas, associadas a areas de
deposicdo recente de sedimentos, predominam espécies ditas pioneiras como:
aninga (Montrichardia arborescens), mururé (Eichhornia azurea) e canarana
(Panicum elephantipes). A vegetacédo de varzea pode ser vista como um indicativo
dos processos geoldgicos e hidrodindmicos atuando em uma reduzida e limitada
escala de tempo (PINHEIRO, op. cit.).

Nos terrenos mais elevados ou na transicdo da varzea alta a terra firme
ocorrem as florestas densas caracterizadas por uma maior diversidade de espécies
com predominancia das dicotiledéneas. A cobertura vegetal do municipio de Belém
compde-se de Florestas secundarias ou capoeiras que substituiram a antiga floresta
densa das terras firmes (LIMA,1995).



3.4 CLIMA

O clima da area estudada é classificado como tropical umido sem estagao
fria, com temperaturas médias anuais que variam entre 29°C e 34°C, baixas
amplitudes térmicas diarias, indices de umidade relativa do ar raramente menores
que 70% (oscilando em torno de 90%), a menor precipitagdo mensal é sempre
superior a 60 mm e o total pluviométrico superior a 2.500 mm. Esses dados sao
indicativos de uma regido com bastante calor e umidade (BASTOS; PACHECO,
2001).

Sao comuns precipitagdes pluviométricas, ditas de conveccao, trazidas pelos
ventos NE sobre a Baia do Guajara e ilhas adjacentes (OLIVEIRA et al., 2002). A
regido nao apresenta meses secos bem definidos, além de ndo existir uma
reparticdo muito uniforme das chuvas durante o ano; o que ocorre é uma sensivel
diminuicdo mensal das precipitagdes a partir do més de junho, geralmente atingindo
indices minimos em torno de outubro e novembro (SUDAM, 1984). O regime das
chuvas exerce uma grande influéncia sobre os rios da regido, que por sua vez

interferem particularmente no estuario de Guajara (MORAES et al., 2005).

3.5 HIDRODINAMICA

O estuario Guajara representa um ambiente caracterizado por uma alta
energia e como consequéncia, ndo apenas a fisiografia, como o proprio relevo da
calha estuarina esta sujeito as modificacbes periddicas relativamente rapidas
(PINHEIRO, 1987). A superficie das aguas guajarinas, mesmo em condigdes de
ventos fracos, caracteriza-se como um sistema relativamente agitado, sobretudo
pela acdo das correntes de marés que com a presenca frequente de ondulacdes
irregulares define um regime de fluxo turbulento (MONTEIRO, 2006).

Pinheiro (op. cit.) classifica a baia do Guajara como um sistema com padrao
de circulagcao uniforme, que no periodo entre a preamar e baixa-mar tende a ser
homogéneo e com baixas concentragdes ibnicas na superficie, sendo a dindmica
das aguas um sistema de elevada energia hidraulica. A sazonalidade e a entrada da
maré salina provocam altera¢gdes nas propriedades fisico-quimicas das aguas e na
concentragdo do material em suspensédo (CORDEIRO, 1987; PINHEIRO op. cit.).



Apesar da forte imposicao das correntes e das marés, as ondas, de até 1,5 m,
geradas pelos ventos representam um importante agente na dinamica deste
sistema, o qual propicia a mistura das aguas e constante ressuspensdo dos
sedimentos de fundo nos bancos e margens (CORDEIRO, 1987). Além disso,
promovem degradagao, principalmente, na margem urbanizada do estuario e, por

outro lado, criam situagdes de agradagao em locais especificos.

3.6 TERMINAL PETROQUIMICO DE MIRAMAR

O TEMIR esta localizado na margem direita da baia de Guajara a uma
distdncia de 5 km do Porto de Belém. Este Terminal possui dois pieres, o n° 1
inaugurado em 1947 e o n° 2 em 1980. O calado do Porto é de 7,92 m. O TEMIR foi
projetado para movimentar produtos inflamaveis liquidos e gasosos. A importagao
(por cabotagem) predomina em relacdo a exportacao (via fluvial) desses produtos,
pois grande parte é consumida na cidade de Belém e por rodovia, através de
caminhdes tanque, é realizado o abastecimento de parte do interior do Estado do
Para (COMPANHIA DOCAS DO PARA, 2012).

Segundo dados disponibilizados pela Companhia Docas do Para (op. cit) as
principais cargas movimentadas no TEMIR sao: o6leo diesel, gas liquefeito de
petréleo (GLP), querosene para avido, gasolina comum e mistura MF-380. As
Figuras 01 e 02 apresentam os tipos e quantidades médias das cargas mais
movimentadas no TEMIR a partir de dados publicados no site da companhia. A
média anual de movimentacao total (importagcdo e exportacéo) de carga no TEMIR
compreende 2.577,8 t.

No TEMIR se encontram as instalagbes das diversas companhias
distribuidoras com seus 92 tanques com capacidade para 206.847 m?* de produtos,
sendo o movimento processado através de tubovias aéreas que nascem nos pieres
e se interligam posteriormente (COMPANHIA DOCAS DO PARA, op.cit.).
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Figura 01: Tipos e quantidades médias das cargas mais exportadas pelo TEMIR nos

ultimos cinco anos (modificado de COMPANHIA DOCAS DO PARA, 2012).
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Figura 02: Tipos e quantidades médias das cargas mais importadas pelo TEMIR nos

ultimos cinco anos (modificado de COMPANHIA DOCAS DO PARA, op. cit.).
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 PETROLEO E SEUS DERIVADOS

O petréleo possui inumeros compostos quimicos diferentes formados
basicamente por hidrocarbonetos (HCs), ou seja, cadeias com ligagcdes entre
carbonos (80-87%) e hidrogénios (10-15%) (NRC, 1985). Além dos HCs, o petroleo
pode conter outros elementos em menores quantidades como oxigénio (0-5%),
enxofre (0-10%) e nitrogénio (0-1%). Podem estar presentes também alguns
elementos metalicos, em baixas concentragcbdes, como niquel, cobalto, vanadio, ferro
e cobre, além de outros elementos como sédio, magnésio, calcio e uranio (NRC, op.
cit.).

Os HCs presentes no petroleo compreendem classes de compostos
organicos, como os alifaticos: alcanos, alcenos, alcinos, cicloalcanos
(ou naftenos); e os aromaticos. Em média, o petréleo apresenta cerca de 30% de
alcanos, 50% de cicloalcanos e 15% de aromaticos (UNEP, 1991).

Através do processo de craqueamento ou destilacdo do petrdleo séao
produzidos seus derivados economicamente atrativos. Estes derivados distinguem-
se, pelo numero de carbonos e ponto de ebulicdo, de maneira geral, em: GLP,
gasolina, nafta, dleo diesel, 6leo lubrificante, querosene e parafinas. Na natureza os
hidrocarbonetos sdo encontrados apenas nas suas formas mais estaveis (mais

nocivas) ja que as instaveis sdo rapidamente degradadas (NETTO et al., 2000).

4.2 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os HPAs sdo compostos aromaticos formados por dois ou mais anéis
benzénicos, constituidos exclusivamente por atomos de carbono e hidrogénio,
organizados sob forma linear, angular ou agrupada (NETTO et al., op. cit.). Ha
atualmente mais de 100 HPAs reconhecidos pela Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC) (VERSCHUEREN, 2001), devido a possibilidade da fusao
de um numero variavel de anéis e das diversas posi¢cdes em que estes anéis podem

se ligar entre si.
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Os HPAs séo considerados poluentes organicos prioritarios em estudos
ambientais, sendo alguns desses contaminantes descritos como precursores de
acdes mutagénicas e tumorais em sistemas biolégicos (WHO, 1983). A formacéao
desses contaminantes tem sua origem na combustdo incompleta da matéria
organica, origem essa influenciada principalmente por fatores como temperatura e
pressao que direcionam o perfil constituinte dos mesmos (PAGE et al., 1999). Deste
modo, incéndios florestais e de campos, assim como a queima de combustiveis
fésseis, seriam as principais fontes de HPAs para o meio ambiente.

Entretanto, as maiores emissdes de HPAs provém de processos industriais
ligados a produgao de ago e aluminio, da exaustao de incineradores de rejeito e por
residuos solidos industriais. Atividades petroquimicas como o processo e refino na
producado de petrdleo, assim como, acidentes que envolvem o derramamento direto
de seus produtos e derivados em corpos aquaticos também elevam
consideravelmente os niveis ambientais de HPAs (PAGE et al., op. cit.; YUNKER et
al., 2002; SISINNO et al., 2003).

A figura 3 ilustra a classificagdo dos HCs de maneira geral e demonstra que
os HPAs podem ter sua origem atrelada ou ndo a atividade antrépica. Os
antropogénicos podem ainda ter sua origem relacionada a queima de combustiveis
fésseis (petrogénicos) ou a queima incompleta que qualquer outro composto
organico (piroliticos).

Outra fonte potencial de HPAs, ndo descrita na figura 1, é sintese biogénica
desses compostos. Acredita-se que a sintese de HPAs por algas (BORNEFF et al.,
1968), bactérias (ZOBELL, 1959; KNORR; SCHENK, 1968; DE LIMA-ZANGHI,1968;
BRISOU, 1969; MALLET; TISSIER, 1969; NIAUSSAT; AUGER; MALLET, 1970) e
plantas (GRAEF; DIEHL, 1966; HANCOCK; APPLEGATE; DODD, 1970) seja uma
fonte consideravel em areas remotas ou isoladas de fontes antropogénicas de
contaminacao (KRAUSS et al., 2005). Em especial estdo as regides tropicais, que
apesar de possuirem poucos dados com relagdo as zonas temperadas, parecem
apresentar misturas distintas de HPAs (WILCKE; AMELUNG, 2000).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA,
1986) dezesseis HPAs sao considerados particularmente importantes no monitora-
mento ambiental de poluentes organicos prioritarios (Tabela 1). Esses compostos
apresentam de 2 a 6 anéis aromaticos fundidos entre si com peso molecular

variando entre 128 e 278 g/mol. Suas caracteristicas fisico-quimicas, como
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solubilidade e pressao de vapor, sao fatores importantes que direcionam a
distribuicdo desses contaminantes entre as fases soluvel e particulada em meio
atmosférico, aquoso e bidtico. A solubilidade em agua dos HPAs varia entre os
altamente insoluveis a pouco soluveis em agua, enquanto a pressdo de vapor
transita entre compostos altamente volateis e compostos relativamente pouco
volateis (NETTO et al., 2000; BRITO et al., 2005).

O peso molecular esta inversamente relacionado com a solubilidade dos
HPAs, que diminui com o aumento do numero de anéis. Os HPAs apresentam
caracteristicas lipofilicas, onde seus constituintes s&o classificados como
moderadamente a altamente lipossoluveis. O mesmo pode ser relacionado com a
volatilidade dessa classe de substancias, onde compostos com menores pesos
moleculares apresentam elevada pressao de vapor e consequentemente ampla
dispersdo ambiental (NETTO et al., op. cit.; BRITO et al., op. cit.).

A degradacao ambiental de HPAs pode ocorrer por processos fisico-quimicos,
como no caso da degradacdo por foto-oxidacdo, ou pela agao biolégica de
microorganismos (HWANG; CUTRIGHT, 2002). Muitos estudos vém demonstrando
a capacidade hidrocarbonoclastica de diferentes espécies de bactérias, fungos e
leveduras (HEDLUND; GEISELBRECHT; STALEY, 2001; CHAILLAN et al., 2004).

Os HPAs também podem ser biotransformados pela acdo de enzimas
especificas presentes em grandes vertebrados (WARSHAWSKY, 1999). O processo
de biotransformagdo dos HPAs é crucial na ativagdo e formagdo de possiveis
agentes carcinogénicos (HALL et al., 1989). As propriedades mutagénicas e
carcinogénicas de alguns HPAs conferem a esses contaminantes a razdo para a sua
inclusdo na maioria dos programas de monitoramento ambiental e saude humana
em diferentes paises no mundo (WHO, 1983; EPA, 1986).

Uma vez absorvido pelas células, os HPAs sdo metabolicamente ativados e,
desta maneira, tornam-se reativos a grupos nucleofilicos presentes em
macromoléculas celulares. A formacao de adutos de DNA é considerada essencial
na carcinogenicidade quimica desses xenobiontes (KLAASSEN; DOULL; AMDUR,
1996).
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Figura 3: Classificacdo genérica dos hidrocarbonetos (VOLLHARDT; SCHORE, 2004).

HIDROCARBONETOS

NAO AROMATICOS AROMATICOS
|
NATURAIS ANTROPOGENICOS
I
PETROGENICOS PIROLITICOS

Tabela 1: Os 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) considerados como

prioritarios em estudos ambientais de acordo com a EPA (1986).

Nomenclatura . Nomenclatura =
{IUPAC) Estrutura Efeito {IUPAC) Estrutura Efeito

Haftaleno toxico Acenaftileno | mutagEnico
Acenafteno mutagEnico Fluoreno m mutagEnico

Antraceno
i toxico &
@3@ mutagenico Fenantreno = at s

carcinogenico : carcinegénico
Fluoranteno & mutagénics Fireno & mutagénico
L eting carcinogénico Benzo {a) carcinegénics
& riutagenics antraceno 2 mutagenico
Benzo (b) carcinogsnico Benzo (k) carcinogénice
fluoranteno e mutagénice  fluoranteno & mutagenico
Benzo {a) carcinogénice  Dibenzo (ah) carcinogénico
pireno e mutaginics antraceno & mutagénico

Benzo (g.h.i} EPRE Indeno (1,23 .
perileno it ey cd) pireno T
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4.2.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos em Estuarios

Os estuarios caracterizam uma regido natural de transigcdo ecoldgica
extremamente delicada, os ecotonos. Eles desempenham uma importante fungao de
ligacdo e de trocas entre os ecossistemas terrestres e marinhos. Estes locais
apresentam grande importancia bioldgica, pois agrupam uma intensa variedade de
especies, sendo também considerados como “bergarios” para varios organismos
devido a sua protecéo e acumulo de nutrientes (THURMAN; TRUJILLO, 1999).

Os estuarios séo regides que apresentam um delicado ecossistema e, muitas
vezes, sao afetados pela presenga de organoclorados, metais pesados
e HPAs (FROEHNER; MARTINS, 2008). Sao particularmente vulneraveis a
contaminagado por petréleo, seus derivados e produtos de sua oxidagao por
frequentemente abrigarem instalagbes portuarias e também devido ao seu carater
semifechado (KENNISH, 1996; GUNDLACH; HAYES, 1978).

A grande quantidade de material em suspensao, muitas vezes presente nos
estuarios, funciona como sitios ativos para contaminantes como
HCs (VOLKMAN et al., 1992). Os sedimentos finos desses habitats adsorvem HCs,
podendo disponibilizar estes compostos por muitos anos e até mesmo interromper o
desenvolvimento das comunidades benténicas (KENNISH, 1997).

Estes organismos, nos sistemas estuarinos, geralmente sofrem dizimagao
total ou parcial imediatamente apos grandes cargas de poluigdo por HPAs, apesar
de comegarem a se recuperar algumas semanas apos um evento de poluicédo elas
geralmente ndo atingem os niveis de antes do evento em um periodo de até trés
anos (LAWS, 1993).

Enquanto a presenca fisica da poluigdo por HCs nos habitats mais sensiveis
cria condi¢cdes indspitas para o sucesso do assentamento de muitas populacdes
bentdnicas, o decréscimo do pH e de niveis de oxigénio resultantes da
decomposi¢cdo microbiana e outros processos oxidativos aumentam a mortalidade e
diminuem a quantidade de alimento disponivel para os sobreviventes, amplificando
os efeitos fisicos de deterioracdo ambiental (KENNISH, op. cit.).

O transporte dos HPAs (Figura 5) nos ambientes de maneira geral se da
principalmente por via atmosférica associado ao material particulado fino, o que
permite uma ampla distribuicdo desses compostos. Uma vez emitidos para a

atmosfera, os HPAs podem ser depositados sob a forma seca (vapor ou particulada)



16

ou umida (precipitacdo sob a forma dissolvida ou particulada) sobre sistemas
aquaticos e terrestres (GARBAN et al., 2002; ROSE; RIPPEY, 2002).

O comportamento de particdo entre agua e ar, entre agua e sedimento e entre
agua e a biota sao caracteristicas importantes na distribuicdo de HPAs no ambiente
estuarino. Esses poluentes apresentam alto coeficiente de particdo entre solventes
organicos e agua, o que permite prever possiveis processos cumulativos em
compartimentos como sedimentos ricos em matéria organica, assim como na
bioacumulagdo em sistemas biolégicos (NEFF, 1979).

A interacdo dos HPAs com outras moléculas organicas pode amplificar a
persisténcia desses compostos no ambiente (NEFF, op. cit.), caracteristica esta que

aumenta a periculosidade destes compostos em estuarios.

Figura 4: Esquema geral do transporte de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos entre as
esferas terrestres (modificado de MING-HO; TSUNODA, 2005).
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4.2.2 Razées Geoquimicas Diagnoésticas

Biomarcadores geoquimicos, marcadores moleculares ou fosseis
geoquimicos sao moléculas organicas complexas e estaveis presentes em rochas,
material organico e sedimentos. Podem ser analisados (identificados e
quantificados) em GC/MS. Os grupos de biomarcadores mais estudados podem ser
divididos em: aciclicos, ciclicos e aromaticos (BROCKS; SUMMONS, 2003).

A semelhanga entre os biomarcadores e suas moléculas precursoras,
sintetizadas pelos organismos vivos, e a relacdo entre os diversos biomarcadores
fornecem subsidios para inferéncia de informagdes como: origem da matéria
organica, caracteristicas paleoambientais, grau de evolucao térmica, identificagcao de
oOleos e relagdo rocha-oleo (BROCKS et al., 2003; MILES, 1994).

Para obtencdo dessas informacdes necessita-se identificar e quantificar
moléculas chave, ou grupos de moléculas e estabelecer relagbes entre elas
(BROCKS; SUMMONS, op. cit.). A utilizacao de razdes relativas de compostos
homologos n&o substituidos e alquilados, ou entre homdlogos de mesmo peso
molecular pode fornecer informagbdes adicionais sobre a origem dos mesmos
(LOURENGCO, 2003).

As razdes de concentragdo sao uma forma de interpretacdo de origem para
os HPAs (GSCHWEND; HITES, 1981; BUDZINSKI et al., 1997). Estas razbes tém
fundamento na estabilidade de formacao termodinamica dos isomeros (YUNKER et
al. 2002) e, desse modo, as razdes entre certos HPAs originais (ndo-substituidos)
podem diferenciar entre as fontes petrogénica e pirolitica (BUDZINSKI et al., op. cit.;
PAGE et al., 1999; READMAN et al., 2002).

Estas razdes sdo baseadas na temperatura de formacédo dos HPAs, levando-
se em consideracao a estabilidade quimica individual de cada composto. HPAs com
massa moleculares de 202 (pireno e fluoranteno) e 276 (benzo[g,h,i]perileno e
indeno[1,2,3cd]pireno) sdo bons indicadores, por exemplo, na distingdo entre fontes
de origem petrogénicas e piroliticas (Tabela 2). Ja HPAs com massas moleculares
de 228 (criseno e benzo[a]antraceno) e 278 (dibenzo[a,h]antraceno) apresentam
baixa capacidade como indicadores de origem (BRITO et al., 2005).

Locais onde predominam HPAs de baixo peso molecular podem ter como
principais fontes destes compostos os derrames de combustiveis derivados de

petroleo. A confirmagdo com maior precisdo de tais fontes pode ser obtida através
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de analises de HPAs metilados, que s&o indicativos de contaminagao recente por
6leo cru (GSCHWEND; HITES, 1981).

Tabela 2: Origem dos HPAs e sua relagdo com a razado entre as massas dos mesmos.

. ORIGEM .
RAZOES REFERENCIAS
Petrogénica Pirolitica

Steinhauer; Boehm,
Naf/Fen >>1,0 -

1992
Fl/(FI+Fen) <01 >0,1 Yunker et al., 2002
Fl/(FI+Py) <0,5 >0,5 Yunker et al., 2002
Ind/(Ind+BghiP) <0,2 >0,5 Yunker et al., 2002

Wasserman et al.,
Ind/BghiP >1,0 <1,0

2001

Sicre et al.,1987;
FI/Py <1,0 >1,0

Baumard et al., 1998
Fen/Ant >15,0 <10,0 Budzinski et al., 1997

Gschwend; Hites,
BaA/Cri <04 <0,9

1981

4.3 BIOMONITORES COMO FERRAMENTA PARA ESTUDOS AMBIENTAIS

A contaminagdo ambiental por HPAs tem sido foco de estudos ao redor do
mundo. Diferentes metodologias tém sido aplicadas na determinagdo das
concentragbes destes contaminantes, principalmente através de compartimentos
como agua e sedimento. O uso de matrizes bioldgicas, diferentemente de amostras
de agua e sedimento, tem como principais vantagens fornecer uma avaliagéo
integrada de todas as vias de exposi¢cao e consequente bioacumulagao (KENNISH,
1997).

A concentragcdo de HPAs em amostras bioldgicas esta associada a trés

fatores principais: a variagao da concentragao destes compostos no ambiente, os
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diferentes graus de bioassimilagdo de cada composto e a capacidade de
metabolizacao destes pelos diferentes grupos de organismos (KENNISH, 1997).

Os bioindicadores sao ferramentas eficazes de analise ambiental que estao
sendo cada vez mais utilizados devido a alguns organismos possuirem a capacidade
de refletir histologica, bioquimica e comportamentalmente as alteragées do meio em
que vivem. Esta capacidade é chamada de bioindicagao, definida como o uso de
seres vivos para a verificagao e avaliagao dos efeitos da poluigdo ambiental, seja no
ar, na agua ou no solo (KLUMPP, 2001).

Os processos bioquimicos basicos sdo muito semelhantes em diversos
organismos sendo por esse motivo viavel utilizar invertebrados como bioindicadores,
dado que estes reagem mais rapidamente a presenca de xenobidticos ambientais
(LIMA, 2001). A utilizacdo de sistema biologico em estudos ambientais se divide em
duas terminologias muito semelhantes: bioindicacdo e biomonitoramento. Embora
varios pesquisadores utilizem estes termos como sinénimos, alguns preferem
distingui-los.

Biomonitoramento é o uso sistematico de respostas biolégicas na avaliagao
de alteragbes no ambiente dentro de um programa de controle de qualidade
(KUHLMANN et al., 2001). E, bioindicacdo é a reagdo visivel que o organismo
apresenta diante de um contaminante (LIMA, op. cit.).

O biomonitor é a espécie utilizada para registrar a substancia monitorada ao
longo do tempo, o qual pode ser biomonitor ativo (presente de maneira natural no
ambiente) ou passivo (introduzido no ambiente). O indicador é a espécie que reflete
mudancgas visiveis diante de uma substancia, podendo ser bioindicador sensitivo
(apresenta reagdes) ou acumulativo (biomonitor). Considerando o procedimento
técnico e os objetivos dos estudos com bioindicadores, Klumpp (op. cit.) distinguiu

trés grupos de organismos:

¢ Os organismos apontadores e indicadores ecolégicos, que indicam o impacto da
poluicdo através de mudancas no tamanho de sua populacdo ou através da sua
ocorréncia ou desaparecimento sob determinadas condicbes ambientais;

e Os organismos testes, que sao indicadores altamente padronizados e utilizados
em testes (bioensaios) de laboratério toxicoldgico e ecotoxicoldgico;

e Os organismos monitores ou biomonitores, os quais mostram qualitativamente e

quantitativamente o impacto da poluicdo ambiental sobre organismos vivos.
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Segundo Kuhlmann et al. (2001) um bom bioindicador ou biomonitor deve ser
um organismo de facil amostragem e identificacdo e que apresente distribuigao
geografica ampla, para possibilitar estudos comparativos. Callisto, Moretti e Goulart
(2001) preconizam o uso de macroinvertebrados bentdnicos como bioindicadores
em programas de biomonitoramento, uma vez que estes possuem especificidade
que os classificam como excelentes bioindicadores, compativeis com os requisitos
descritos na literatura (ROSENBERG; WIENS, 1976; LYNCH; POPP; JACOBI, 1988;
HARE, 1992).

O biomonitoramento pode ocorrer sob diferentes formas em um estudo de
areas susceptiveis a contaminacdo por HPAs, por exemplo, € possivel que a
investigacao seja focada no monitoramento do processo de extingdo ou redugao de
algumas espécies, quando essas sao submetidas a niveis que ultrapassaram sua
tolerancia fisioldgica, ou seja, uma provavel alteracdo ambiental do seu habitat
natural (LIMA, 2001).

Outro método é o exame laboratorial no corpo do animal, permitindo que
através da analise de concentracdo do xenobidticos ou produtos de seu
metabolismo no tecido indique a situagéo biogeoquimica da area em que vive (LIMA,

op. cit.).

4.3.1 Poliquetas como Biomonitores

Polichaetae € a maior e mais diversificada classe de anelideos (com mais de
8 mil espécies). Sao conhecidos como vermes marinhos segmentados, sendo um
dos grupos zooldgicos com maior radiagdo adaptativa em termos de forma corpérea,
habitos alimentares e habitats colonizados (STORER, 1999). A maioria desses
organismos possui menos de 10 cm de comprimento e didametro que varia entre 2 e
10 mm (RUPPERT; FOX; BARNES, 1996).

S0 o0s animais mais abundantes encontrados nos primeiros 10 cm dos
sedimentos de fundos marinhos e estuarinos, ocorrendo desde zonas entre marés
até as profundidades abissais (FAUCHALD; JUMARS, 1997). Os poliquetas
apresentam 6rgaos sensoriais especializados, parapédios (par de apéndices laterais
semelhantes a nadadeiras ligados a cada segmento do corpo) e cerdas dispostas
em feixes nos parapddios (RUPPERT; FOX; BARNES, 1996).
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Essa classe é subdividida em dois subgrupos, os poliquetas errantes e
sedentarios. O primeiro grupo reune habitantes de superficie que possuem
parapodios bem desenvolvidos e cabecas (prostdmios) com érgaos sensoriais, eles
rastejam e/ou nadam com o auxilio dos parapodios. A maioria € predadora, mas
existem espécies herbivoras e detritivoras. Eles possuem tipicamente uma faringe
eversivel (probdscide) equipada com mandibulas (STORER, 1999).

O outro é composto por espécies que vivem confinadas em galerias
temporarias ou em tubos permanentes sob os sedimentos (STORER, op. cit.) como
a espeécie Namalycastis abiuma. Muitas espécies deste grupo sado consumidoras
seletivas ou ndo de depdsitos sedimentares, ingerindo quantidades significativas de
sedimentos. Apresentam ainda um longo ciclo de vida (superior a 6 anos) e por isso
uma consideravel importancia ecoldgica. Este segundo grupo, devido sua baixa
mobilidade e habito alimentar, tem sido utilizado cada vez mais em estudos sobre
bioacumulagao de poluentes (LANA et. al., 2006).

Knox (1977) apud Sumida et. al. (1993) afirma que os anelideos Polychaeta
sS40 0 grupo mais importante tanto em numero de individuos quanto em numero de
espécies, constituindo, geralmente, mais de 1/3 do numero de espécies do
macrobentos ou mais da metade do numero de individuos. Além da evidente
dominancia, a plasticidade alimentar do grupo confere um importante papel na
produtividade béntica de fundos inconsolidados (MUNIZ et al., 1996).

A dominéncia dos poliquetas também & um indicativo do grau de impactagéo
de uma comunidade benténica (WEISBERG et al.,1997; VAN DOLAH et al., 1999).
No entanto, em ambientes naturalmente instaveis, como estuarios e zonas rasas,
também ¢é esperada a dominéancia desse grupo (REISH, 1986).

Diante do exposto, justifica-se a utilizagdo de anelideos Polychaeta para o
desenvolvimento do presente trabalho. A espécie N. abiuma foi selecionada como
biomonitora devido as caracteristicas: importancia ecoldgica, pois esta espécie
apresenta abundancia e participacédo consideravel da comunidade benténica da area
de amostragem durante todo o ano (SILVA, 2006) ndo dependendo, desta forma, do
fator sazonalidade em futuras amostragens de campo; baixa mobilidade indicando
representatividade local; e a relativa facilidade na obtencdo e manuseio da mesma

em laboratodrio.



22

4.4 BIOTRANSFORMAGAO DE HPAs EM POLIQUETAS

Devido a baixa solubilidade aquosa dos HPAs e seu caracter hidrofébico, os
mesmos sdo prontamente adsorvidos a particulas de matéria organica e, por
posteriormente, acumulam-se nos sedimentos. Animais consumidores de depdésitos,
como os poliquetas, ingerem grandes quantidades de sedimentos expondo seu
sistema gastrointestinal e superficie corporea aos HPAs sorvidos na matéria
organica e/ou dessorvidos na agua intersticial (FERGUSON; CHANDLER, 1998).

Existem espécies de poliquetas que ingerem por dia uma quantidade de
sedimento equivalente a vinte vezes sua massa corpérea (CADEE, 1976). Para
estes organismos, a ingestdo de sedimentos € a principal via de absor¢cao de
contaminantes associados a particulas (FORBES et al.,1998; PENRY; WESTON,
1998; WESTON, 1990; WESTON; MAYER, 1998).

Poliquetas sdo abundantes nos sedimentos e tém sido relatados como
constituintes de até 50% da macrofauna bentdnica nos sedimentos (REISH;
GERLINGER, 1997). Assim, os poliquetas sdo as espécies dominantes em
ambientes de deposigdo de matéria organica e de contaminantes organicos como os
HPAs (JUMARS et al., 1990).

A biotransformacao dos HPAs por poliquetas parece ser semelhante, em
principio, ao processo de duas etapas observadas em vertebrados. Na fase |, as
enzimas do Citocromo P450 (CYP) catalisam a introdugdo de um grupo funcional na
estrutura do HPA, aumentando a solubilidade do mesmo em agua.
Subsequentemente, as enzimas de fase Il catalisam uma ligacdo covalente entre o
HPA e um grupo polar, o que aumenta ainda mais a solubilidade em agua (JAMES,
1987; GIESSING et al, 2003a, b;. GIESSING; LUND, 2002; JORGENSEN et al,
2005; LI; JAMES, 1993 ; VAN DEN HURK; JAMES, 2000) possibilitando assim a
eliminagao total ou parcial dos HPAs (BURCHELL; COUGHTRIE, 1989;
LIVINGSTONE, 1998). Estudos demonstraram que as enzimas Glucoronosil
Transferase e Sulfotransferases dominam a fase Il de biotransformagédo dos HPAs
em poliquetas (GIESSING et al., op. cit.; JORGENSEN et al., op. cit.).

A figura 6 ilustra os processos pelos quais os HPAs serao biotransformados
inicialmente pelas enzimas da fase | presentes no organismo e, também, pelo
aumento da expressao de genes do CYP devido a ligagdo dos HPAs a um receptor.

As enzimas CYP sao as enzimas mais importantes da fase | e a indugdo das



23

mesmas ira resultar em uma maior eficiéncia da fase | de biotransformagao. A fase |
da biotransformacdo dos HPAs é considerada determinante no processo de
eliminacgao total. Os metabolitos formados na fase | sdo entdo biotransformados em
outros metabdlitos por enzimas durante a fase Il que podem ser mais facilmente
eliminados do organismo, ou podem ainda ser de-conjugados a metabolitos de fase |
novamente por enzimas enterro-hepaticas (JORGENSEN et at., 2008).

O CYP nao é bem representado em invertebrados de maneira geral, ja que
organismos de baixos niveis tréficos n&do possuem um sistema de metabolizag&o
eficiente. Portanto, esses animais tendem a bioacumular mais intensamente os
HPAs (ALBERS, 1994). A principal via de excreg¢ao de xenobidticos em poliquetas é
a intestinal e os HPAs sao essencialmente eliminados sob a forma de conjugados, e
o destino ambiental de tais conjugados ainda é desconhecido (GIESSING et al.,
2003a).

Figura 5: Esquema generalizado dos processos de biotransformacao e de eliminagdo de
HPAs em animais (modificado de JORGENSEN et at., op. cit.).
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4.5CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPACTROMETRO DE MASSAS

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagcao fundamentado na
migragéo diferencial dos componentes de uma mistura complexa, que ocorre devido
a diferentes interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estacionaria. A grande variedade de combinagdes entre fases mobveis e
estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicagao
(DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A cromatografia pode ser utilizada para a identificagdo de compostos, por
comparagdo com padroes previamente existentes, e para a purificacdo de
compostos, separando-se as substancias indesejaveis e para a separagdo dos
componentes de uma mistura (DEGANI; CASS; VIEIRA, op. cit.).

Um grande numero de trabalhos utiliza métodos cromatograficos para
determinacgao dos niveis de HPAs em tecidos bioldégicos como, por exemplo: partes
moles de moluscos (BAUMARD; BUDZINSKI; GARRIGES,1998; BURT; EBELL,
1995), musculo de peixes e tecidos moles de crustaceos (KAYAL; CONNELL, 1995)
e bile de peixes (PORTE; ESCARTIN, 2000; JOHNSTON; BAUMANN, 1989;
KRAHN; COLLIER; MALINS, 1982).

As diferentes formas de cromatografia podem ser classificadas considerando-
se diversos critérios como, por exemplo, 0 modo de separacédo (SKOOG; HOLLER;
CROUCH, 2009) (Figura 7).

As técnicas de analise cromatografica mais utilizadas na identificagcdo dos
HPAs sado: a cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida (LC), ambas
associadas a diversos tipos de detectores. Os analitos de baixa massa molecular e
que apresentam pontos de ebuli¢do inferiores a 300°C sao analisados por GC, ja os
compostos com massa molecular um pouco mais elevada ou que apresentem
sensibilidade a altas temperaturas devem ser analisados por LC (LUZ, 2010).

A GC é uma técnica para separagcao e analise de misturas de substancias
volateis onde a amostra € vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas
adequado denominado de fase movel ou gas de arraste. Este fluxo de gas com a
amostra vaporizada passa por um tubo contendo a fase estacionaria (coluna
cromatografica), onde ocorre a separagao da mistura. A fase estacionaria pode ser
um solido adsorvente (Cromatografia Gas-Solido) ou, mais comumente, um filme de

um liquido pouco volatil, suportado sobre um sodlido inerte (Cromatografia Gas-
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Liquido com Coluna Empacotada, também conhecida como Coluna Recheada, ou
com Coluna Capilar) ou sobre a prépria parede do tubo (Cromatografia Gasosa de

Alta Resolucdo). A figura 8 mostra os componentes basicos de um GC.

Figura 6: Classificagdo dos métodos cromatograficos segundo o modo de separagao, com
destaque para o método que sera utilizado neste trabalho (SKOOG; HOLLER;

CROUCH, 2009).
Cromatografia
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Figura 7: Componentes basicos de um cromatdgrafo gasoso; a) cilindro do gas de arraste
mantido sob alta pressdo, b) injetor, c) coluna, d) detector e e) registrador e
cromatograma (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).
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Nesses equipamentos € necessario o controle da temperatura do injetor, da
coluna e do detector, as quais sdo mantidas por termostatos. Como a temperatura é

um fator extremamente importante, grande parte das analises por GC é feita com
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programacgao de temperatura, obtendo-se melhor separagdo com picos mais
simétricos em menor tempo (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A GC é uma das técnicas analiticas mais utilizadas por possuir um alto poder
de resolugdo, ela possibilita uma deteccdo em escala de nano e picogramas (10‘9—
10" g). A grande limitacdo deste método esta na necessidade de que a amostra
seja volatil ou semi-volatil e estavel termicamente. A escolha da fase mével — gas de
arraste — depende do tipo de detector que esta sendo usado e do tipo de coluna,
empacotada ou capilar. As colunas mais utilizadas atualmente sdo as capilares e os
gases utilizados como fase mével devem apresentar elevado grau de pureza e ser
inertes quimicamente em relagao a fase estacionaria. Hidrogénio, nitrogénio e hélio
sdo o0s mais empregados (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009; DEGANI; CASS;
VIEIRA, op. cit).

Os detectores de maior aplicacdo sao o detector por ionizacdo em chama e o
detector de condutividade térmica. Atualmente, espectrémetros de massa tém sido
acoplados a equipamentos de GC possibilitando a identificacdo imediata das
substéancias presentes na amostra (SKOOG; HOLLER; CROUCH, op. cit.).

A GC separa os componentes de uma mistura e a espectrometria de massa
ira caracterizar cada um dos componentes, individualmente. Combinando essas
duas técnicas é possivel ter tanto uma analise qualitativa como quantitativa e avaliar

uma solugéo contendo uma série de compostos quimicos.

4.6 EFEITO DE MATRIZ

Efeito Matriz € um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz amostral gerando,
basicamente, fendbmenos de diminuicdo ou ampliacdo do sinal instrumental ou
resposta instrumental (MAURICIO et al., 2011). Considera-se que o efeito de matriz
foi sistematicamente estudado pela primeira vez por Erney, Gillespie e Gilvydis
(1993) na analise de organofosforados em leite e manteiga por GC.

Esse efeito de matriz, também conhecido como aumento da resposta
cromatografica induzida pela matriz, € usado para explicar as taxas de recuperagao
que excederem 100% e a baixa precisdao de resultados. O mesmo pode causar

ainda outras alteracdes na analise cromatografica, como:
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e Mascaramento do pico do analito de interesse, gerando um resultado falso
negativo. Isso ocorre, por exemplo, quando ha perdas de quantidade de HPAs no
sistema de injecdo, fornecendo baixa resposta e dificultando a integracdo
(SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005);

e Erro na identificagdo do analito, pois componentes da matriz podem ser
erroneamente identificados como o analito de interesse quando, na verdade, este
esta ausente, gerando resultado falso positivo. Este problema é mais facil de ser
contornado, com a utilizagdo de um espectrometro de massas para
monitoramento dos analitos (HAJSLOVA et al., 1998; SALVADOR et al., 2006);

¢ Aumento no sinal do detector, levando a superestimagao do resultado. Isso ocorre
quando impurezas volateis sdo eluidas com mesmo tempo de retengdo, comum
em agrotdxicos (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003);

e Extingédo do sinal no detector, ou seja, o sinal do analito é diminuido gerando uma
subestimacédo do resultado, fato comum aos detectores fotométricos de chama
(MONTIGNY; LESPES; POTIN-GAUTIER, 1998).

4.6.1 Fatores que Influenciam no Efeito Matriz

O efeito de matriz € comum em analises de amostras complexas, como
frutas  (LEHOTAY; ELLER, 1995; YAMAZAKI;  NINOMIYA, 1996),
vegetais (MENKISSOGLU-SPIROUDI; FOTOPOULOU, 2004; SALVADOR et al.,
op. cit.), mel (JIMENEZ et al., 1998; ALBERO; SANCHEZ-BRUNETE; TADEO,
2004), sucos (ALBERO; SANCHEZ-BRUNETE; TADEO, 2005), vinhos (HOLLAND;
MCNAUGHTON; MALCOLM, 1994; BERNAL et al., 1997), 6leo de oliva (CABRAS et
al., 1997; LENTZA-RIZOS; AVRAMIDES; CHERASCO, 2001), tecidos animais
(FRENICH; BOLANOS; VIDAL, 2007) e leite humano (SANCHEZ-BRUNETE;
ALBERO; TADEO, op. cit.).

Os problemas gerados pelos componentes endégenos da matriz nas
respostas do detector ndo dependem apenas das caracteristicas dos compostos,
mas também das proprias condi¢ées cromatograficas, particularmente no injetor, na
coluna cromatografica e no detector do GC (ERNEY; GILLESPIE; GILVYDIS, 1993).
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Por isso, faz-se necessario conhecer os componentes do aparelho e seu
funcionamento, para adotar medidas preventivas ou corretivas, na tentativa de obter

resultados confiaveis.

4.6.1.1 Injetor

A técnica de injecdo a quente (com ou sem divisor de fluxo), em que a
amostra é vaporizada no injetor, representa uma das estratégias mais empregadas
para introduzir amostras no GC (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003;
DOMOTOROVA et al., 2006; POOLE, 2007). Isso se deve a facilidade de introdugao
da amostra no aparelho, ao uso de pequenos volumes de amostra e a possibilidade
de analise em nivel de tracos (POOLE, op. cit.). Esta técnica, em que a introdugéo
da amostra no aparelho € acompanhada pela sua vaporizagao, € a mais susceptivel
ao efeito de matriz.

A amostra é exposta no injetor a uma temperatura alta e com tempo de
residéncia suficiente para que sitios ativos do insertor (liner ou tubo de vidro) do
injetor adsorvam ou induzam a degradagdo térmica de alguns analitos, antes de
serem transferidos para a coluna (ERNEY; GILLESPIE; GILVYDIS, 1993). Além
disso, sitios ativos adicionais podem surgir a partir de coextrativos nao volateis que
se depositam na entrada do sistema cromatografico durante repetidas analises
(HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, op. cit.).

Por isso, as respostas do detector ndo sdo constantes e sdo afetadas pelo
uso historico do injetor. Cada injecdo anterior tem potencial de modificar a atividade
do injetor pela propria deposicdo dos componentes da matriz no insertor. Desta
forma, € natural que resultados diferentes sejam obtidos quando as analises s&o
realizadas em diferentes laboratérios e sob diferentes condicbes cromatograficas
(TORRES et al., 2003; POOLE, op. cit.).

Mudangas na temperatura do injetor podem também afetar diferentemente o
efeito de matriz. Em temperaturas mais altas, pode-se reduzir a adsorcéo tanto dos
analitos como dos extrativos na superficie do insertor. Em contrapartida, acelera
também a decomposicdo de compostos termicamente labeis (ERNEY; GILLESPIE;
GILVYDIS, op. cit.; POOLE, op. cit.).
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4.6.1.2 Coluna Cromatografica e Detector

Segundo Poole (2007) conexdes entre o injetor e a coluna, e as conexdes
entre coluna e detector podem também promover o efeito de matriz. Quando uma
nova coluna capilar é colocada no sistema cromatografico, inicialmente pouco ou
nenhum efeito de matriz é observado. Entretanto, o efeito de matriz nas analises
aparece apés algumas semanas de uso, em razdo das sucessivas injegdes e da
consequente contaminagdo do sistema cromatografico (SCHENCK; LEHOTAY,
2000). Além disso, o didametro interno da coluna cromatografica tem influéncia na
magnitude do efeito de matriz em uma analise, colunas de maior didmetro interno
apresentam maiores distor¢des dos resultados em relagdo as de menores diametros
(DOMOTOROVA et al., 2006).

Estudos de Schenck e Lehotay (op. cit.) revelaram que o efeito matriz € mais
perceptivel em analises pelo espectrdmetro de massas do que pelo detector
fotométrico de chama, em funcdo da detectabilidade e devido a superficie metalica

do detector espectrométrico e pelo mesmo nao sofrer nenhuma combustio.

4.6.1.3 Propriedades da Matriz

A intensidade do efeito de matriz para dado analito é influenciada pela
natureza da amostra e pelo tipo de coextrativos (tamanho das moléculas, polaridade,
estabilidade térmica, volatilidade, etc.). Coextrativos como lipidios e outros
componentes de massa molar elevada também podem permanecer solubilizados
nos extratos, mesmo apds a purificacdo da amostra, promovendo o efeito de matriz
nas andlises cromatogréaficas (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003).

O efeito de matriz € ainda mais significativo nas analises quando os analitos
se encontram em concentracbes muito baixas ou quando a propor¢do de

componentes da matriz/analito é muito alta (HAJSLOVA et al., 1998).
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4.6.2 Métodos para Minimizar o Efeito de Matriz

Embora ja existam na literatura varios métodos, nenhum deles pode ser
considerado universal, ou seja, ndo é capaz de eliminar totalmente o efeito de matriz
na quantificacdo de compostos poluentes nos diversos tipos de matrizes. A escolha
do método adequado para minimizar os erros depende das propriedades do analito
que se deseja analisar, do método analitico, das condi¢bes do equipamento, da

disponibilidade de tempo e de recursos.

4.6.2.1 Curva Analitica da Matriz

Uma estratégia aparentemente adequada para contornar o problema criado
pela presenca dos sitios ativos no injetor € o mascaramento intencional desses
sitios. Nesta técnica, as solugdes-padrao sdo preparadas em extratos da matriz,
livres de residuos (branco) e analisadas por GC. Dessa forma, os proprios
componentes da matriz ocupam os sitios ativos durante a analise do padrao, assim
como ocorre nas analises dos extratos (ERNEY; PAWLOWSKI; POOLE, 1997;
MENKISSOGLU-SPIROUDI; FOTOPOULOU, 2004).

Essas estratégias, entretanto, ndo sdo recomendadas para as metodologias
oficiais por apresentarem algumas limitagdes, como: estabilidade limitada de alguns
compostos quando estocados por longo tempo na presenga dos componentes da
matriz (KOCOUREK et al.,, 1998), bem como a estabilidade dos proprios
componentes da matriz (PINHO et al., 2009; SOARES; SANTOS-NETO, 2012);
dificuldade de obter amostras da matriz com composi¢gdes semelhantes (RIBANI et
al., 2004); aumento da demanda para manutengdo da instrumentagdo, devido a
excessiva contaminagao do GC; e aumento do custo das analises (PINHO et al., op.
cit.).

4.6.2.2 Formas de Injecéo

Varios fatores podem estar envolvidos no aumento da resposta induzido pela

matriz, mas observa-se que o principal responsavel é o insertor. A agao do insertor
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depende da temperatura de injecdo, da vazédo e da pressao do gas de arraste do
volume de inje¢ao, do tipo de solvente, do didmetro da coluna e do tempo de
retencdo, pois todos esses fatores influenciam na interacdo do analito com a
superficie (ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003).

Baseado nisso, Vogt et al. (1979) propuseram uma nova técnica para a
introdugdo da amostra no GC, denominada de temperatura programada de
vaporizagao (TPV). Nessa técnica, um grande volume de amostra € introduzido no
injetor em temperatura apropriada a vaporizagdo apenas do solvente, para formar
depdsitos de analito e componentes da matriz no compartimento de injecao.
Posteriormente, este compartimento é aquecido em temperatura apropriada de
forma a vaporizar e transferir os compostos para a coluna cromatografica.

O compartimento de inje¢cdo empregado na TPV é menor que o
compartimento de injegdo classico no modo sem divisor de fluxo, sendo mais
facilmente aquecido ou resfriado, diminuindo o estresse térmico para os analitos
labeis. Da mesma forma, permite maior velocidade do gas de arraste, reduzindo o
tempo de permanéncia dos compostos no insertor aquecido (PINHO et al., 2009;
SOARES; SANTOS-NETO, 2012).

Outro beneficio adicional obtido é a reducdo da superficie de contato dos
sitios ativos do insertor com o analito. Em geral, a substituicido de técnicas de
injecdes convencionais, como a injecao a quente no modo sem divisor de fluxo, pela
TPV diminui o efeito de matriz, mas ndo o elimina para todos os compostos
(SOARES; SANTOS-NETO, op. cit.).

Outra tentativa para minimizar o efeito de matriz foi o desenvolvimento de um
controle de pressao eletrénico no injetor (WYILIE; UCHIYAMA, 1996). Nessa
técnica, a amostra € vaporizada com uma alta vazdo de gas de arraste para a
coluna, para onde é carregada rapidamente, apresentando menor tempo de
residéncia no insertor. Consequentemente, ocorre uma eficiente supressdo da
adsorgdao ou degradacao do analito. Depois da injecdo, a vazao de gas para a
coluna é ajustada automaticamente para o valor otimizado para assegurar a
separacao dos componentes na coluna. Essa técnica minimiza o efeito de matriz,
mas ainda nao o elimina definitivamente (WYLIE et al., 1992; GODULA; HAJSLOVA;
ALTEROVA, 1999).

Perdas de analitos no sistema de injecdo também podem ser evitadas

utilizando-se a injecdo direta na coluna (on-column). Erney e Poole (1993)
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observaram que a injegdo na cabega da coluna permite a entrada de maior
quantidade de analitos na coluna cromatografica, quando comparada com a técnica
de injecdo de vaporizagdo no injetor. Embora ocorra uma transferéncia nao
discriminativa dos componentes da amostra no sistema GC, a injecdo na cabega da
coluna ainda apresenta efeito de matriz, sendo atribuido a coluna cromatografica e
nao a forma de injecdo. Além disso, a injecdo na cabecga da coluna requer maior
frequéncia de manutencao, sendo uma técnica impraticavel para analises de rotina
em matrizes complexas (ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003).

4.6.2.3 Analitos Protetores

Erney, Gillespie e Gilvydis (1993) propuseram mascarar os sitios ativos do
insertor, com o objetivo de minimizar a adsor¢géo dos analitos de interesse, através
da saturacao de todo o sistema cromatografico com o extrato da matriz para que os
compostos fossem adsorvidos na interface do insertor. Assim, ao se realizarem as
analises dos padrdes e extratos, estas nao seriam afetadas pelo efeito de matriz.
Entretanto, observaram que a saturacdo ndo era permanente, pois as areas
correspondentes aos padrées variavam gerando um grande acumulo de material
nao volatil no sistema cromatografico.

A primeira tentativa de uso de substancias chamadas solu¢bes-padrao que
apresentassem fortes interagdes com o sistema cromatografico, para diminuir a
adsorgao ou a degradacao dos analitos de interesse, com o intuito de proteger os
analitos de uma perda ou destruigdo no sistema cromatografico € atribuida a Erney e
Poole (1993). Os compostos selecionados, porém nao proporcionaram resultados
satisfatorios. Somente dez anos depois, em um estudo mais abrangente, avaliando
93 diferentes compostos, Anastassiades, Mastovska e Lehotay (op. cit.) obtiveram
sucesso e demonstraram beneficios para o uso das substancias as quais eles
denominaram protetores de analito.

O uso de analitos protetores foi reintroduzido também por Hajslova e
Zrostlikova (2003). Desta vez, foram utilizados compostos ou misturas que imitavam
o comportamento dos componentes da matriz. Solu¢gdes-padrao foram preparadas
em solvente puro, adicionando-se baixa concentragdo de aditivos (analitos

protetores) capazes de interagir fortemente com a interface. Esses analitos
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protetores devem ter volatilidade similar aos de interesse, impedindo a adsorcao
destes durante a analise da solugao-padrao, assim como ocorre nos extratos
(ANASTASSIADES; MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003).

Uma substancia € considerada um bom analito protetor se a sua eficiéncia for
independente da natureza da matriz, for soluvel no solvente da solugao-padrao, nao
reagir com os compostos de interesse, ndo se acumular no sistema cromatografico e
nao apresentar o mesmo tempo de retengcdo dos analitos (PINHO et al., 2009;
SOARES; SANTOS-NETO, 2012).

4.6.2.4 Limpeza dos Extratos

Apos a extracdo dos compostos da amostra, uma etapa adicional pode ser
realizada para separar satisfatoriamente os analitos de coextrativos remanescentes,
denominado limpeza dos extratos ou clean-up. Comumente, sdo empregados
procedimentos como cromatografia de permeacdao em gel, cromatografia por
adsorgédo (KUMAR; NADDA; SHANKER, 2004; JIMENEZ et al., 1998), cartuchos de
extragcdo em fase solida empregando varios tipos de adsorventes (HENNION, 2000;
QUINTANA; MARTI; VENTURA, 2001; PODHORNIAK; NEGRON; GRIFFITH JR.,
2001; MENKISSOGLU-SPIROUDI; FOTOPOULOU, 2004), dispersdo da matriz em
fase sdlida (BARKER, 2000a; BARKER, 2000b) e, mais recentemente, a extracédo
com particio em baixa temperatura (LENTZA-RIZOS, C.; AVRAMIDES, E. J;
CHERASCO, 2001; VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007; GOULART et al.,, 2008;
PINHO et al., op. cit.). As duas ultimas técnicas consideram a extragcao e a limpeza
realizadas simultaneamente.

Embora o processo de clean-up possa resultar em perda de alguns
compostos, bem como aumentar o tempo e o custo das analises, esta etapa
representa a alternativa mais recomendada para reduzir o efeito de matriz, por

causar menos danos ao sistema cromatografico (HAJSLOVA et al., 1998).
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4.6.2.5 Método de Adicao de Padrao

A amostra contendo o composto de interesse é submetida a um processo de
extragdo, e o extrato obtido € dividido em uma série de sub amostras. Quantidades
diferentes e conhecidas de padrbes (surrogates, deuterados ou com carbono-13)
sao adicionadas em cada sub amostra, que sao aferidas para o0 mesmo volume, e
analisadas nas mesmas condi¢gdes cromatograficas (SOARES; SANTOS-NETO,
2012). O padrao de recuperagao (surrogate) € utilizado como meio de controle da
qualidade do analito. A concentracdo dos analitos de interesse é determinada por
regressao linear (LEHOTAY; ELLER, 1995).

As desvantagens deste método € que, para cada amostra, € necessario
construir uma curva analitica. Logo, restringe-se a analise a pequeno numero de
amostras. Além disso, pode conduzir a resultados errbneos porque considera que o
efeito de matriz é independente da concentracdo do analito. Esta técnica
proporciona maior contaminagdo do sistema cromatografico, necessitando de

manutengdo com maior frequéncia (PINHO et al., 2009).



35

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO

A area de estudo deste trabalho compreende o entorno do TEMIR, localizado
na margem urbanizada da baia do Guajara (Figuras 08 e 09), onde pode estar
ocorrendo um contato direto entre derivados de petroleo e as aguas deste estuario.

Figura 08: Pier do TEMIR, baia do Guajara, Belém-PA.
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Figura 9: Area de estudo, baia do Guajara, com destaque aos pontos de amostragem no Terminal de Miramar (TEMIR).

984€000-|
9845500
9845000
9844500
9844000 \)’b\
9843500 2

98430001
9842500}
9842000

9 500

T T T T T T T
N 777000 777500 778000 778500 779000 779500 780000 780500 781000

I
t 0 500 1000 1500 2000 M

0 500 1000km



37

5.2 AMOSTRAGEM

5.2.1 Material Bioldégico

As amostras de sedimento para a obtencdo da comunidade benténica foram
coletadas com o auxilio de uma draga do tipo Petersen com 0,039 m? de éarea
(Figura 10). Esse pegador retira um material oriundo de aproximadamente 10 cm de
profundidade dos sedimentos de fundo com os dos macroinvertebrados de

interesse.

Figura 10: Draga do tipo Petersen utilizada na coleta das amostras sedimento.

Um primeiro processo de triagem do material biolégico foi realizado ainda em
campo. Esse processo consistiu na lavagem das amostras com propria agua da baia
do Guajara sobre uma bandeja metalica e peneiramento para separagdo manual dos
organismos (Figura 11). O material amostrado foi acondicionado em frascos de vidro
com agua do local, etiquetado e levado para posterior congelamento no Laboratério
de Oceanografia Biologica (UFPA).

As expedigbes de campo ocorreram em dezembro de 2012, margo, maio e
junho de 2013 e representam os periodos menos chuvoso, mais chuvoso (duas

coletas) e menos chuvoso, sucessivamente.
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Figura 11: (A) Triagem inicial do material amostrado e (B) separagdo manual dos

organismos.

5.2.2 Sedimento

No mesmo local de amostragem do material bioldgico, foram coletadas
amostras de sedimento, utiizando a mesma draga, visando a analise
sedimentologica. As amostras foram acondicionadas em marmitas metdlicas,
etiquetadas e resfriadas para posterior congelamento e tratamento nos Laboratérios

de Sedimentologia (UFPA) e de Andlise de Compostos Organicos Poluentes (UFS).

5.3 ANALISES DE LABORATORIO

A anadlise de HPAs consiste em cinco etapas basicas: extragao do(s)
analito(s) da matriz, remogdo dos coextrativos ou clean up, separagdo ou
fracionamento, identificacdo e quantificacdo do(s) composto(s). Os métodos
cromatograficos sdo empregados nas quatro ultimas etapas da analise, sendo a

GC/MS utilizada somente para identificacéo e quantificagéo destes compostos.
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5.3.1 Cuidados Analiticos

Para evitar contaminagéao, toda a vidraria utilizada foi previamente imersa em
detergente alcalino Extran a 5% por, aproximadamente, 12 horas. Depois
enxaguada em agua destilada, ricada (enxaguada/lavada) com acetona,

diclorometano e n-hexano, seca naturalmente e coberta com papel aluminio.

5.3.2 Preparagao do Material Biolégico e do Sedimento

As amostras destinadas ao estudo de HPAs no material bioldgico passaram
por um segundo processo de triagem no Laboratério de Oceanografia
Biologica (UFPA) para identificacdo, separagdo dos organismos pertencentes a
espécie Namalycastis abiuma (Figura 12) e retirada de possiveis sedimentos
remanescentes nos organismos. A pesagem dos mesmos também foi realizada para

a determinacéo do peso umido da amostra.

Figura 12: Poliqueta Namalycastis abiuma.

VR

As amostras triadas foram fixadas ainda em campo com formol a 4% e
posteriormente conservadas em alcool a 70% e congeladas até o momento de
analise. Para realizar a liofilizagdo do material biolégico, o alcool foi completamente
removido e as amostras novamente congeladas em ultrafreezer a -80°C por 4h.
Depois de congeladas, todas as amostras foram liofilizadas por 24 h. As amostras
de sedimento foram submetidas aos mesmos processos de congelamento e

liofilizagao (Figura 13).



40

Figura 13: Liofilizacdo das amostras bioldgicas e de sedimento.

A etapa de liofilizagao faz-se necessaria por evitar problemas causados pela
secagem convencional por aquecimento, que acarretaria em significativa perda dos
compostos de interesse, os HPAs. A liofilizagao leva a sublimagao da agua contida
nas amostras congeladas, ou seja, a passagem do estado solido diretamente para o
estado gasoso devido ao vacuo que a camara € submetida (CARVALHO, 2009).

Apos a liofilizagdo, o material biolégico foi submetido a pesagem para a
determinagao do peso seco e teor de agua na biomassa. Posteriormente, realizou-se
a maceracao com pistilo e graal de agata para selegcédo de 0,5 g dos poliquetas e 4 g

de sedimento para a extragao dos HPAs e analise dos mesmos.

5.3.3 Extragao

Antes da extracao foi adicionado a amostra, com o auxilio de micro seringa
volumétrica, 100 pL do padrdo surrogate de HPAs (p-terfenil-d14 1 pg.mL™" em
n-hexano grau HPLC) e aguardado 30 min para o mesma incorporar na amostra. O
processo de extragdo seguiu, com alteracdes, o método 3550C descrito pela USEPA
(2007).

A extracado se deu através de banho em ultrassom por 30 min (Figura 14),
utilizando-se como solvente 6 mL de diclorometano, seguidos de 30 s de
centrifugacgéo; repetiu-se a extragdo duas vezes para cada amostra totalizando 18
mL de extrato. Extragdes de compostos organicos podem ser eficientes a partir de
10 minutos a até 1 hora utilizando-se este processo (BENDICHO et al., 2012) e o

meétodo de extragdo de HPAs por agitacdo ultrassbnica tem revelado resultados
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equivalentes aos obtidos pela classica extragdo via Soxhlet (LOPEZ-AVILA;
BENEDICTO, 1996).

Figura 14: Extracao dos HPAs por banho em ultrassom.

ol L LN

O extrato foi concentrado em evaporador rotativo sob vacuo (40°C, 80 rpm e
300 kpa) (Figura 15A) e fluxo de nitrogénio (N2) (Figura 15B) até o volume de 1 mL
(BARROSO, 2010) para a troca de solvente. Apds a concentragédo do extrato, foi
adicionado ao mesmo 8 mL de n-hexano grau HPLC. Apds essa troca de solvente, o
extrato foi concentrado a 2 mL segundo o processo descrito anteriormente. Ao
término do processo de troca de solventes, foram adicionados fios de cobre metalico
nos extratos para eliminar compostos a base de enxofre que prejudicam a analise e

o equipamento GC/MS.

Figura 15: Troca de solventes e concentragao do extrato em (A) evaporador rotativo e

(B) sob fluxo de nitrogénio.
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5.3.4 Clean Up, Fracionamento e Padrao Interno

Os processos de montagem da coluna de clean up, limpeza (clean up) e
fracionamento foram realizados segundo o método 3630C descrito pela USEPA

(1996), com modificacdes.

5.3.4.1 Montagem da coluna de Clean Up

Testes de eluicdo em colunas de distintos didametros foram realizados para
determinar qual seria mais eficiente. Adotou-se uma a coluna de Clean Up com 1 cm
de didmetro. Na base da coluna previamente ricada com diclorometano (DCM) foi
adicionada la de vidro, com auxilio de um bastao de vidro, que também foi rigada no
interior da coluna com DCM, a torneira foi mantida aberta durante essa etapa. Apos
todo o escoamento do DCM a torneira foi fechada e uma quantidade de DCM
necessaria para alcangar a altura de 5 cm (aproximadamente 4 dedos) foi
adicionada.

Uma pequena quantidade de sulfato de sédio (Na;SO.), meia espatula
pequena, foi adicionada sobre a |& de vidro para nivelar a alumina que foi
acrescentada a coluna posteriormente. Apds todo o assentamento do sulfato de
sédio, foi adicionado lentamente 1 g de alumina neutra (desativada a 2%) e a
mesma compactada na coluna com auxilio de um bastdo emborrachado usado para
bater delicadamente na coluna; particulas de alumina aderidas nas paredes foram
rincadas com DCM.

Foram misturados 2 g de silica (desativada a 5%) com DCM em um béquer
para formar um gel. Antes de acrescentar o gel a coluna, a torneira foi levemente
aberta. Imediatamente apds, foi adicionado a silica gel. Particulas de silica aderidas
nas paredes foram ricadas com DCM. Deve-se tomar cuidado a partir de entdo para
nao tocar na coluna evitando ocasionar rachaduras na silica.

No topo da coluna foi adicionado o sulfato de sédio rigando-o com DCM até
sua perfeita compactagédo. O excesso de solvente foi escoado até atingir o nivel do

sulfato de sdédio e a torneira fechada novamente.
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A figura 16 ilustra a coluna de clean up e fracionamento apds todas as etapas
descritas acima e no anexo A esta descrito detalhadamente o preparo do sulfato de

sédio, silica (desativada a 5%) e alumina neutra (desativada a 2%).

Figura 16: Coluna otimizada para os processos de clean up e fracionamento.

Sulfato de sédio

Silica gel
(silica desativada a 5% + DCM)
Alumina neutra (desativada a 2%)

Sulfato de soédio
La de vidro

5.3.4.2 Troca de Solvente da Coluna, Clean Up e Fracionamento

A troca de solvente se deu através da adicdo 10 mL de n-hexano grau HPLC
na coluna, o mesmo foi escoado lentamente até o nivel do sulfato de sédio e a
torneira fechada. Durante o processo de limpeza e fracionamento séo geradas duas
fragbes: F1 composta por n-alcanos saturados e F2 por aromaticos (HPAs).

Com o auxilio de uma pipeta Pasteur de bico longo, foi transferido o extrato
(2 mL) para a coluna de clean up bem préximo ao nivel do sulfato de sédio. O baldo
onde estava armazenado o extrato foi ricando duas vezes com n-hexano grau HPLC
(aproximadamente 1 mL) para o aproveitamento total do extrato. O mesmo foi
escoado e eluido lentamente com 6 mL de n-hexano grau HPLC, e F1 coletada em
um baldo volumétrico. A torneira foi fechada. Um novo bal&o coletor foi utilizado para
coletar F2, obtida pela eluicdo com 20 mL de uma solugdo de DCM/n-hexano (1:1).
Durante as eluicbes de F1 e F2 a torneira deve manter um fluxo mediano e

constante.
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5.3.4.3 Adicao do Padréo Interno (PI)

A fracdo F2, fracdo de interesse neste trabalho, foi concentrada em
evaporador rotativo (40°C, 80 rpm e 300 Kpa) até um volume aproximado de 1 mL e
transferido para um baldo volumétrico. O baldo coletor foi ricado duas vezes com
DCM grau HPLC para retirada total de F2. Utilizou-se fluxo de nitrogénio para
avolumar novamente 1 mL.

O extrato foi transferido para um frasco (vial) de injecdo GC e adicionado a
ele 50 pL do PI de HPAs, solucdo com concentracio final de 50 ng g™' composta por:
Naftaleno-d8, Acenafteno-d10, Fenantreno-d10, Criseno-12 e Perileno-d12.
Realizou-se ainda antes da injecdo no GC/MS, uma homogeneizagcado da solugao

extrato + Pl com agitador do tipo vortex por 30 s.

5.3.5 Determinacao dos HPAs por GC/MS

A determinagdo e quantificagdo dos HPAs por GC/MS foram realizadas no
Laboratério de Analise de Compostos Organicos Poluentes da UFS. A identificagdo
dos HPAs foi feita em relacdo aos tempos de retencédo dos picos associados com o
tempo de retencdo dos padrdes utilizados e a quantificacdo pelas areas dos
mesmos, sendo avaliada também a porcentagem de recuperagdo do método através
dos valores obtidos para o surrogate.

Foi utilizado o equipamento GCMS — QP2010 Shimadzu (Figura 17) sob as
seguintes condi¢cées de operagao: hélio (He) como gas de arraste; coluna capilar
J&W Scientific (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm); taxa de fluxo igual a 0,8 mL min™;
detector operado com energia relativa igual a zero (1,5 kV); modos de operagéo SIM
(monitoramento de ions selecionados) e splitless (sem divisdo do fluxo); e injegao
manual de 1uL.

A rampa de temperatura utilizada foi a seguinte: temperatura inicial do forno
igual a 40°C durante 2 min, aumentando a uma taxa de 25°C min™ até 100°C, em
seguida novamente aumentando a 5°C min™ até 230°C, e finalmente aumentado a
uma taxa de 2°C min™ até atingir 260°C mantendo esta temperatura por 5 min. O

tempo total da corrida cromatografica foi de 50 min.



Figura 17: Cromatografo GCMS — QP2010 Shimadzu.
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A figura 18 ilustra o processo de tratamento das amostras até a injegdo no

GC/MS. As analises foram feitas sob a forma de duplicatas devido a restrita

quantidade de massa dos poliquetas que pode ser coletada. No anexo B encontram-

se as curvas de calibragdo com concentragdes de 5 a 100 ng g'1 desenvolvidas para

determinagao das concentragcbes dos HPAs através da razao entre a area do pico do

HPA e a do Pl. No anexo C sao apresentadas as janelas ou grupos utilizados com

seus respectivos Pls e os tempos de retencdo de cada ion. Os limites de deteccao

(LD) e quantificacdo (LQ) também foram estimados através do software

GCMSolucion.

Figura 18: Fluxograma do processo de tratamento das amostras até a injecdo no GC/MS.

Freparo da Amostra
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Concentragéo do
Extrato
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5.3.6 Analise Granulométrica e de Matéria Organica

A determinacédo das propriedades fisicas dos sedimentos é de fundamental
importancia para o entendimento da dindmica responsavel pela formacao de
depdsitos sedimentares, assim como sua afinidade com matéria organica e
contaminantes. Neste contexto, a propriedade mais importante dos sedimentos é&,
provavelmente, a dimensdo das particulas que os compdéem e a quantificacdo por
grandes classes dimensionais. A analise das dimensdes das particulas é importante,
pois permite deduzir indicagcbes preciosas, tais como a proveniéncia, transporte e
ambientes deposicionais (MARTINS, 2007).

A metodologia utilizada para esta analise é descrita por Suguio (1973) e todo
o processo foi realizado no Laboratorio de Sedimentologia da UFPA. A Figura 19
apresenta um fluxograma mostrando a sequéncia do tratamento das amostras. A
matéria organica (MO) presente no sedimento foi eliminada com o uso do perdxido
de hidrogénio e sua porcentagem foi determinada através da diferenca de peso da
amostra antes e depois da eliminagdo da matéria orgénica, conforme a equacéo:
%MO = [(PI — PII) / Pll] x 100. Onde PI é o peso da amostra com a MO e PIl é o

peso da amostra sem MO.
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Figura 19: Fluxograma do tratamento das amostras de sedimento.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SEDIMENTOS

A sedimentologia fornece subsidios fundamentais para consolidacédo de
estudos de monitoramento ambiental, integrando informagdes com linhas de
pesquisa que se interligam ao ambiente de sedimentacgdo recente. E relevante a
importancia entre o tipo de fundo e a concentragédo de alguns poluentes, a exemplo
dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), nos sedimentos; sendo,
portanto, um parametro necessario para o estudo da geoquimica, uma vez que, uma
consideravel concentragcao destes compostos pode afetar a qualidade ambiental do
corpo hidrico (FAURE, 1998).

Durante o periodo seco ou menos chuvoso, os teores de sedimentos finos
dominaram bem mais (%Finos > 90) sobre os arenosos do que o observado no
periodo chuvoso (%Finos ~ 60) (Tabela 3). Dentre os finos, a %Silte dominou sobre
a %Argila em ambos os periodos. Segundo Gregdrio e Mendes (2009) a regido onde
esta localizado o TEMIR apresenta sedimentacado lamosa rapida devido a diminuigao
da intensidade das correntes de maré e das correntes fluviais, esse processo fica
ainda mais intenso durante o periodo menos chuvoso. A medida que se reduz o
tamanho dos gréos, a area superficial especifica, a capacidade de troca de cations,

assim como a de concentracéo de poluentes aumenta (FAURE, op. cit.).

Tabela 3: Caracterizagao granulométrica e de MO dos sedimentos do TEMIR.

Periodo %Areia %Silte %Argila  %Finos %MO
Seco 8,06 84,54 7,40 91,94 3,40
Chuvoso 40,70 56,92 2,38 59,30 1,92

O conteudo de sedimentos finos da baia do Guajara apresenta uma relagao
diretamente proporcional com a %MO. Dentre as amostras estudadas, as que
apresentaram maior teor arenoso foram as mesmas que apresentaram as menores

%MO (1,92%), enquanto que as mais lamosas apresentaram maior %MO (3,40%).
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As %MO observados podem estar associados a descarga de esgoto in natura
da cidade de Belém, uma destas vias seria o igarapé Sao Joaquim nas proximidades
do TEMIR (Figura 9). Durante a época chuvosa a %MO foi menor, indicativo de que
o0 aumento da hidrodinamica neste periodo eleva o potencial de mistura e dispersao
de efluentes no interior da baia do Guajara.

Com relacao aos 16 HPAs estudados, 10 dos mesmos foram detectados nas
amostras de sedimento do periodo chuvoso e 8 nas da estacdo menos chuvosa
(Tabela 4). Mesmo com uma menor diversidade de compostos aromaticos, os
sedimentos amostrados durante o periodo seco apresentaram maior
YHPAs (1.351,43 ng g') do que o periodo chuvoso (263,99 ng g™'), o que pode estar
relacionado mais uma vez com o aumento da hidrodindmica da baia do Guajara
neste periodo. Vale destacar que o %Rec da analise foi muito bom (Tabela 4).

A resolugao CONAMA n° 454/2012 prevé que areas fluviais com sedimentos
caracterizados como predominantemente finos e com XHPAs > 1.000 ng g~
merecem maior atencdo em estudos de caracterizagdo. Notar, Leskov e Faganeli
(2001) consideraram o sedimento estuarino como contaminado quando a XHPAs
atinge valores superiores a 500 ng g'. Locais préximos a atividades portuarias
podem chegar a apresentar concentragcbes maximas de >HPAs da ordem de
50.000 ng g ' (HONG et al., 1995; BENLAHCEN et al., 1997). Segundo Readman et
al. (2002), locais distantes de atividades antropogénicas apresentam concentragdes
de HPAs <50 ng g™

A forte influéncia das correntes de maré e do fluxo fluvial no interior deste
estuario pode ser também uma explicagdo viavel diante da presenga predominante
de HPAs de maior peso molecular em relacdo aos leves em ambos os periodos
estudados. Garcia (2004) afirma que os HPAs com alto peso molecular (com quatro
ou mais anéis aromaticos) predominam nas amostras de sedimento estuarino.

A analise de correlagdo com os dados obtidos por Silva (2012), que também
realizou um estudo quali e quantitativo dos 16 HPAs em questao durante o periodo
seco nos sedimentos da mesma area, indicou que somente a %Finos e a %MO
apresentaram uma boa correlagdo, ou seja, a concentragao de HPAs n&o parece ser
influenciada pelas %Finos e %MO na area de estudo, mas pela hidrodinamica e
pluviosidade local. No anexo D encontram-se os resultados da analise de

correlagao.
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Tabela 4: Concentracdo (ng g"') dos 16 HPAs estudados, *HPAs, *HPAs leves, YHPAs

pesados e %Rec encontrados nos sedimentos do TEMIR.

HPA Periodo
Seco Chuvoso

Naftaleno ND 5,03
Acenaftileno ND ND
Acenafteno ND ND
Fluoreno 7,59 5,77
Fenantreno 23,89 18,90
Antraceno ND ND
Fluoranteno 27,56 42,99
Pireno 42,85 46,21
Benzo(a)antraceno 14,92 20,68
Criseno 28,72 40,76
Benzo(b)fluoranteno ND 33,05
Benzo(k)fluoranteno 34,72 20,72
Benzo(a)pireno 1.171,20 29,87
Indeno(1,2,3-c,d)pireno ND ND
Dibenzo(a,h)antraceno ND ND
Benzo(g,h,i)perileno ND ND
ZHPAs 1.351,43 263,99
2HPAs leves 31,48 29,70
2HPAs pesados 1.319,95 234,29
%Rec 81 95

Legenda: ND = nao detectado.

O HPA observado em maior quantidade
da 2HPAs,

percentual < 3%. Durante o outro periodo destacaram-se: o pireno (18% da XHPAs),

no periodo chuvoso foi o

benzo(a)pireno, representando 87% os demais apresentaram
o fluoranteno (16%), o criseno, o benzo(b)fluoranteno (15%) e o benzo(a)pireno
(11%).

O benzo(a)pireno, detectado nas duas amostras analisadas, € um dos HPAs
mais estudados devido a suas propriedades toxicologicas. Este composto €
encontrado principalmente em areas proximas as descargas de efluentes de runoff e

mistos (runoff + doméstico) e proximo a instalagdes da industria do petrdleo, tais
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como postos de gasolina e refinarias (GARCIA, 2004). Ainda segundo Garcia (op.
cit.), os sedimentos localizados proximos a atividades de navegagao apresentam as
maiores médias de 2HPAs, seguidos dos sedimentos das areas receptoras de
aguas de escoamento superficial (runoff) e dos esgotos mistos.

O uso da razdo geoquimica para interpretar provaveis origens dos HPAs
indica que o TEMIR apresenta um predominio de aromaticos de origem pirolitica,
mas nao descarta a existéncia de HPAs de origem petrogénica. No anexo E
encontram-se detalhadas as razbes geoquimicas encontradas. A origem pirolitica
pode estar associada diretamente com a presenca e atividade humana local (ROSE;
RIPPEY, 2002; BARRA et al., 2005), como por exemplo o descarte de residuos e
efluentes sem tratamento prévio.

Os HPAs de origem petrogénica podem estar associados a contaminagdes
por produtos de refinarias ou terminais petroquimicos e pela queima de combustiveis
fésseis por meios de transporte (MANTIS; CHALOULAKOU; SAMARA, 2005) como
€ o caso do TEMIR, da baia do Guajara — que é uma rota de intenso trafego de
embarcagdes — e da cidade de Belém, que assim como as grandes cidades vem
aumentando a emisséo de gases e particulados por veiculos automotores.

No Brasil, os maiores niveis de HPAs sdo observados nos grandes centros
urbanos e industriais do pais. A baia do Guajara apresenta um dos menores valores
de 2HPAs quando comparada com outras areas urbanizadas do mundo (Tabela 5).
Wilcke et al. (2003) relata valores maximos ZHPAs para igapos da regido Amazoénica

proximos a 14 ng g™
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Tabela 5: ZHPAs em diferentes sedimentos de areas urbanas e industrializadas.

AREA IHPAs REFERENCIA
Lago Zuric (CH) 15.000 WALKEMAN et al., 1980
Washington (EUA) 7.000 WALKEMAN et al., 1980
Lago Michigan (EUA) 3.500 SIMICK et al., 1996
Priest Pot (RU) 16.000 CRANWELL; KOUL, 1989
Rio Paraiba do Sul, RJ (Brasil) 40.000 TORRES et al., 2002
Baia de Guanabara, RJ (Brasil) 8.035 MENICONI et al., 2002
Canal de Sao Sebastido, SP (Brasil) 125,85 MENICONI et al., 2002
Regiao Urbana de Belém, PA (Brasil) 312,3 LIMA, 2009
Regido Industrial de Barcarena, PA
(Brasil) 33,26 LIMA, 2009
Sao Francisco do Conde, BA (Brasil) 408.629,10 | CELINO, 2006
llha de Cajaiba, BA (Brasil) 415,09 CELINO, 2006
Baia de Todos os Santos, BA (Brasil) 7.221,3 SANT'ANNA JR et al., 2010
Canal de Santana, AP (Brasil) 258 LIMA, 2009
Rio Juqueriqueré, SP (Brasil) 68,75 MENICONI et al., 2002
Baia de Todos os Santos, BA (Brasil) 4.163 VENTURINI; TOMMASI, 2004
Porto de Suape, PE (Brasil) 888,42 LEMOS et al., 2012
Lagoa dos Patos, RS (Brasil) 11.780 MEDEIROS et al., 2005
Estuario de Santos, SP (Brasil) 68.130 BICEGO et al., 2006
Baia do Guajara, PA (Brasil) 902 SILVA, 2012
TEMIR, Baia do Guajara, PA (Brasil) 807,75 Este trabalho

6.2 POLIQUETAS

Os organismos da espécie Namalycastis abiuma apresentaram um teor meédio

de agua igual 64% da constituicdo corpérea e a 2ZHPAs parece influenciar a

densidade dos poliquetas na comunidade bentdnica, pois foi observada uma

reducao de cerca de 50% no numero de organismos durante o periodo seco quanto

se observou maior valor da 2HPAs nos organismos e nos sedimentos.

Dentre os 16 HPAs estudados, 11 foram detectados nos poliquetas durante o

periodo menos chuvoso (ZHPAsyep= 848,71 ng g™') e 10 durante a estagdo chuvosa

(XHPAswep= 141,85 ng g') (Tabela 6). Destacaram-se na estagdo menos chuvosa: o
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pireno (23% da 2HPAs) e o indeno(1,2,3-c,d)pireno (47%). Enquanto que no periodo

chuvoso: o fluoreno (17%), o fluoranteno (13%), o pireno (23%) e o criseno (17%).

Tabela 6: Concentracdo (ng g') média individual dos HPAs, média da *HPAs e média
2HPAs leves e pesados encontradas nos poliquetas Namalycastis abiuma

durante os periodos seco e chuvoso e a recuperagcao média do método utilizado.

Periodo
HPA
Seco Chuvoso

Naftaleno 4,61 3,25
Acenaftileno ND ND
Acenafteno ND ND
Fluoreno 26,59 ; 24,72
Fenantreno 27,92 5,78
Antraceno 3,81 ND
Fluoranteno . 8045 | 1858
Pireno o912 3241
Benzo(a)antraceno 30,26 6,03
Criseno . 6645 | 2386
Benzo(b)fluoranteno 17,12 4,81
Benzo(k)fluoranteno 3,35 10,79
Benzo(a)pireno E ND E 11,63
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 396,93 ND
Dibenzo(a,h)antraceno ND ND
Benzo(g,h,i)perileno ND ND
ZHPAs 848,71 141,85
2HPAs (leves) 62,94 33,75
2HPAs (pesados) 785,77 108,11
%Rec 254,38 212,72

Legenda: ND = n&o detectado.

O criseno foi detectado em ambos os periodos estudados. E um composto
carcinogeno fraco e pode afetar o sistema reprodutor de animais (agdo mutagénica),
entretanto o seu derivado 5-metil-criseno é altamente potente em relacdo a agao
carcinogénica (KIMRI; GAYOSO, 1996). O indeno(1,2,3-c,d)pireno e o fluaranteno
também apresentam caracteristicas carcinogénicas e mutagénicas, ja o fluoreno
limita-se a mutagenicidade (SIMIS, 1988 apud LIMA, 2009).
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Em ambos os periodos estudados a presenga de HPAs pesados de origem
pirolitica predominou, representando 93% da >*HPAs na estacdo seca e 76% na
chuvosa. No anexo F encontram-se concentragao individual dos HPAs, >HPAs,
2HPAs leves e pesados nos poliquetas durante as diferentes estacées do ano e os
percentuais de recuperac¢ao do método.

A ZHPA encontrada nos poliquetas da baia do Guajara quando comparada
com a de outros organismos em ambientes comprovadamente contaminados é
muito superior (Tabela 7). O %Rec obtido foi >>100% (Tabela 6) indicando um efeito
de matriz na analise, impossibilitando a precisdo quantitativa dos resultados,
entretanto foi possivel uma analise qualitativa dos HPAs presentes nos poliquetas ja
que erros na identificacdo de compostos podem ser contornados com a utilizagao de
um espectrdometro de massas para monitoramento dos analitos (HAJSLOVA et al.,
1998; SALVADOR et al., 2006).

Tabela 7: Dados sobre a ZHPA em diferentes matrizes bioldgicas.

MATRIZ BIOLOGICA LOCAL ZHPA (ng.g™) REFERENCIA

_ Baia do Guajara,
Poliquetas . 142 — 849***  Este trabalho
Belém (Brasil)

Fazendas de
Villeneuve; Mora; Cattini,

Peixes Aquicultura de 26,0*
2004

diversos paises

Baia de Almiranto,
Moluscos bivalves 8,98 —29,7**  Barroso, 2010
Antartica

Baia de Almiranto,
Moluscos gastropodes _ 3,09 - 50,2**  Barroso, 2010
Antartica

Baia de Almiranto,
Crustaceos 14,0 - 174,4** Barroso, 2010
Antartica

Baia de
Guanabara, Riode 5,02 -74,01* Soares et al., 2011

Janeiro (Brasil)

Tecidos vegetais

(manguezal)

Baia de llha
Mexilhoes Grande, Rio de 8,54 —17,65* Yoshime; Carreira, 2011

Janeiro (Brasil)

Legenda: *Peso seco; **Peso Umido; ***Peso seco e Efeito de matriz.
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Hajslova et al. (1998) afirmam que o efeito de matriz € mais significativo nas
analises quando os analitos se encontram em concentragdes muito baixas ou
quando a propor¢cao de componentes da matriz/analito € muito alta, esta ultima
afirmacao ndo se aplica neste estudo ja que a maior massa de poliquetas utilizada
nas analises foi 0,5 g. A elevada concentragdo total de HPAs observada nos
sedimentos, principalmente durante o periodo menos chuvoso, nos leva a crer que a
concentracado desses compostos nos organismos alcance valores significativos.

Um aumento no sinal do detector, devido a impurezas eluidas juntamente
com os analitos de interesse, pode acarretar na superestimacdo do resultado
(HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003). Deve-se levar esta justificativa em
consideragao uma vez que o método de limpeza ou clean-up utilizado tem como
matriz de referéncia sedimentos e n&o poliquetas (matriz biolégica) que, segundo
Erney, Gillespie e Gilvydi (1993), sdo considerados como amostras complexas por
apresentarem componentes enddgenos, como por exemplo lipidios, que podem
gerar problemas caso nao sejam eliminados durante o clean up.

O efeito de matriz também pode ser resolvido através da criacdo de uma
curva de padrdes na propria matriz, entretanto a quantidade de massa de poliquetas
gue se conseguiu amostrar, devido ao restrito periodo para o desenvolvimento deste
trabalho, ndo tornou esta alternativa viavel. Este pode ser um tema a ser

desenvolvido em trabalhos futuros.

6.3 RELACAO ENTRE SEDIMENTOS E POLIQUETAS

A rapida metabolizagdo dos HPAs faz com que os mesmos ndo apresentem
altos fatores de bioacumulacio, cerca de 2 a 3 vezes, em relagdo a concentragao
observada nos sedimentos (BAUMARD et al., 1999). Os poliquetas N. abiuma por
serem comedores nao seletivos de depdsitos sedimentares apresentam uma
composi¢cdo de HPAs no interior de seus organismos semelhante a encontrada nos
sedimentos (Tabela 8). Os mesmos 10 HPAs observados nos sedimentos durante o
periodo chuvoso foram detectados nos poliquetas no mesmo periodo.

Existe uma predominancia de HPAs de maior peso molecular, o que se deve
a uma maior estabilidade ou menor volatilidade destes compostos no ambiente. A

origem dos HPAs em ambas as matrizes é predominantemente pirogénica, ou seja,
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pode estar diretamente ligada a presenca e a atividade humana local (ROSE;
RIPPEY, 2002; BARRA et al., 2005).

A ZHPAs nos sedimentos parece influenciar na ZHPAs nos organismos € na

densidade dos poliquetas, pois quando o 2HPAs no substrato foi maior também foi

observado um aumento na *HPAs nos organismos assim como uma redugéo

aproximadamente pela metade no numero de individuos (densidade populacional)

capturados.

Tabela 8: Comparacao entre os HPAs identificados nos sedimentos e nos poliquetas

durantes os dois periodos estudados.

Periodo Seco

Periodo Chuvoso

HPA Sedimento Poliquetas | Sedimento Poliquetas
Naftaleno X X X
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno X X X X
Fenantreno X X X X
Antraceno X
Fluoranteno X X X X
Pireno X X X X
Benzo(a)antraceno X X X X
Criseno X X X X
Benzo(b)fluoranteno X X X
Benzo(k)fluoranteno X X X X
Benzo(a)pireno X X X
Indeno(1,2,3-c,d)pireno X
Dibenzo(a,h)antraceno
Benzo(g,h,i)perileno
Total 8 11 10 10
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6.4 LIMITES DE DETECGCAO E QUANTIFICACAO

Os limites de deteccao e quantificacao dos 16 HPAs estudados estabelecidos
para o equipamento GCMS — QP2010 Shimadzu encontram-se na Tabela 9. Os
HPAs que se destacaram quanto a concentracdo minima necessaria para sua
deteccdo foram o fenantreno (0,07 ng g™') e acenaftileno (0,08 ng g™'), entretanto
todos os aromaticos apresentaram limite de deteccéo inferior a 0,55 ng g™

Quanto ao limite de quantificacdo destacaram-se o acenaftileno (0,25 ng g™),
o naftaleno (0,34 ng g™, o benzo(a)pireno (0,32 ng g™), o antraceno (0,39 ngg') e o
acenafteno (0,50 ng g'). Vale ressaltar que todos os HPAs apresentaram
LQ<1,60ngg".

Tabela 9: Limites de deteccdo e quantificacdo (ng g') dos 16 HPAs estudados
estabelecidos para o equipamento GCMS — QP2010 Shimadzu.

HPA LD (ngg™) | LQ (ng g™
Naftaleno 0,11 0,34
Acenaftileno 0,08 0,25
Acenafteno 0,17 0,50
Fluoreno 0,52 1,57
Fenantreno 0,07 0,22
Antraceno 0,13 0,39
Fluoranteno 0,21 0,62
Pireno 0,26 0,79
Benzo(a)antraceno 0,15 0,46
Criseno 0,14 0,43
Benzo(b)fluoranteno 0,16 0,49
Benzo(k)fluoranteno 0,19 0,56
Benzo(a)pireno 0,11 0,32
Indeno(1,2,3,c-d)pireno 0,53 1,60
Dibenzo(a,h)antraceno 0,35 1,05
Benzo(g,h,i)perileno 0,41 1,24

Legenda: LD = limite de detecgéo; LQ = limite de quantificagao.
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7 CONCLUSAO

A analise dos sedimentos indica uma relagao direta entre a %Finos e a %MO
e uma relagao inversa com o indice pluviométrico e hidrodinamica local; entretanto,
estes parametros sedimentologicos ndo se mostraram relacionados a ZHPAs.
Durante o periodo chuvoso foram detectados 10 dos 16 HPAs estudados: naftaleno,
fluoreno, fenantreno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno. Ja na estacdo seca
foram detectados 8 dos mesmos: fluoreno, fenantreno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno. A composicéo de
HPAs nos sedimentos nao sofreu variagao significativa.

A recuperacdo do meétodo utilizado para a determinacdo dos HPAs no
sedimento foi 6tima, 81% para as amostras do periodo seco e 95% paras as do
periodo chuvoso. A 2XHPAs observada na época de menor pluviosidade
(1.351,51 ng g ") classifica o TEMIR como ambiente impactado. A hidrodinamica do
estuario em questao e o regime pluviométrico parecem ser os principais fatores na
concentragéao e distribuicdo dos HPAs na baia do Guajara.

A concentragdo do ZHPAs nos sedimentos tem uma relagdo direta com o
>HPAs nos poliguetas Namalycastis abiuma e inversa com a densidade
populacional destes organismos. A composicao dos HPAs nos sedimentos e nos
poliquetas foi semelhante e os mesmos apresentam propriedades primariamente
carcinogénicas e, em segundo plano, mutagénicas. Foram detectados 11 HPAs nos
poliquetas durante a estacdo menos chuvosa: naftaleno, fluoreno, fenantreno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno e indeno(1,2,3-c,d)pireno. E os mesmos 10 HPAs observados
nos sedimentos durante o periodo chuvoso foram detectados nos poliquetas no
mesmo periodo.

O uso do poliqueta N. abiuma como biomonitor da poluigdo por HPAs em
estuarios nao parece ser eficiente quando se tem um periodo amostral limitado, ja
que a coleta dos mesmos requer um grande esfor¢o para obtengdo de uma pequena
quantidade de massa e o mesmo ainda acarreta em um efeito de matriz na analise
cromatografica (%Rec do método >> 100%) que pode vir a nédo ser corrigido por

conta da pouca disponibilidade de massa amostral.
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A predominadncia de HPAs de maiores pesos moleculares e as razdes
geoquimicas analisadas, permite inferir uma predominédncia de HPAs de fontes
piroliticas na area. Portanto, as atividades possivelmente responsaveis pela
contaminagao observada nos sedimentos e nos organismos benténicos do TEMIR
por HPAs sdo o langcamento de efluentes domésticos sem tratamento prévio da
Regiao Metropolitana de Belém e particulados provenientes da emissao por carros e
embarcacgdes de pequeno e medio porte.

Vale ressaltar que ndo existe coleta de lixo nas comunidades ribeirinhas e
todo o lixo produzido é queimado por esta populagdo, podendo esta ser mais uma
fonte significativa de HPAs piroliticos para o interior da baia do Guajara. As razdes
geoquimicas indicaram uma predominancia de HPAs piroliticos, mas nao descarta a
existéncia de HPAs petrogénicos na area, resultado de processos de transporte de
derivados de petrdleo que ocorrem no TEMIR.

Trabalhos com maior numero amostral, que possibilitam analises estatisticas
aprofundadas, e que abranjam outros pontos de coleta na baia do Guajara sao
necessarios para comprovar matematicamente o que foi exposto nesta dissertacao,
além de experimentos com outros métodos de preservacido e clean-up nos
poliquetas da espécie N. abiuma para comprovar ou ndo se sao bons biomonitores

da contaminacao por HPAs em estuarios.
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ANEXO A - PREPARO DO MATERIAL PARA O CLEAN UP
(modificado de USEPA, 1996)

Material Preparo

- Calcinar em mufla por 4h a 400°C;

Alumina - Desativar a 2% em massa de agua ultrapura (mili-Q) por
10 min sob agitacdo manual.
- Calcinar em mufla por 4h a 400°C;
Silica

- Desativar a 5% em massa de agua ultrapura (mili-Q) por
10 min sob agitagdo manual.

Sulfato de Sédio | - Calcinar em mufla por 4h a 400°C

e Ativacao da Alumina a 2%:

60 uL de agua  ------------ 3 g de Alumina

X(uL) - n° de amostras

e Ativacao da Silica a 5%:
300 pL de agua ------------ 6 g de Silica

X(uL) - 2 x n° de amostras



ANEXO B — CURVAS DE CALIBRAGAO PARA OS HPAs

Concenntragio (ng.g)
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R®=0,994
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Benzo(a)pireno Dibenzo(a.h)antraceno
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ANEXO C - JANELAS OU GRUPOS, PIs E TEMPOS DE RETENGAO (TRs)

SUBSTANCIA ION |GRUPO| FUNGAO | TR (min)
Naftaleno-d8 136 1 P11 5,49
Naftaleno 128 1 Quantificacao 5,53
Acenaftileno 152 1 Quantificacao 8,86
Acenafteno-d10 164 2 P12 9,35
Acenafteno 153 2 Quantificacao 9,44
Fluoreno 166 2 Quantificagdo | 11,14
Fenantreno-d10 188 3 P13 14,63
Fenantreno 178 3 Quantificagdo | 14,70
Antraceno 178 3 Quantificacao 14,88
Fluoranteno 202 3 Quantificagdo | 19,79
Pireno 202 3 Quantificacdo | 21,64




p-terfenil-d14 244 3 Surrogate 2217
Benzo(a)antraceno 228 4 Quantificacédo | 26,16
Criseno-d12 240 4 Pl 4 26,21
Criseno 228 4 Quantificagdo | 26,31
Benzo(b)fluoranteno 252 4 Quantificacédo | 30,68
Benzo(k)fluoranteno 252 4 Quantificagcédo | 30,79
Benzo(a)pireno 252 4 Quantificagcédo | 31,90
Perileno-d12 264 5 PI 5 32,18
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 276 5 Quantificagdo | 37,22
Dibenzo(a,h)antraceno 278 5 Quantificacédo | 37,64
Benzo(g,h,i)perileno 276 5 Quantificagcdo | 38,38

ANEXO D - CORREGAO DOS DADOS DE %FINOS, %MO E HPAs NOS
SEDIMENTOS DO TEMIR (PERIODO SECO)

Dados de %Finos, %MO e 2HPAs nos sedimentos do TEMIR durante o periodo seco

%Finos %MO *HPAs REFERENCIA
91,94 3,40 263,99  Este trabalho
71,59 0,45 2454,00 | Silva, 2012

Analise de correlagao

2HPAs %MO %Finos
ZHPAs 1
%MO -1 1
%Finos -1 1 1




ANEXO E - RAZOES GEOQUIMICAS E POSSIVEL ORIGEM DOS HPAS

PRESENTES NOS SEDIMENTOS DO TEMIR

Razao Periodo Possivel Periodo Possivel
Geoquimica Seco Origem Chuvoso Origem
Naf/Fen 0,00 Petrogénica 0,30 Petrogénica

FI/(FI+Fen) 0,50 Pirolitica 0,70 Pirolitica
FI/(FI+Py) 0,40 Petrogénica 0,50 Petrogénica
Ind/(Ind+Bghi) 0,00 Pirolitica 0,00 Pirolitica
Ind/Bghi 0,00 Petrogénica 0,00 Petrogénica
Fen/Ant 0,00 Pirolitica 0,00 Pirolitica
BaA/Cri 0,50 Pirolitica 0,50 Pirolitica
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ANEXO F — CONCENTRAGAO INDIVIDUAL DOS HPAs, HPAs E ZHPAs LEVES
E PESADOS NOS POLIQUETAS DURANTE OS DIFERENTES PERIODOS DE
AMOSTRAGEM OS PERCENTUAIS DE RECUPERAGCAO DO METODO

HPA ESTAGAO ESTAGAO ESTAGAO ESTAGAO
SECA1 CHUVOSA1 CHUVOSA2 SECA2
Naftaleno ND ND ND ND
Acenaftileno ND ND ND ND
Acenafteno ND ND ND ND
Fluoreno 26,88 23,47 29,72 22,55
Fenantreno 11,55 25,40 30,45 ND
Antraceno ND ND 7,63 ND
Fluoranteno 37,17 70,31 90,59 ND
Pireno 64,81 149,41 233,01 ND
Benzo(a)antraceno 6,57 52,07 8,44 5,48
Criseno 32,47 55,59 77,32 15,25
Benzo(b)fluoranteno 9,63 15,29 18,95 ND
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Benzo(k)fluoranteno ND ND 6,70 21,57
Benzo(a)pireno ND ND ND 23,26
Indeno(1,2,3-c,d)pireno ND ND 793,86 ND
Dibenzo(a,h)antraceno ND ND ND ND
Benzo(g,h,i)perileno ND ND ND ND
2HPAs 189,09 391,54 1.305,88 94,61
ZHPAs (leves) 38,44 48,87 77,02 29,05
ZHPAs (pesados) 150,66 342,67 1.228,87 65,56
%Rec 126,66 141,51 367,25 298,77

Legenda: ND = nao detectado..



