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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos e validados métodos para quantificacdo de
benzeno no ar ambiente e no ar expirado, hidrocarbonetos arométicos policiclicos
em material particulado atmosférico, e naftaleno em ar ambiente. Foi utilizada a
técnica de microextracdo em fase solida para amostragem e pré-concentracéo, e um
sistema de geracao de padrédo gasoso com tubos de permeagdo para construcéo
das curvas de calibracdo para benzeno e naftaleno. As analises foram efetuadas por
cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas. Para a extracao
dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos do material particulado atmosférico por
microextracdo em fase solida com fibra resfriada foi desenvolvido um novo
dispositivo de resfriamento. ApGs a validacdo as metodologias desenvolvidas foram
aplicadas para analises em amostras reais de ar ambiente em parques, avenidas,
escritorios, laboratérios e postos de revenda de combustiveis na cidade de Belo
Horizonte-MG. Simultaneamente foram realizadas as analises de benzeno no ar
expirado dos individuos expostos ocupacionalmente. As analises dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos foram efetuadas em material particulado
coletado na cidade de Divindpolis-MG durante um periodo de seis meses. Os
métodos desenvolvidos mostraram-se adequados para todas as determinacfes
ambientais: benzeno no ambiente e no ar expirado, naftaleno no ambiente, e HAP no
material particulado atmosférico. O método para determinacdo dos HAP além de
rapido e sensivel dispensa o uso de solventes toxicos. Os resultados encontrados
evidenciaram correlacdes significativas entre as concentracdes de benzeno no
ambiente e no ar expirado dos individuos ocupacionalmente expostos ao benzeno.
Aplicagbes futuras da técnica de microextracdo em fase sélida com fibra resfriada

incluem andlise de alimentos, agua, solo, plantas, e fluidos biolégicos.



ABSTRACT

This work shows the development and validation of methods for quantification of
benzene in ambient and exhaled air, polycyclic aromatic hydrocarbons in airborne
particulate matter, and naphthalene in ambient air. Solid phase microextraction was
used for sampling and preconcentration, and a system for generating standard gas
with permeation tubes was used to the construction of calibration curves for benzene
and naphthalene. The samples were analyzed by gas chromatography with mass
spectrometry detector. A new cooling device was developed to sampling polycyclic
aromatic hydrocarbons for there extraction from airborne particulate matter by cold
fiber solid phase microextraction. The validated methodologies were applied to the
analysis of real samples in ambient air of parks, streets, offices, laboratories and fuel
stations at the city of Belo Horizonte. In addition, analyses of benzene in exhaled air
of occupationally exposed individuals were performed simultaneously. The analysis
of polycyclic aromatic hydrocarbons were made into particulate matter collected at
the city of Divinopolis over a period of six months. The methods developed in this
study show to be suitable to environmental analysis for the determination of benzene
in ambient and exhaled air, naphthalene in the environment, and PAH in airborne
particulate matter. The results showed significant correlations between the
concentrations of benzene in ambient and exhaled air of subjects occupationally
exposed to benzene. The new method proposed for the determination of PAH is
sensitive, fast and furthermore dispense the use of toxic solvents. The technique of
cold fiber solid phase microextraction can be applied to other analyses including
food, water, soil, plants and biological fluids.
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RELEVANCIA E OBJETIVOS
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O ser humano pode sobreviver algumas semanas sem alimento, alguns
dias sem agua, porém ndo sobrevive a mais de trés minutos sem ar. Podemos
recusar 4gua contaminada ou alimento suspeito, porém n&o conseguimos fazer
0 mesmo em relacédo ao ar poluido. No entanto, o modelo de desenvolvimento
nao sustentavel baseado na utilizacdo do carbono como fonte de energia
priméria tem contribuido de forma significativa para a deterioracdo da qualidade
do ar colocando em risco nossa sobrevivéncia. A poluicdo atmosférica é um
dos problemas ambientais mais relevantes tanto nos paises em
desenvolvimento quanto nos desenvolvidos. Este problema se agrava em
compartimentos ambientais com grandes aglomerados humanos, como nas
regides metropolitanas, onde a queima clandestina de residuos sdlidos,
indUstrias e a emissdo de gases dos veiculos provocam uma elevacao
preocupante nos niveis de emissdes dos compostos nocivos. Em areas
urbanas, as pessoas passam a maior parte do tempo em ambientes fechados,
0 que contribui para aumentar a exposi¢cdo aos poluentes presentes nesses

microambientes [1].

As emissfes para o0 ar podem ser na forma sélida, liquida ou gasosa. O
tempo de permanéncia desses poluentes na atmosfera varia de minutos a
séculos. Devido a dispersdo através das correntes de ar, a poluicdo
atmosférica ndo se restringe as areas onde ocorrem as emissfes. As fronteiras
regionais e nacionais sédo facilmente ultrapassadas e os efeitos podem ser
observados em escala global. Dentre os danos ao ambiente causados pela
poluicdo atmosférica pode-se citar o aumento da acidez das aguas da chuva, o
ataque aos materiais e a vegetacdo, 0 aumento da temperatura média da
atmosfera e a diminuicdo da camada de 0z6nio [2]. A interacdo dos poluentes
com o organismo humano aumenta, principalmente, a incidéncia de doencas

respiratorias, circulatérias, neoplasias e mortes [3].

A avaliacdo da exposicao ocupacional e ambiental aos agentes quimicos
é condicdo essencial para minimizar seus efeitos na saude humana. Para isso,
Sa0 necessarias técnicas analiticas adequadas que permitam determinar tais

substancias quimicas no ambiente e através do biomonitoramento.
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O conceito de limite de exposicdo ou limite de seguranca de uma
substancia téxica procura estabelecer uma relacdo entre a dose e a resposta
produzida nos organismos expostos. Atualmente, ha uma tendéncia de se
considerar que nao existe dose segura diferente de zero, principalmente para
as substancias classificadas como carcinogénicas, como é o caso do benzeno

e dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) [4].

Efeitos adversos a saude podem ser reduzidos de forma significativa
quando se detecta em tempo habil uma exposi¢cado perigosa. O monitoramento
da exposicao ocupacional e ambiental € um procedimento que permite avaliar
parametros biolégicos e/ou ambientais com o objetivo de implantar medidas de

prevencao e controle adequados para a minimizacao dos riscos a saude [5].

Um indicador biolégico ou biomarcador é toda substancia, ou seu
produto de biotransformacédo, ou quaisquer alteracdes bioguimicas precoces,
cuja determinacdo esteja associada a intensidade da exposi¢cdo ou ao risco a
saude [6]. A determinacdo da substancia toxica ou seu produto de
biotransformacao pode ser realizado em fluidos biologicos tais como sangue,

urina e ar expirado.

Atualmente, muitas pesquisas [7-9] sobre biomarcadores tém sido
desenvolvidas com o intuito de fazer frente ao grande desafio de estabelecer
relacbes entre exposicdes a agentes quimicos ambientais, e doencas
desenvolvidas por exposicfes agudas e crbnicas. Para validar a utilizacdo de
biomarcadores é necessario estabelecer a relacdo qualitativa e quantitativa
com a exposicdo quimica. Por isso, o monitoramento ambiental permite
verificar se as medidas de controle das emissdes sdo adequadas para reduzir
as exposicoes, enquanto que o monitoramento bioldgico possibilita avaliar se
existe seguranca quando da exposicdo ao agente quimico no ambiente de
trabalho ou no meio ambiente [10]. O monitoramento biologico além de avaliar
a exposicao global ao toxico, permite considerar caracteristicas individuais tais

como constituicao fisica e predisposi¢cao genética.
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O desenvolvimento de metodologias para amostrar e quantificar
hidrocarbonetos aromaticos no ar ambiente e no ar expirado é o tema principal
desta tese. A microextracdo em fase solida foi a técnica selecionada para a
amostragem. Para identificacdo e quantificacdo foi utilizada a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os principais objetivos foram
determinar benzeno no ar ambiente e no ar expirado, utilizar o benzeno no ar
expirado como biomarcador de exposi¢cao ocupacional e ambiental, determinar
naftaleno no ar ambiente, determinar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
em material particulado atmosférico, e, por fim, monitorar hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos em material inalavel presente no ar ambiente do

municipio de Divinépolis, MG.

A tese é apresentada em sete capitulos. Nos aspectos gerais séo
apresentados os fundamentos dos principais topicos descritos no trabalho e
uma revisao bibliografica. Nos capitulos 3 e 4 sdo apresentados materiais,
meétodos, e discussdo dos resultados obtidos para determinacdo de benzeno
no ar ambiente e no ar expirado e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em
material particulado atmosférico. O capitulo 5 trata do monitoramento dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e da distribuicdo de fontes. O capitulo 6
descreve materiais, meétodos, e discussdo dos resultados obtidos para
determinacdo de naftaleno no ar ambiente. O capitulo 7 refere-se a conclusao
geral do trabalho e, por fim, séo listadas as referéncias utilizadas.
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2.1 Benzeno: Fontes de Exposi¢cao Humana e Toxicologia

7

Benzeno é um poluente primario presente no ar atmosférico, em
ambientes internos e externos. Vaporizacbes e combustdo incompleta de
gasolinas sdo suas principais fontes antropogénicas [11, 12]. Induastria
petroquimica, processamento do coque, industrias de tintas, de vernizes, de
plasticos e industria farmacéutica sao atividades que também contribuem com
emissbes para o ambiente [13]. Em ambientes internos, além da queima de
cigarros [14], podem-se citar os carpetes, papeldes e adesivos [15], bem como
a utilizacdo de carvao e biomassa para aquecimento e cozimento [16, 17].

A exposicdo ocupacional ocorre nas refinarias, industrias de
transformacao, siderurgias, laboratérios de analise quimica, postos de
distribuicdo e revenda de combustiveis, oficinas mecanicas e gréaficas. Os
trabalhadores envolvidos com a producgéo, o transporte e a comercializacao de
combustiveis estdo expostos a diversos niveis de concentracdo de benzeno
cujo teor médio em gasolinas é de 3% v/v. Alteracdes nesse valor ocorrem
devido a procedéncia, a regulamentacdes adotadas por cada pais e a

adulteracdes com solventes aromaticos [18].

Benzeno é considerado carcinogénico para humanos (1A) pela Agéncia
Internacional para Pesquisa em Céancer (International Agency for Research on
Cancer - IARC) [19] e listado pela Organizacdo Mundial de Saude (World
Health Organization - WHO) [20] como composto de prioridade méaxima.
Estudos tém mostrado que além de ser fator de risco para leucemia, o benzeno
pode provocar alteracfes hematoldgicas significativas em pessoas expostas a
3,19 mg m>(101,3 kPa e 298 K) ou 1 ppm [21].

A intoxicacdo humana por benzeno pode ocorrer pelas vias respiratoria,
cutanea e digestiva, no entanto a principal via é a respiratoria [22]. Na
intoxicagdo aguda, a maior parte é retida no sistema nervoso central, enquanto
que na intoxicacdo cronica distribui-se pela medula 0ssea, figado e tecidos
gordurosos. As intoxicagbes agudas, em geral acidentais e graves,

caracterizam-se, sobretudo, pelos seus efeitos narcéticos tais como tontura,
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desmaios e coma. A exposicdo prolongada ao benzeno provoca diversos
efeitos no organismo humano, destacando-se entre eles a mielotoxidade, a
genotoxidade e a sua agao carcinogénica. Sao conhecidos, ainda, efeitos sobre
diversos 6rgdos como o sistema nervoso central e os sistemas enddcrino e

imunoldgico [23].

Por se tratar de um composto genotoxico e, portanto sem um limite
seguro de exposi¢cdo, h4 uma tendéncia mundial em se reduzir o maximo
possivel a exposicdo ocupacional e ambiental ao benzeno. O Limite de
Exposicdo Ocupacional (Threshold Limit Value - TLV) é de 1,60 mg m™, média
ponderada pelo tempo, recomendado pela Conferéncia Americana de
Higienistas Industriais (American Conference of Industrial Hygienists - ACGIH)
[24] tem diminuido de forma significativa nas ultimas décadas, em 1946 esse
limite era 319 mg m™. O Instituto Nacional de Salde e Seguranca Ocupacional
(NIOSH-USA - Ocupacional National Institute for Occupational Safety and
Health — United States of America) (NIOSH-USA) estabeleceu o Limite de
Exposicdo Recomendado (Recommended Exposition Limits — REL) de 0,32
mg m™ média ponderada pelo tempo, e o Limite de Exposicédo em Curto Prazo
(Short Term Exposure Limit — STEL) com 15 minutos de exposi¢do de 3,19
mg m™ [25]. Na Alemanha, adota-se um Limite Técnico (LT) de 3,19 a 8 mg m™
[26]. No Brasil, a exemplo da Alemanha, a legislacdo trabalhista adota Valores
de Referéncia Tecnoldgicos (VRT) de 3,19 mg m=[27].

O aumento gradativo da concentracdo de benzeno em atmosferas
urbanas, com picos de concentracdo que excedem varias vezes os limites
recomendados, tem indicado que a exposicdo em ambientes ndo ocupacionais
deve receber atencdo especial. Pois além de se tratar de composto
reconhecidamente carcinogénico, 0 numero de pessoas expostas é muito
maior em relagdo aos ambientes ocupacionais. Ha também a necessidade de
protecdo especial para a parcela mais sensivel da populacdo tais como

criangas, gestantes e idosos [28].
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A Comunidade Europeia, com base nas orientacbes e recomendacdes
da Organizacdo Mundial de Saude, reconheceu a necessidade de reduzir a
poluicdo atmosférica para niveis que minimizem os efeitos na saude humana e
no ambiente na sua globalidade. Para o benzeno, foi inicialmente fixado o
valor-limite de 5 pg m>[29] como média anual, que foi reduzida a zero a partir
de 2010. Trata-se, portanto, de uma diretiva particularmente importante para
identificar e implementar medidas mais eficazes de redugédo nas emissoes de
benzeno. Convém ressaltar que valores para exposi¢cdes de longo tempo de
duracdo ndo consideram que em areas urbanas as pessoas, de um modo
geral, ficam a maior parte do tempo em ambientes internos e quando estdo em
ambientes externos sao submetidos a altos niveis de benzeno, principalmente,

guando estao dentro de veiculos em transito [30].

[

benzeno o, HO

¢CYP2E1
——
EOOH wu OSH o == || O —=— —= =
| conjugacéo
SCH,CH . =
“ | benzeno epdéxido oxepina
NHCOCIH]y HO O
acido fenilnercaptuarico cy %ﬂ;ﬁl";ie acido trans, trans mucédnico
OH OH
OI1
fenol benzeno diidrodiol
lCYP CYV \:tidrodiol deidrogenase
O OI1 Ol
i O OIT
O catecol
Ol1 benzeno diolepdéxido
hidroquinona MPO
O- O-
mro. NQO1
NQO1 O

e o

1,2-benzoquinona

O
1,4-benzoquinona

Figura 2.1 - Principais vias de biotransformac¢@o do benzeno (CYP, citocromo P450; GSH,
glutationa; MPO, mieloperoxidase; NQO1, NAD(P)H: quinona oxiredutase). [19].
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Devido a sua baixa polaridade, o benzeno apresenta alta solubilidade
em lipidios, portanto se acumula preferencialmente em tecidos adiposos. A
biotransformacgéo do benzeno (Figura 2.1) ocorre principalmente no figado e na
medula 0ssea. Os seus metabdlitos fendlicos sdo mais toxicos que o proprio

benzeno [31].

A acdo mielotdxica dos metabdlitos quindnicos — catecol e hidroquinol —
se deve a reacdo desses derivados com 0S Cromossomos, provocando
alteracdes morfoldgicas e interferindo na divisdo celular. O acido trans-trans-
mucoénico possui estrutura quimica que possibilita uma atividade alquilante e
capacidade de produzir ligacdes cruzadas com proteinas e o &cido

deoxirribonucléico (Deoxiribonucleic Acid - DNA) [32].

A avaliacdo do risco de exposicdo ao benzeno pode ser feita pelo
monitoramento ambiental ou ocupacional desse composto bem como pela
utilizacéo de indicadores bioldgicos de exposicdo em sangue, urina, pele ou ar
expirado. Além do benzeno ndo metabolizado, tem-se utilizado o &cido trans-
trans-muconico [33, 34], acido S-fenilmercapturico [35, 36] e adutos do
benzeno com albumina ou hemoglobina [37, 38]. A determinacdo de benzeno
nao metabolizado em sangue, urina e ar expirado possibilita considerar tanto
rotas conhecidas quanto desconhecidas de entrada no organismo, picos
inesperados de concentracdo e diferencas genéticas individuais [39].

2.2 Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos: Propriedades e

Fontes de Exposi¢cao Humana

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) sdo membros de uma
classe de compostos que estdo presentes em diversos compartimentos
ambientais. No ar sdo encontrados tanto em ambientes internos quanto
externos. A maioria desses compostos apresentam comprovadas propriedades

cancerigenas e mutagénicas [40].
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Sua natureza ubiqua esta evidenciada no fato de que os dezesseis HAP,
mostrados na Figura 2.2, sdo considerados poluentes prioritarios pela Agéncia
de Protecdo Ambiental Americana (Environmental Protection Agency-United
States of America - EPA-USA) [41]. Recentemente a Unido Europeia, com o
objetivo de evitar e prevenir os efeitos adversos dos HAP a saude e ao
ambiente, estabelece o valor alvo de 1 ng m™ para o benzo[a]pireno no ar
ambiente e recomenda o0 monitoramento do benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[b]fluoranteno, indeno[l1, 2, 3-

cd]pireno e dibenzo[a,h]antraceno [42].

1. Naftaleno 2. Acenaftileno 3. Acenafteno 4. Fluoreno

5. Fenantreno 6. Antraceno 7. Fluoranteno

8. Pireno 9. Benzo(a)antraceno 10. Criseno

11. Benzo(b)fluoranteno 12. Benzo(k)fluoranteno 13. Benzo(a)pireno

14. Benzo(ghi)perileno 15. Indeno(1,2,3-cd)pireno 16. Dibenzo(a,h)antraceno

Figura 2.2 - Estruturas dos 16 HAP preconizados pela Agéncia de Protecao

Ambiental Americana como poluentes prioritarios.

Os HAP sao formados pela condensacdo de dois ou mais aneéis
aromaticos. Na atmosfera, esses compostos podem ocorrer na forma de gases,

adsorvidos/absorvidos em material particulado, ou ainda distribuidos entre as

10
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fases gas-particula, como € o caso dos semivolateis. A particdo gas-particula
depende principalmente da massa molar. Os HAP com baixas massas se
concentram na fase gasosa enquanto aqueles com altas massas se associam
ao material particulado. A Tabela 2.1 mostra 0 nhome comum, abreviacao,
férmula empirica, massa molar, e nimero CAS (Chemical Abstracts Service)

para os 16 HAP considerados poluentes prioritarios.

Tabela 2.1 — Nome comum, abreviacdo, formula empirica, massa molar, e

namero CAS para os HAP

Nome Comum Abreviacéo Férn’u.JIa Massa Namero
Empirica Molar CAS
Naftaleno NA CioHs 128,16 91203
Acenaftileno AcPy CioHg 152,20 208968
Acenafteno AcP CioHyo 154,21 83329
Fluoreno FL Ci3Hio 166,22 86737
Fenantreno PHE CusH1o 178,22 85018
Antraceno Ant CusH1o 178,22 120127
Fluoranteno FLU CisHio 202,26 206440
Pireno PY CisH1o 202,26 129000
Benzo(a)antraceno BaA CigHio 228,29 56553
Criseno CRY CigHio 228,29 218019
Benzo[b]fluoranteno BbF CyoH12 252,32 205992
Benzo[K]fluoranteno BkF CyoH12 252,32 207089
Benzo[a]pireno BaP CyoH12 252,32 50328
Indeno[1,2,3-cd]pireno IcdP CyoHio 276,34 193395
Dibenzo[ah]antraceno dBAN CyoHig 278,35 53703
Benzo[ghi]perileno BPe CooHio 276,34 191242

Devido a baixa polaridade, a solubilidades dos HAP em &gua é
geralmente baixa. Entretanto, seus derivados oxidados tais como &cidos, fendis
e cetonas sdo mais polares, portanto mais sollveis em agua. Os pontos de
fusdo apresentam uma ampla faixa de variagcdo e os pontos de ebulicdo sao
acima de 200° C. Muitos desses compostos sublimam a temperatura ambiente.
A pressdo de vapor também apresenta uma ampla faixa de variacdo. Os
coeficientes de particdo octanol-ar e octanol-agua sédo determinantes para a
distribuicdo dos HAP nos diversos compartimentos ambientais e decisivos para
estabelecer planos de amostragem.A Tabela 2.2 fornece algumas propriedades

fisico-quimicas de interesse para os HAP indicadores de poluigéo.
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Uma vez na atmosfera os HAP participam de diversas reacfes quimicas,
produzindo derivados oxigenados e nitrogenados mais téxicos que 0s
compostos de origem [43]. As reacdes dos HAP quando expostos ao ambiente
sao preferencialmente de adicdo e substituicAo para manter o sistema
conjugado apoés a reacédo. O tipo de ambiente ira determinar as condi¢des para

que as reacgdes ocorram [44].

Tabela 2.2 — Pressdes de vapor (P), solubilidade em agua a 25°C (S),
Logaritmo do coeficiente de particdo octanol-ar (Log Kya), Logaritmo do
coeficiente de particdo octanol-agua (Log Koy), ponto de fuséo (PF) e ponto de

ebulicdo (PE) dos 16 HAP indicadores de poluicao.

P S PF PE
Composto (mmHg) (ug/L) Log Koa Log Kow (°C) C)
Naftaleno 7,8x10'2 31700 5,13 3,37 80,2 217,9
Acenaftileno 6,7x10° 16100 - 4,00 92-93 270
Acenafteno 2,2x10° 3800 6,23 4,00 96,2 279
Fluoreno 6,0x10™ 1900 6,68 4,18 116,5 294
Fenantreno 1,2x10™ 45 7,45 4,57 100 340
Antraceno 6,0x10° 73 7,34 4,54 218 342
Pireno 4,5x10°° 135 8,43 5,18 156 399
Fluoranteno 9,2x10° 260 8,60 5,22 110 -
Benzo[a]antraceno 2,1x10” 14 10,8 5,91 158,5 -
Criseno 6,4x10° 2 10,44 5,75 255,5 -
Benzo[a]pireno 5,6x10” 1,6 11,13 6,04 117 311
Benzo[b]fluoranteno - 15 - 5,8 168 -
Benzo[k]fluoranteno 3,9x10™° 0,8 11,19 6,00 217 480
Benzo[g,h,i]perileno - 0,3 - 6,5 273 -
Indeno[1,2,3-cd]pireno - 0,2 - - 162 -
Dibenzo[a,h]antraceno  3,7x10™*° 0,6 13,91 6,75 262 -

Fonte: adaptado [43]

Os HAP presentes em particulas provenientes da queima de madeira,
devido a presenca de Oxidos inorganicos tais como silicio e aluminio, decaem
mais rapidamente do que aqueles provenientes dos gases de exaustdo dos
veiculos automotores [45]. Além da estrutura quimica, origem, estado fisico, as
reacoes desses compostos na atmosfera sdo afetadas pela presenca de outros
poluentes tais como ozo6nio, oxidos de nitrogénio, oxidos de enxofre e por

fatores metereologicos como irradiacdo solar e umidade relativa [46, 47].
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Os HAP sao formados a partir da pirélise de compostos que contenha
estruturas ciclicas, combustdo incompleta de compostos organicos e processos
de biossintese. O mecanismo de formacado dos HAP a partir de combustdes
incompletas é bastante complexo e envolve a formacdo de radicais livres na
zona redutora da chama. Os fragmentos combinam-se rapidamente para
formar moléculas aromaticas parcialmente condensadas. Com o resfriamento,

a mistura dos HAP condensa-se em um substrato particulado [48].

A distribuicdo dos HAP em relacdo ao tamanho das particulas depende
da massa molar. Compostos de maior massa molar, geralmente, estéo
associados a particulas de menor tamanho [49]. Na fase gasosa predominam
os HAP volateis com dois anéis e os semivolateis com trés e quatro anéis.
Associados ao material particulado estdo os HAP semivolateis mais pesados

contendo cinco e seis anéis.

Dentre as principais fontes antropogénicas desses compostos, pode-se
citar a combustdo incompleta de gasolina e de diesel, processos de
incineracdo, queima de biomassa, gaseificacdo do carvdo, producdo do
aluminio, ferro e aco e queima do tabaco. As fontes naturais sdo os vulcoes,
processos hidrotérmicos e incéndios florestais [50]. O tipo de fonte emissora
determina a composicdo e a complexidade da mistura dos HAP obtida. As
fontes estacionarias contribuem com a maior parte da emisséao total dos HAP
para a atmosfera, entretanto nos grandes centros urbanos as fontes moveis
prevalecem [51]. O elevado nivel desses compostos em aglomerados urbanos
se deve principalmente ao aumento do trafego veicular e a dificuldade de
dispersdo dos poluentes [52]. A estabilidade de muitos HAP aliada a
turbuléncias na atmosfera, variacdes na direcdo e velocidade dos ventos, faz
com que esses compostos possam ser transportados a grandes distancias
atingindo receptores bem afastados dos pontos onde foram emitidos, portanto
0 monitoramento em escala local, regional e continental faz-se necesséario [53,
54].
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2.3 Efeitos Toéxicos dos Hidrocarbonetos Aromaticos

Policiclicos

Os HAP séao absorvidos por inalagéo, por via oral e por exposicédo
dérmica. A exposicao dérmica é significativa em algumas atividades industriais,
podendo alcancar até 90% da quantidade absorvida pelo organismo. A
absorgéo cutanea ocorre de forma rapida por difusdo passiva [55].

Uma vez absorvidos pelo organismo esses compostos se distribuem por
todos os oOrgdos. Os orgaos formados por tecidos adiposos tendem a
armazenar os HAP que sédo lipossoluveis. Estudos mostram que devido a
excrecdo hepatobiliar o trato gastrointestinal apresenta niveis elevados de
metabdlitos independente da via de acesso ao organismo. A biotransformacao
geralmente é lenta, quando os HAP estdo associados a particulas respiraveis
(diametro aerodindmico menor que 10 um) entretanto, na auséncia desta
associacdo a degradacao pode ocorrer em até uma hora apds a exposicao.

O metabolismo dos HAP geralmente envolve a formacédo de fendis ou
didis por epoxidacdo das ligacdes duplas e derivados hidroxilados podem
conjugar com glutationa, sulfatos ou &cido glicurénico. Reag¢fes de oxidacao,
reducdo, hidrolise e conjugacdo dos HAP envolvem, além do sistema
enzimatico citocromo P450, véarias outras enzimas distribuidas em diferentes
orgaos. Apos reacbes de oxidacdo, a polaridade dos produtos oxigenados
aumenta, tornando-os mais solGveis em agua, e cria sitios para ligagdes com
grupos mais volumosos. Alguns desses grupos podem causar danos genéticos

antes de serem excretados [56].

As bases nucleofilicas do DNA sédo capazes de reagir com o carbono
benzilico dos derivados dihidrodiolepoxidos e iniciarem um processo
mutagénico. Reacdes semelhantes podem ocorrer com a albumina e a
hemoglobina. Varias enzimas envolvidas no metabolismo dos HAP apresentam
distribuicdo polimorfica o0 que pode alterar a razdo entre ativacdo e

desativacdo, aumentando, assim, o risco de desenvolvimento de cancer [57].
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Entre os HAP o benzo[a]pireno foi um dos primeiros compostos a ser
identificado como carcinogénico [58]. A biotransformacédo do benzo[a]pireno
esta representada simplificadamente na Figura 2.3. Na primeira fase da
biotransformacdo, a enzima P450-monoxidase catalisa a producdo dos
epoxidos (1), que ao sofrerem rearranjo formam fendis (2) ou di-hidrodi6is (3).
Alguns fendis obtidos podem ser oxidados a foma quinona (4), ou por hidrdlise

formarem fenol di-hidrodidis (5).

A oxidacdo sucessiva dos di-hidrodiois leva a formacdo do fenol di-
hidrodiol (7) que pode hidrolisar espontaneamente em tetrdis (8). Na segunda
fase, ocorrem as reagfes de conjugacao dos fendis, quinonas, di-hidrodidis e
fenol di-hidrodidis com sulfatos e glicurbnicos [59]. A urina e as fezes séo as

principais vias de eliminacéo dos produtos de biotransformacédo dos HAP.

+ . Benzo(a)pireno

Quinonas

HO  on

HO HO i i .
Dihidrodiéis Fendis Dihidrodiois

Epoxidos

HO Tetrabis

Figura 2.3 — Principais biotransformac¢es do Benzo[a]pireno. Adaptado [59]
Os HAP com cinco ou seis anéis tém apresentado um maior potencial
carcinogénico do que agueles com menos anéis. Recentemente, foi proposto

um fator de equivaléncia para avaliar o potencial dos HAP para induzir cancer,
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tomando como referéncia o Benzo[a]pireno (fator 1,00) [60]. A Tabela 2.3
mostra a carcinogenicidade de acordo com a IARC-USA e a EPA-USA, e o
fator de equivaléncia em relacdo ao Benzo[a]pireno para avaliacdo do potencial

carcinogénico de alguns HAP comumente presentes no ar ambiente.

Tabela 2.3 — Carcinogenicidade, segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa
para o Cancer (International Agency for Research on Cancer — IARC), Agéncia
de Protecdao Ambiental (Environmental Protection Agency — EPA) e fatores de

equivaléncia de alguns HAP presentes no ar ambiente.

Classificac&do IARC?

Composto Animais®  Humanos® Claslzgi&:?gao FEP
Benzo[a]antraceno S 2A B2 0,005
Criseno L 3 B2 0,03
Benzo[a]pireno S 2A B2 1,00
Benzo[b]fluoranteno S 2B B2 0,05
Benzo[K]fluoranteno S 2B B2 0,05
Benzo[g,h,i]perileno I - - 0,02
Indeno[1,2,3-cd]pireno S 2B - 0,1
Dibenzo[a,h]antraceno S 2A NC 0,4

% | = evidéncias inadequadas, L = evidéncias limitadas, S = evidéncias

suficientes. [61]

P 2A = evidéncias adequadas, 2B= possibilidade de carcinogénese, 3 = ndo
classificado. [61]

¢ B2 = evidéncias suficientes para animais e evidéncias inadequadas para
estudos epidemiologicos. NC = nao classificado. [62]

9 FEP = Fator de Equivaléncia do Potencial Carcinogénico em relacdo ao
Benzo[a]pireno. [63]

A exposicdo aos HAP pode ser biomonitorada através da determinagéo
de compostos individuais, misturas ou metabdlitos. Biomarcadores
relacionados a sua acao toxica podem ser determinados na urina, entretanto os
niveis encontrados para esses compostos sdo bem menores do que aqueles
excretados pelas fezes. O tempo de meia vida dos metabdlitos para a excrecao

urinaria apresenta uma ampla faixa de variacao [64].
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Em exposi¢cbes ocupacionais, a amostragem deve ser feita no final da
jornada de trabalho. O habito de fumar deve ser sempre levado em
consideracao ao se realizar biomonitoramento da exposi¢cao aos HAP.

O pireno € um dos HAP mais abundantes em emissdes de combustdes,
por isso tem-se utilizado o 1-hidroxipireno como biomarcador urinario para
avaliar exposicdo de trabalhadores expostos a emissbes de combustiveis
fosseis, entretanto grandes variacbes sdo observadas entre os individuos
expostos, possivelmente devido a variacdes individuais das taxas de
biotransformacao [65]. Em trabalho recente realizado com cem trabalhadores
de incineradores de material organico foi encontrado 1-hidroxipireno na urina
em concentragcdes na faixa 0,01 a 0,25 yg por grama de creatinina na urina
[66]. Outros metabdlitos hidroxilados do naftaleno, fluoreno, fenantreno,
criseno, antraceno e benzo[a]pireno estdo sendo propostos para avaliar a

exposicao aos HAP [67- 69].

2.4 Analise dos Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos no Ar

Ambiente

A analise dos HAP em ar ambiente € um desafio analitico devido aos
baixos niveis, a complexidade e a diversidade de fases da matriz e presenca
de isébmeros. A grande faixa de variagcdo da pressdo de vapor desses
compostos e a reatividade com outros poluentes presentes no ar requerem
cuidados e critérios bem definidos para realizacdo da amostragem. A particdo
entre fases depende, principalmente, da massa total de material particulado em
suspensao, do tamanho das particulas e da temperatura [70].

Para amostragem dos HAP séo utilizados métodos ativos ou passivos.
Os métodos ativos fazem uso de bombas que aspiram o ar sob fluxo constante.
Quando se utiliza fluxos de 0,3 a 1,5 m®min™ sdo necessarios amostradores de
grandes volumes (High Volum), mais indicados para ambientes externos. Para
fluxos médios de 0,001 a 0,003 m*® min, utilizam-se amostradores de baixos

volumes.
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Nos meétodos passivos a amostra deve-se difundir através de uma
superficie [71]. Estes métodos se aplicam principalmente aos HAP na fase de

vapor e sdo bastante Uteis para amostragem em ambientes ocupacionais.

Para coleta de HAP no material particulado sao utilizados filtros de fibra
de vidro, teflon e fibra de quartzo. Desses materiais, o0 mais utilizado € o de
fibra de vidro devido principalmente ao baixo custo e a facilidade de limpeza,
que pode ser feita com solventes ou pré-aquecimento a 500 °C. Os filtros de
fibra de vidro quando comparados a filtros de teflon, tendem a reter maiores
niveis dos HAP mais volateis. Isso ocorre provavelmente devido a menor

queda de pressao observada nos filtros de fibra de vidro [72].

A amostragem de HAP em material particulado com classificagdo por
tamanho da particula pode ser feita com impactadores tipo cascata, como
mostrado no diagrama esquematico da Figura 2.4. Nesses equipamentos,
varias placas sdo sobrepostas com orificios de tamanhos variaveis. Ao passar
por essas placas ou estagios, o fluxo do ar € aumentado pela diminuicdo das
dimensdes das aberturas e provoca desvios de rota. A coleta ocorre por meio
da forca inercial que as particulas ficam sujeitas durante as mudancas de
trajetéria do fluxo de ar. Nesse tipo de equipamento, € possivel coletar

particulas com diametros na faixa de 0,5 a 30 pm.

Entrada do ar

orificio
estagio 1

placa paraimpacto

estagio 2

estagio N f

filtro

Figura 2.4 - Diagrama esquematico de um impactador de cascata. Adaptado
[73]
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Durante a amostragem do material particulado ocorre volatilizacdo dos
HAP com baixa pressao de vapor. Em um periodo de 24 horas de amostragem,
estas perdas podem ser de até 85%. Para avaliar a particdo entre as fases gés-
particula, tem-se utilizado espuma de poliuretano (Polyurethane Foam - PUF),

apos o filtro para absor¢cdo dos compostos volateis e semivolateis.

Alternativamente podem ser utilizados filtros impregnados com materiais
absorventes, tubos com soélidos adsorventes tais como Tenax (polimero poroso
de Oxido de 2,6-difenileno) e XAD-2 (coopolimero de poliestireno) ou
armadilhas criogénicas [74]. Perdas também ocorrem por reacdes dos HAP
com poluentes tais como 0zoénio e 6xidos de enxofre e nitrogénio. Essas perdas
sdo minimizadas pela utilizacdo de pré-filtros. A diminuicdo do tempo de

amostragem reduz perdas por volatilizacao e reacfes paralelas.

ApOs a amostragem, os HAP devem ser extraidos dos filtros para
posterior analise. Essa etapa geralmente € lenta, além de ser uma das
principais fontes de erros quando se trabalha com niveis de tracos. A extracao
Soxhlet, agitacdo ultrassénica, extracdo com fluido supercritico e extracdo com
microondas sdo os métodos mais utilizados para essa finalidade. Na extracao
Soxhlet sdo utilizados solventes ou misturas de solventes, o ciclohexano é mais
seletivo para os HAP enquanto metanol extrai também quantidades apreciaveis
de outros compostos, principalmente aqueles que apresentam maior polaridade
[75]. O tempo de extracéo varia de 6 a 24 horas e ndo pode haver contato com
a luz para evitar reac@es fotoliticas. Uma vez observadas essas condicdes, 0

rendimento pode se aproximar de 100% [76].

A extracdo por agitacdo ultrassbnica apresenta rendimento semelhante
ao Soxhlet, porém requer menor tempo de extracdo, em geral de 20 a 30
minutos, o0 que leva a melhor reprodutibilidade [77]. Entretanto, ambos os
meétodos de extracdo apresentam baixa eficiéncia para os HAP com altas
massas molares. Alternativamente, pode-se extrair HAP com fluido
supercritico, o que melhora as condigbes de solvatagdo, aumenta a razdo de

transferéncia de massa e facilita a concentragédo dos extratos [78].
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O gas carbonico é o fluido mais utilizado para extracao dos HAP devido,

principalmente, aos baixos valores do ponto critico (304,3 K e 7386 kPa), por

ser atoxico, ndo inflamével e de baixo custo [79]. Entretanto, a baixa polaridade
do gas carbbnico limita sua capacidade de extrair os HAP fortemente

adsorvidos no material particulado.

A extracdo com micro-ondas se baseia na absorgédo da energia com
frequéncias médias de 918 MHz ou 2,45 GHz para facilitar a difusdo dos
compostos para o solvente [80]. O processo de absorcdo € seletivo, pois
depende da constante dielétrica, e em se tratando de solventes apolares com
baixas constantes dielétricas ndo ocorre aquecimento mediante a incidéncia de
micro-ondas. Para facilitar a ruptura da matriz e aumentar a migragcdo dos
compostos para o solvente € comum adicionar a matriz uma substancia com
alta constante dielétrica. Esse procedimento de aquecimento localizado nao &
possivel em sistemas de aquecimento convencionais. As principais vantagens
[81] da extracdo com micro-ondas sdo menor tempo de extracdo, menores
quantidades de solventes, maior numero de amostras extraidas

simultaneamente e maior seletividade.

Para identificacdo e analise dos HAP, as técnicas mais utilizadas sao a
cromatografia liguida de alta eficiéncia (High-Performance Liquid
Chromatography — HPLC) e a cromatografia gasosa (Gas Chromatography —
GC). Na HPLC, os detectores de fluorescéncia e UV/Visivel sdo usados em
comprimentos de onda especificos para deteccdo seletiva dos HAP.
Geralmente a fase mével € uma mistura de acetonitrila com agua e a fase
estacionaria é a Cig. A utilizacdo de colunas de fase polimérica com ligacdes
cruzadas tende a melhorar a resolucao. A principal vantagem da técnica HPLC

esta na possibilidade de analisar os HAP com massas molares maiores [82].

A cromatografia gasosa para analise de HAP faz uso de colunas
capilares com fase estacionaria de polisiloxanas que podem ser aquecidas até
280° C e detectores de ionizacdo por chama (Flame lonization Detector — FID),
ou de espectrometria de massas (Mass Spectrometry — MS).
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A grande vantagem da GC quando comparada a HPLC é a maior
eficiéncia na separacdo dos HAP. Para quantificacdo € fundamental a
utilizacdo de materiais de referéncia certificados para validar os resultados
obtidos [83].

Geralmente para determinacdo dos HAP em ar ambiente, os métodos
EPA TO-13A e NIOSH 5515 sédo os mais utilizados [84, 85]. Esses métodos
utilizam amostradores de grandes volumes com tubos coletores de fibra de
poliuretano. Apos a amostragem os HAP sao extraidos pelo processo Soxhlet,
concentrados em um evaporador Kuderna-Danish e posteriormente analisados
por HPLC. Estas metodologias ndo sao indicadas para HAP com altas
pressbes de vapor, pois sao fracamente retidos pela fibra de poliuretano e,

portanto, apresentam baixas porcentagens de recuperacao.

Em ar urbano os HAP podem ser amostrados através de um amostrador
de grande volume com um tubo adsorvente de XAD-2, extracdo ultrassénica
realizada com diclorometano, hexano e acetona a fim de serem efetuadas
analises por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry — GC/MS) [86, 87]. Processo semelhante
é utilizado para determinacdo de HAP em emissdes de fornos de carvao [88].
Amostradores de grande volume com retencdo em tubos de XAD-2 sao
também utilizados para determinacdo de HAP em emissdes de motores a
diesel [89]. Extracdo de HAP de material particulado com diametro inferior a 10
um (Particulate Matter — PM10) de area residencial e industrial pode ser feita
utilizando ciclohexano como solvente e analise em sistema GC/MS [90]. Pode-
se realizar também determinacéo de HAP em material particulado de zona rural
[91].

O desenvolvimento de dispositivos com membrana semipermeavel
(Semipermeable Membrane Device — SPMD) tem permitido a amostragem
passiva de HAP presentes no ar [92, 93]. Esta técnica possibilita a amostragem
de HAP e nitro-HAP em ar de regides urbanas e rurais, seguida de extracao

com ciclopentano/diclorometano e andlise por GC/MS [94].
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A extracdo térmica (ET) com posterior analise por GC/MS €& um método
alternativo para determinacdo de HAP em material particulado. Extragdes
tipicas requerem temperaturas da ordem de 300° C. Com esta metodologia,
pode-se avaliar a extensao da retencdo dos HAP de altas massas molares pelo
material particulado principalmente os provenientes de regides urbanas,
contendo altos teores de carbono [95]. Pode-se determinar HAP em aerossol
por introducdo direta da amostra e dessorcéo térmica em um sistema GC/MS
convencional [96]. A técnica de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(Atmospheric Pressure Chemical lonizatio — APCI) tem sido adaptada para
determinacdo de HAP em ar ou material particulado por introducéo direta da
amostra [97].

E possivel também identificar e quantificar HAP e oxi-HAP em material
particulado através de Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente
(Compreensive Two-dimensional Gas Chromatography — GCxGC) com
detectores FID e MS. Amostradores de grandes volumes coletam o material
particulado em filtros de fibra de vidro, os analitos séo extraidos em sistema de
extracdo em fase sdlida para melhorar o limite de deteccdo [98]. A técnica
GCxGC facilita a resolucdo dos picos gerados por matrizes complexas como é
o caso do ar atmosférico. Esta técnica apresenta grandes potencialidades para

identificar e quantificar analitos em amostras ambientais [99 -101].

2.5 Analise de Benzeno no Ar Expirado

Os primeiros relatos da utilizacdo do ar expirado para avaliar exposi¢ao
ocupacional sdo de 1930, desde entdo varios estudos vem sendo realizados
mostrando as aplicacdes da técnica na area clinica e toxicologica. A aplicacao
mais comum € a analise do etanol no ar expirado de motoristas no transito.
Além disso, a andlise do ar expirado pode ser utilizada para diagnosticar
doencas tais como céancer, diabetes, cardiopatias e distarbios inflamatérios
[102].
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As rapidas trocas gasosas que ocorrem nos pulmdes permitem a
eliminacdo de substancias com altas pressdes de vapor e baixa solubilidade no
sangue. O equilibrio que se estabelece entre as fases sangue capilar pulmonar
e ar alveolar permite correlacionar as concentracdes de benzeno presente em
cada uma dessas fases, através do coeficiente de particdo sangue e ar alveolar
que é de 7,4 [103]. Fatores tais como difusdo, adsorcdo, ventilacéo,
temperatura, técnica de expiracdo, metabolismo e composi¢cdo do sangue
influenciam o equilibrio de fases nos pulmdes e, portanto, a concentracdo no ar
expirado [104].

Alguns trabalhos tém demonstrado correlagdes significativas entre as
concentragdes de benzeno no ambiente e no ar expirado, tais como os estudos
efetuados com mecanicos [105], fumantes ativos [106] e fumantes ativos e
passivos [107]. Devido a meia vida relativamente curta do benzeno no
organismo, as correlacdes obtidas entre a concentragcdo no ambiente e no ar
expirado devem refletir a exposicdo ha algumas horas que precedem as
medicdes [108]. As baixas concentracdes e flutuacbes que frequentemente
ocorrem nos ambientes ocupacionais requerem técnicas analiticas de elevada
sensibilidade. A avaliacdo da exposicdo ocupacional pode ser durante a
jornada de trabalho, ao final da jornada e na manh&@ seguinte a jornada.
Medidas realizadas durante a jornada de trabalho refletem as condi¢cdes no
momento da amostragem. MedicOes feitas ao final da jornada refletem as
variacfes de exposicdo que podem ocorrer durante o periodo de trabalho e as
medidas na manhad seguinte refletem a exposicéo integral do dia anterior a
amostragem [109].

Um modelo proposto para a expiracdo de substancias quimicas (Figura
2.5) divide o processo em trés etapas. A primeira etapa (I) contém o ar do
espaco morto que contém pouca quantidade da substancia. Na etapa (Il)
ocorre um aumento brusco da concentracdo até que ocorra uma estabilizacao
da concentragdo alveolar na etapa (Ill). Nessa ultima etapa, ha a liberacdo
continua da substancia dos alvéolos. Uma diminuicdo abrupta da concentracdo
€ observada ap0s a terceira etapa devido a diluicdo provocada pela inalagdo do

ar.
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10 Seaundos

Figura 2.5 — Perfil da excrecao pulmonar de um solvente para uma expiracao
simples [104].

O ar expirado, portanto, € uma mistura composta por ar de diferentes
regides do pulméo. O ar alveolar geralmente é cerca de dois tercos do volume
total do ar expirado. Para amostragem do ar alveolar, deve-se desprezar o
primeiro fluxo, que geralmente esta diluido pelo ar retido no espaco morto do
trato respiratorio (boca, nariz, faringe, traquéia e brénquios). Alguns fatores
podem alterar a concentracdo das substancias no ar expirado, tais como a
velocidade de difusdo dos gases através da membrana alvéolo-capilar, o
metabolismo, o gradiente de temperatura das vias aéreas, a composi¢cdo do
sangue e a cinética de absorcao e eliminacdo [110]. Dentre as metodologias
para biomonitoramento do benzeno ndo metabolizado, a determinacdo no ar
expirado apresenta a vantagem de ser uma técnica ndo invasiva além da

menor complexidade da matriz em relagcdo ao sangue e a urina.
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2.6 Técnicas para Amostragem de Compostos Volateis no Ar

A amostragem de Compostos Organicos Volateis (Volatile Organic
Compounds — VOC) no ar é um desafio permanente, pois essa matriz
apresenta caracteristicas tais como baixa densidade (1,2 kg m™ a 273 K e
101,3 kPa), heterogeneidade, complexidade, composicdo fortemente
dependente das condi¢cdes meteorologicas e geogréficas, grande capacidade
de difusédo e reatividade. Os VOC geralmente estdo em concentracdes muito
baixas com valores tipicos em niveis de parte por bilhdo em volume, o que
geralmente requer uma etapa de pré-concentracdo. As estratégias de
amostragem variam de acordo com o0s objetivos do estudo, tipo de amostra,
faixa de concentracdo, sensibilidade, exatiddo, precisdo, interferentes,
portabilidade e custo [111]. A Figura 2.6 mostra uma classificagdo geral das
técnicas utilizadas para amostragem e analise de VOC no ar.

| |

métodos métodos com
diretos pré-concentragio
pressurizagdo ||  vacuo Sorgéo Membrana Solvente
l
| ] ! ] |
Extragdo em
fase sélida SPME MIMS| | MESI bulbos tubos
Bombas Difusdao
Radial Axial

Figura 2.6 — Classificacdo das técnicas para amostragem e analise de VOC no

ar.
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Nas técnicas diretas podem ser utilizados varios tipos de receptaculos
tais como seringas, bulbos de vidro, sacos plasticos e recipientes de metal
[112]. A amostragem pode ser realizada no modo passivo se a pressao interna
do recipiente for menor que a pressdo atmosférica ou no modo ativo pelo uso
de bombas. Apdés a amostragem, o ar é transferido completamente para o
sistema de andlise. A amostragem passiva € muito simples e permite a coleta
de vérias amostras simultaneas. No modo ativo, o uso de bombas propicia o
trabalho com grandes volumes, porém compromete a portabilidade. Ambos os
modos estéo sujeitos a perdas por permeacao e instabilidade da amostra, além
da necessidade de limpeza rigorosa para evitar contaminacoes e efeitos de
memoria [113].

Nas técnicas com pré-concentracdo os VOC podem ser coletados por
sor¢cdo, membrana, ou solvente. Extracdo em fase sélida (Solid Phase
Extraction — SPE) e SPME séo as principais técnicas que utilizam o principio de
sorcao. Na extracdo em fase solida, os VOC séao retidos em tubos preenchidos
com sorventes adequados. Carvao ativado, carbono grafitizado, peneiras
moleculares e polimeros porosos sdo materiais comumente utilizados para este
propésito [114]. Os sorventes podem ser solidos (processo de adsorcéo) ou
liquidos (processo de absorcéo). A selecdo do sorvente apropriado depende
principalmente das propriedades fisico-quimicas dos VOC de interesse e das
caracteristicas do proprio sorvente. Combinacdes de sorventes podem ser
utilizadas para aumentar a eficiéncia do processo e diminuir perdas dos
analitos. Perdas também ocorrem devido a reacdes com o0 ozbnio e a
humidade [115].

Com a técnica SPE é possivel realizar a amostragem no modo ativo ou
passivo. No modo ativo, o ar € bombeado com um fluxo constante (0,01 a 1400
L min™) para um tubo metdlico contendo o sorvente apropriado. Por este
processo, a eficiéncia da pré-concentracdo aumenta para uma grande
variedade de VOC. A principal desvantagem € a necessidade do uso de

bombas e medidores de fluxo, que devem estar devidamente calibrados.
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No modo passivo, a amostragem é realizada através de um pequeno
tubo contendo o sorvente que € exposto ao ar [116]. Devido a elevada
afinidade dos VOC presentes no ar pelo sorvente ocorre um gradiente de
difusdo (radial ou axial) destes compostos no sorvente. Através deste processo
€ possivel realizar amostragens integradas por variados periodos de tempo. Na
amostragem passiva ocorre uma menor pré-concentracdo em relacdo ao modo
ativo e ha uma maior sensibilidade as flutuagcbes de temperatura e
movimentacao do ar [117]. A extracdo dos VOC coletados no sorvente ocorre
por dessorcdo térmica ou com solvente. A principal desvantagem do uso de
fases sélidas adsorventes € a necessidade da posterior extracdo do analito
com a utilizacdo de solventes, o que pode provocar uma diminuicdo da
sensibilidade analitica, além de aumentar o risco de contaminacdo ambiental e

ocupacional.

Na tentativa de contornar algumas deficiéncias das técnicas de extracao
por sorventes, tem sido propostas varias alternativas como a extracdo por
fluidos supercriticos, extracdo liquido-liquido e extracdo por membranas [118].
Estas membranas geralmente sdo compostas por uma estrutura de silicone
qgue retém os analitos de forma seletiva. A analise posterior € realizada por
espectrometria de massas com introducdo via membrana (Membrane
Introduction Mass Spectrometry — MIMS). Com esta técnica, € possivel
monitorar VOC em tempo real devido a rapidez de resposta, além da grande
capacidade de miniaturizacdo pelo uso de analisadores de massas com
dimensdes submilimétricas [119]. HA também a possibilidade de se combinar
varias membranas em um mesmo dispositivo multimembrana ou combinar uma
membrana com um sorvente (Membrane Extraction with a Sorbent Interface —
MESI) [120]. Esta técnica apresenta grande capacidade de enriquecimento,
elevado potencial de automacdo e diversas aplicacdes ambientais e

ocupacionais [121].
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Na pré-concentracdo com solventes, os VOC s&do absorvidos
irreversivelmente em uma fase liquida através do processo de quimiossorc¢ao.
Bulbos e tubos séo preenchidos com o solvente e substancias adequadas para

reacao com os VOC de interesse.

Com essa técnica, € possivel amostrar grandes volumes de ar,
compostos com altos pontos de ebulicdo e espécies reativas [122]. A principal
limitacdo esta no fato de que o solvente pode ser facilmente contaminado pelos
VOC presentes no ambiente, além da grande producdo de residuos de

solventes.

2.7 Amostragem por Microextracdo em Fase Solida

Uma técnica que tem demonstrado ser de grande eficiéncia para
amostragem de compostos volateis e semivolateis no ar e em varias matrizes
complexas é a Microextracdo em Fase Sélida (Solid Phase Microextraction —
SPME). A técnica além de dispensar o uso de tubos, bulbos e bolsas conjuga
amostragem e pré-concentracdo em uma Unica etapa. O primeiro dispositivo de
SPME foi desenvolvido por Pawliszyn e colaboradores [123]. A atual
configuragdo, mostrada na Figura 2.7, consiste de uma haste de silica fundida
com 10 mm de comprimento recoberta com uma fase polimérica — polar ou
apolar — com diversas espessuras de acordo com a aplicacdo. A haste pode

ficar exposta ou recolhida em uma agulha de aco por meio de um émbolo.

Ajuste de profundidade Agulha

— =
En{)olo / Fibra

Suporte

Figura 2.7 — Componentes do dispositivo manual de SPME. Adaptado [123]
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O principio da técnica de SPME é o equilibrio do analito entre a matriz e
a fase polimérica que recobre a haste de silica. Se a fase polimérica for liquida
h& absorcdo do analito e se estabelece um equilibrio de particdo que é afetado
pela espessura do filme polimérico e pelo tamanho do analito. Em fases
poliméricas sélidas, a retencdo do analito ocorre nos sitios ativos da fibra e o
equilibrio de adsorcdo que ocorre depende, principalmente, do tamanho dos
poros. Apos a fase de extragcdo, o analito é dessorvido termicamente no injetor
do cromatografo. Atualmente, sdo comercializadas fibras com espessuras de

fases, polaridades e composicdes variadas como mostra a Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Principais caracteristicas das fibras utilizadas em SPME.

i Espes- Temperatura
Composicgéo da Fase Pd0|g” Processo surade de dessorgéo Aplicacdo
ace Fase (um) (°C)
100 200 - 270 Volateis
. Semivolateis
Polidimetilsiloxana (PDMS) apolar | Absorgao 30 200 - 270 apolares
7 200 - 270 Sem_lvolatels
semipolares
C 60 200 - 270 Volateis e
Polidimetilsiloxana/ polar Adsorcao
Divinilbenzeno (PDMS/DVB) 65 200 - 270 n&0 volateis
Carboxen/ Polidimetilsiloxana = o
(CX/PDMS) polar Adsorcao 75 240 - 300 Volateis
Carbowax/Divinilbenzeno polar/ Adsorcao . Volate
(CW/DVB) apolar Absorcao 65 200 - 260 Polares is
Divinilbenzeno/Carboxen/ Polar/ = o
Polidimetilsiloxana (DVB/CX/PDMS) | apolar | Adsoredo | 50730 230 -270 Volateis
Poliacrilato (PA) polar Absorcao 85 220 - 310 Volateis
polares

Fonte: adaptado [124]

A amostragem por SPME pode ser utilizada com a fibra recolhida na
agulha ou exposta. Para a fibra exposta, no processo de absorcéo, a massa do
analito extraida é proporcional a concentragdo do analito na amostra de acordo

com a expresséo 2.1.
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Y K. Ve V.C
KU+l (2.1)
Onde: n =numero de moles absorvidos;
K = coeficiente de particao fibra/amostra;
V¢ = volume da fibra;
Vs = volume da amostra;

C = concentracao do analito na amostra.

Para grandes volumes da amostra (K.V; << Vs ), a expressao 2.1 pode

ser simplificada para:
n=K.\V:.C (2.2)

mostrando que neste caso a quantidade de analito ndo depende do volume da

amostra [124].

O modelo para amostragem por adsorcdo com a fibra exposta se baseia

na reacao que ocorre entre o analito (A), o sitio ativo (S) e o analito adsorvido

A+S =Auy (2.3)

Em condi¢Bes de equilibrio, a constante em fase adsorvente (W) é dada

pela expresséo 2.4:
[AEE'J
[A].[5]

Y= (2.4)

Onde: [Aad] = concentracao do analito adsorvido;
[A] = concentracdo do analito na matriz;

[S] = concentracao de sitios ndo ocupados na fase solida.
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A adsorcdo € um processo competitivo no qual espécies com baixa
afinidade pela fibra podem ser substituidas por aquelas de alta afinidade. Uma
interface se forma entre o ar e a fibra, quando essa é exposta ao ar em
movimento. Os analitos sdo transferidos do ar para a superficie da fibra via
difusdo molecular. A concentracdo dos analitos no ar pode ser considerada
constante quando ha um curto periodo de amostragem e um fornecimento
constante de analito por convecgdo. Como mostra o grafico da Figura 2.8,
guando o processo se inicia a concentracdo do analito proxima a superficie da

fibra pode ser considerada igual a zero [125].

~~.__— Silica Fundida

[ >}
__,.»——j}lf"/ Poros
bl —— !
:_\\\/ Movimento do ar
N —
i D, :'//——
L|! A
: =
\'"i\Superﬁcie dafibra
1 Interface
D
11,}_, Pl " Car
a //
a)lrﬁ Cs
e

Figura 2.8 — Processo de extracdo por adsor¢do com SPME utilizando fibras
porosas. Adaptado [125].

A quantidade de analito (m) extraida durante o tempo (t) de exposi¢ao
pode ser expressa por:

o= 1n((21;Tf géﬁ/b) Jy &0 i
(2.5)
Onde: Dg = coeficiente de difusdo molecular na fase gasosa (cm? s™);
L = comprimento da fibra(cm);

b =raio externo da fibra (cm);
Car = concentracdo do analito no ar (ng cm™);

O® = espessura da interface (cm).
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A extracdo por SPME pode ser feita pela imersédo direta da fibra na
matriz ou por headspace [126]. Na extracdo por imersdo, o analito é
transportado diretamente da matriz para a fibra. A fibra pode ser usada com
protecdo, isto é, ser recoberta por uma membrana, que evita a sorcdo de
outros compostos da matriz, o que torna a analise mais seletiva. Para matrizes
aguosas, deve-se proceder a uma agitacédo para facilitar o processo de difusao
do analito para a fibra. Quando a matriz € muito complexa ou suja, usa-se uma

membrana.

Na técnica de headspace, a amostra soélida ou liquida € colocada em um
frasco de vidro que é entdo lacrado. A fibra é exposta no topo do frasco sem
contato direto com a amostra, assim os analitos volateis entram em equilibrio
com a fibra (Figura 2.9a). Alternativamente, pode-se utilizar o frasco de
headspace para expor a fibra diretamente na amostra liquida (Figura 2.9b).

Suporte SPME Suporte SPME

Lacre Fibra exposta Lacre

vapores do - Flbriameeaizgsta
Frasco de headspace analito Frasco de headspace
amostra
amostra liquida
solida ou liguida

() (b)

Figura 2.9 — Representacdo da extracdo por SPME no modo headspace (a) e

por imerséo direta (b). Adaptado [126].

Vérias modificacdes ja foram introduzidas nessa técnica para melhorar o
desempenho da extracdo. O uso de bombas tem sido proposto para aumentar
a pressédo e acelerar a extracdo em amostras solidas. A passagem de um fluxo
continuo de géas de arraste inerte no frasco de headspace facilita a remocao de

compostos menos volateis.
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O aquecimento da agua diminui sua constante dielétrica e facilita a
remoc¢do dos compostos mais apolares da amostra. Aqguecimento da agua e
resfriamento interno da fibra aumenta o coeficiente de distribuicdo e melhora a

extracdo de compostos volateis.

Para resfriamento interno foi proposto a utilizacdo de gas carbdnico
liquido (Figura 2.10) que percorre internamente um tubo capilar revestido
externamente com a fibra [127]. Como a particdo entre o analito e a fibra € um
processo exotérmico, o resfriamento favorece a recuperacdo dos analitos,
principalmente, dos mais volateis. Entretanto, esta modificacdo apresenta
limitagBes tais como baixa capacidade de resfriamento do gas carbbnico, uso

de bomba, e comprometimento da portabilidade.

Tubo capilar
- - Saida de C02
Entrada de C02 —» ~

liguido

44— Seringa

Headspace

Amostra

Aquecimento

Figura 2.10 — Representacdo da extragao por SPME no modo headspace com
fibra resfriada internamente. Adaptado [127].

O modo headspace permite modificacbes na matriz sem danificar a fibra.
Fatores como temperaturas, agitagdo, tempo de exposicdo, e forgca ibGnica
exercem influéncia na eficiéncia de extracdo. Apds extracédo, a fibra é recolhida
e levada diretamente ao injetor do cromatégrafo para dessorcdo. Para
armazenar a fibra até o momento da analise, deve-se resfria-la para minimizar

perdas por volatilizacéo.
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Muitos compostos polares presentes em matrizes complexas sdo de
dificil extracdo, nessas situacfes a técnica da derivatizacdo pode ser
conjugada com a SPME para facilitar o processo [128]. Uma das maneiras
mais simples de derivatizacdo é a adicdo do agente derivatizante diretamente
no frasco contendo a matriz. Apés completar a reacao, a fibora de SPME é
exposta para extracdo do analito derivatizado. Alternativamente, faz-se uma
derivatizacdo da fibra de SPME com um reagente derivatizante adequado e
logo em seguida expde-se a fibra derivatizada a matriz para que o analito

possa ser extraido [129].

A amostragem do ar expirado por SPME pode ser feita pela expiracédo
direta na fibra ou pela expiracdo em bolsas e recipientes com extracao
posterior. A primeira aplicacdo de SPME para analise do ar expirado descrita
na literatura [130], teve como objetivo determinar etanol, acetona e isopreno.
Foram testadas quatro fibras diferentes com variagcdes de temperatura, tempo
de extracdo e umidade para avaliar a sensibilidade da técnica. A coleta do ar
expirado foi realizada com auxilio de um tubo de teflon adaptado ao dispositivo
de SPME (Figura 2.11), o tempo de expiragao utilizado foi de 30 segundos para

coleta do ar alveolar.

Dispositivo de SPME . B ) Bocal pf expiragéo
Qrificio pi saida do ar expirado

 —— W e 0]

Fibra exposta

Tubo de Teflon
Figura 2.11 — Representacdo do dispositivo de SPME com adaptacdo para
amostragem do ar expirado. Adaptado [130].

Recentemente muitos trabalhos tém sido realizados utilizando SPME
para amostragem de diversos tipos de VOC no ar como clorobenzenos [131],

organofosfatos [132], aldeidos [133], pesticidas [134], e fragrancias [135].
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Entretanto, ainda ha poucos trabalhos que fazem uso dessa técnica para
amostragem de hidrocarbonetos aroméaticos no ar ambiente e no ar expirado. A
Tabela 2.5 mostra publicacdes recentes que utilizam a SPME para amostragem

destes compostos em matrizes gasosas.

Tabela 2.5 - Publicacbes recentes com amostragem por SPME de

hidrocarbonetos aromaticos no ar ambiente e no ar expirado.

ANALITO(S) MATRIZ REFERENCIA
Benzeno, tolueno, etilbenzeno e Ar interno e externo [136]
xilenos
Benzeno e alcanos Ar expirado [137]
Benzeno, tolueno, alcanos, e Ar interno [138]
aldeidos
Benzeno Ar expirado [139]
Benzeno Ar expirado [140]
Benzeno Ar expirado e ambiente [141]
Hidrocarbonetos aromaticos Ar externo (material [142]
policiclicos particulado)
Hidrocarbonetos aromaticos Ar externo (material [143]
policiclicos particulado)
Hidrocarbonetos aromaticos Ar externo (Diesel [144]
policiclicos particulado)
Hidrocarbonetos aromaticos Ar externo (Diesel [145]
policiclicos particulado)

A técnica de SPME apresenta um alto potencial para determinacao de
volateis no ar ambiente e expirado, pois combina em uma Unica etapa
amostragem e pré-concentracdo e permite a dessorcdo direta no injetor
cromatografico. Reutilizacdo da fibra, facilidade de operagdo e automacéo,
pequenas perdas da amostra, facilidade de transporte e armazenamento sao
algumas das vantagens adicionais da SPME. Entretanto, a calibracdo é uma

etapa critica na amostragem dos VOC por SPME, pois é necessario utilizar

padrées gasosos, que simulem o ambiente de interesse [146].
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2.8 Geracao de Padrbes Gasosos

Para determinacdo de compostos volateis no ar com amostragem por
SPME € necessario utilizar padrbes gasosos que simulem o ambiente de
interesse. Em analises ambientais, estes padrbes devem ser obtidos com
concentragbes muito baixas — tragos e ultratragos. Existem varios métodos
para a geracdo de padrdes gasosos. Eles podem ser estaticos ou dinAmicos
[147].

Nos métodos estaticos uma quantidade conhecida da substancia padréao
liquida ou gasosa é misturada com um volume conhecido de gas em condigbes
especificas. Os recipientes utilizados para a preparacdo desses padrbes
devem ser de materiais, que apresentem o minimo de interacdo possivel com
os padrfes utilizados. Os recipientes rigidos sdo geralmente de plastico, vidro
ou metal. Os flexiveis séo bolsas plasticas de Teflon, polietileno, Mylar, Tedlar,
Saran e Scothpak. Os métodos estaticos podem ser barométricos,

volumétricos, e gravimétricos [148].

O método barométrico, ou das pressoes, utiliza um mandmetro de alta
precisdo para medir a pressdo do gas no interior do recipiente. Para gases
ideais, a concentracdo de um dado componente sera calculada pela lei de
Dalton das pressdes parciais. Se a mistura gasosa nao apresentar
comportamento ideal, é necesséario introduzir correcbes. No método
volumétrico, um recipiente de volume conhecido sob pressdo atmosférica e
temperatura ambiente é preenchido com o padrdo gasoso puro, e a
concentracdo é calculada supondo comportamento ideal do gas. No método
gravimétrico ou método absoluto, os componentes da mistura gasosa séo

pesados em balanca de grande precisdao e a concentragdo € calculada em

fragdo molar do componente de interesse [149].

Ha também meétodos estaticos que preparam padrdes sob pressao
atmosférica mediante diluicbes. O método da diluicdo exponencial utiliza uma

pequena quantidade do analito em um frasco de volume conhecido por onde
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passa um gas diluente sob agitacdo constante [150]. Os métodos estaticos sdo
utilizados para geracdo de pequenos volumes em concentragdes nao muito
baixas. Interacdbes com as paredes dos recipientes, condensacbes de
compostos com baixa pressdo de vapor e o elevado nivel de exatidédo
requerido sdo algumas das limitacbes mais comuns dos métodos estaticos
[151]. Entre suas principais vantagens estdo o baixo custo, simplicidade do
material, facilidade de operacéo e portabilidade.

Os métodos dinamicos utilizam um fluxo constante de gas que é
contaminado pela geracéo controlada do padréo de interesse. A contaminacao
do gas diluente pode ser por mistura de fluxo de gases, injecéo, difusao,
permeacdo, evaporacao, eletroquimica ou reacfes quimicas [152, 153]. Os
sistemas de geracdo de padrdes gasosos possuem em comum uma valvula
para controle do fluxo do gas diluente, uma camara de mistura contendo os
padrées de interesse e uma unidade de amostragem. A camara de mistura e a
unidade de amostragem devem ser mantidas a temperatura constante, nao

necessariamente igual.

No método da mistura de fluxos, dois ou mais gases sao misturados
através de fluxdmetros adequados. No método da injecdo, gases ou liquidos
sao injetados em velocidade constante através de uma seringa automatica ou
manual, em um fluxo continuo do gas diluente. Em se tratando de liquidos
pouco volateis, € necessario um pré-aquecimento para facilitar a volatilizacéo.
O método da difusdo se baseia no principio de que gases e vapores
apresentam velocidade de difusdo constante através de tubos capilares quando
pressdo, temperatura, geometria do tubo e fluxo do gas diluente sédo constantes
[154]. O vapor que emerge do tubo de difuséo é diluido pelo gas de arraste que
passa em fluxo constante pela camara de difusdo. A concentracdo pode ser

controlada pelo fluxo do gas diluente ou pela temperatura do tubo de difusao.

O método de evaporacao é bastante simples e se baseia na passagem
de um fluxo do géas diluente sobre uma camada do padrao liquido. Sua principal
limitacdo € o baixo fluxo do gés diluente necesséario para manter o processo de

saturacdo. Nos métodos eletroquimicos o padréo gasoso é produzido por uma
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eletrdlise através de uma corrente constante. Padrées também podem ser

obtidos através de reag6es quimicas tais como pirélise e oxidacao catalitica.

Nos métodos de permeacdo o padrdo é colocado em tubos lacrados de
plasticos ou borracha de silicone. Esses materiais permitem que as espécies
guimicas possam escapar por dissolucdo e permeacdo com uma velocidade

gue obedece a lei de Fick [155].

A
P= D'S(pl - pz)t (2.6)

Onde: p = taxa de permeacao;
D = coeficiente de difusao;
S = constante de solubilidade;
p1 € p2 = pressao parcial nos dois lados da membrana;
A = area superficial da membrana;

L = espessura da membrana.

A concentracdo do padrdo no fluxo de gas diluente é calculada pela
expressao 2.7 [156].

c=21000 2.7)
Q

Onde: C = concentracdo do padrdo no gas diluente (ng L™);
p = taxa de permeacdo do tubo (ng min™);

Q = Fluxo do gas diluente (mL min™) a 298 K e 101,3 kPa.

Os tubos de permeacdo podem ser de uma ou de duas fases. Os tubos
de uma fase sdo preenchidos com um gas padrdo ou uma mistura de gases
com pressdo maior ou igual a pressdo atmosférica. Nos tubos de duas fases,

tem-se o padrao solido, liquido ou gas liquefeito e o seu vapor.
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Para confeccéo dos tubos de permeacéo, utilizam-se materiais tais como
Polietrafluoretileno (PTFE), borracha de silicone, polipropileno (PP), poliéster,
fluoreto de polivinila, nylon e polietileno [157, 158]. Coloca-se certa quantidade
do padrao soélido, liquido ou gasoso dentro do tubo, como mostra Figura 2.12.
O tubo é fechado e mantido a temperatura constante por um periodo de 1 a 3

semanas para que a taxa de permeacao se estabilize [159].

Tampa

Fase gasosa
‘_7

. Membrana permeavel
Comptimento

ativo do tubo

Fase liquida

Tampa

Figura. 2.12 - Representacdo esquematica de um tubo de permeacdo com

duas fases.

A taxa de permeacdo geralmente €& determinada pela técnica da
termogravimetria. Através de curvas termogravimeétricas, observa-se a perda de
massa do sistema em funcédo da temperatura sob fluxo constante. Manter a
temperatura do tubo e o fluxo de géas diluente constantes é essencial para obter
uma taxa de permeacéo constante. A precisdo do controle de temperatura deve
ser da ordem de = 0,1°C para alcancar uma exatiddo de 1% na medida da
concentragdo do padrdo. Atualmente hd uma grande variedade de tubos de
permeacdo disponiveis comercialmente, cobrindo faixas de concentracdo da

ordem de 50 pbb até 5000 ppm em um unico estagio de dilui¢ao.

Para manter os tubos de permeacao em condi¢cdes de uso, eles devem
ser acondicionados sempre na temperatura de calibracdo, em fluxo constante
do gas diluente, mesmo quando nao utilizados. Deve ser observada sempre a
sua data de validade para que a vida util ndo seja excedida. O tempo de vida
atil de um tubo de permeacdo depende da quantidade do padrdo colocada

dentro dele, do seu volume e da taxa de permeacao. Tubos com altas taxas de
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permeacdo apresentam prazos de validade relativamente menores. Dentre as
principais desvantagens dos tubos de permeacdo, pode-se citar o longo
periodo inicial de indugcdo, o alto custo, a necessidade de um sistema
adequado para controle rigoroso de temperatura e fluxo, e a emisséo

ininterrupta do analito pelo tubo.

Entretanto versatilidade, facilidade de operacéo, disponibilidade para um
grande numero de substancias, producdo de baixos niveis de concentracdo
sdo caracteristicas, que tornam o método de permeacdo, particularmente
atraente. Além disto, o0 método de permeacdo néo limita o volume da mistura
gasosa obtida e os indesejaveis efeitos de adsorcdo pela superficie sdo

minimizados devido ao fluxo continuo do gas de diluicdo [160].

2.9 Métodos Quimiométricos

A quimiometria aplica métodos estatisticos e matematicos para extrair
informacGes de dados quimicos. Atualmente esta ferramenta € indispensavel
para planejar experimentos, selecionar variaveis, melhorar rendimentos, avaliar
materiais, comparar condi¢des, reduzir tempo de execucdo e custos. A seguir
estdo descritos o0s principais métodos quimiométricos utilizados em

planejamentos experimentais, selecao, classificacdo e agrupamento.

2.9.1 Planejamento de Experimentos

Ao planejar experimentos, é fundamental a utilizacdo de estatistica para
determinar quais as variaveis exercem influéncia no desempenho de
determinado processo e as influéncias reciprocas que se estabelecem entre as
variaveis avaliadas [161]. A primeira etapa em um planejamento experimental
consiste em se estabelecer os objetivos do experimento. Para cada objetivo
deve haver um planejamento mais adequado, pois um experimento bem

planejado deve fornecer exatamente a informagao procurada.
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A proxima etapa do planejamento é identificar os fatores e as respostas.
Os fatores sdo as variaveis que poderdo afetar as respostas e estas sao as
variaveis de saida do sistema. Tanto os fatores quanto as respostas podem ser
qualitativos ou quantitativos. Apés a selecdo dos fatores e das respostas de
interesse, devem-se especificar o0s niveis, de forma qualitativa ou

quantitativamente, em que cada fator serd experimentado.

Para efetuar um planejamento com o minimo de experimentos Sao
empregados planejamentos fatoriais completos ou fracionarios. Nos
planejamentos completos com dois niveis, o0 nuimero de experimentos é
calculado por 2%, onde k é o nimero de fatores. Para experimentos com mais
de 4 fatores, o nUmero de experimentos aumenta consideravelmente, portanto
nestes casos é mais adequado utilizar um planejamento fatorial fracionado, que
corresponde a uma fracdo do niumero de ensaios do planejamento completo.
Os planejamentos fatoriais permitem prever as interacdes entre os fatores e,

portanto, selecionar as interacdes mais significativas.

ApOs selecionar as variaveis mais relevantes através do planejamento
fatorial, pode-se recorrer a Metodologia de Superficies de Resposta (MSR)
para atingir uma regido ou dominio 6timo das variaveis selecionadas [162]. As
metodologias de superficie de respostas comumente utilizadas sdo Composto
Central ou Box-Wilson, Box-Behnken, e Doehlert. Os algoritmos dessas
metodologias apresentam duas etapas distintas — modelagem e deslocamento
— gue sao repetidas tantas vezes quantas forem necessarias, até alcancar a
regido Otima. Para modelagem, os resultados obtidos do planejamento fatorial

sao ajustados a modelos lineares ou quadraticos.

Os planejamentos de experimentos através da metodologia das
superficies de resposta devem apresentar algumas caracteristicas
fundamentais como namero reduzido de experimentos, valores minimos dos
residuos deixados pelo modelo, capacidade de detectar falta de ajuste, boa
visualizagcéo grafica dos resultados e capacidade de distribuir a informacéo na

regido experimental [163].
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O planejamento composto central € uma MSR utilizada para verificar a
curvatura na superficie de resposta e todas as variaveis sdo estudas com o
mesmo numero de niveis. O planejamento Box-Behnken exige um minimo de
trés variaveis, apresenta rotatividade, e necessita de menos experimentos que

0 planejamento composto central.

O planejamento Doehlert pode trabalhar a partir de duas variaveis, e os
niveis estudados podem diferir para as variaveis. Este planejamento possui
rotatividade, e requer menor nimero de experimentos em relagdo aos demais
planejamentos. A Tabela 2.6 mostra a eficiéncia e o numero de experimentos
dos principais modelos de otimizacdo em funcdo do numero de variaveis e do
namero de termos utilizados. Esta Tabela ndo considera repeticbes do ponto
central (C). Em um planejamento Doehlert, a resposta experimental (Y) em

funcdo das variaveis (X; e X;) € dada pela equacéo:

Y = Do + by (X1) + bz (X1) (X1) + b3 (X2) + ba (X2) (X2) + bs (X1) (X2) (2.8)

onde by é 0 termo constante, b; e bz sdo os coeficientes dos termos lineares, b,
e b, sdo os coeficientes dos termos quadraticos e bs é o coeficiente de
interacdo entre os dois fatores. Nestas condigbes a eficiéncia do modelo

Doehlert € maior que a do Composto Central.

Tabela 2.6 — Numero de experimentos e eficiéncia dos planejamentos

Composto Central, Box-Wilson, Box-Behnken, e Doehlert.

Numero de Experimentos Eficiéncia do modelo
N de N"de Composto Box Doehlert
varidveis  termos C(():mposlto B ?10):(_ Doehlert. Central Behnken
K D kentra e2 nken K2 +k+C
2°+2k+C 2k*-2k+C p/N

2 6 9 - 7 0,67 - 0,86
3 10 15 13 13 0,67 0,77 0,77
4 15 25 25 21 0,60 0,60 0,71
5 21 43 41 31 0,49 0,51 0,68
6 28 77 61 43 0,36 0,46 0,65

Fonte: adaptado [164].
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Para processamento dos resultados dos planejamentos experimentais é
necessario utilizar softwares adequados. Atualmente existem varios softwares
disponiveis comercialmente e, alternativamente, podem ser utilizadas planilhas

eletrbnicas [165].

2.9.2 Analise de Componentes Principais e Analise Hierdrquica de
Agrupamentos

A Andlise de Componentes Pricincipais (Principal Components Analysis
— PCA) e a Analise Hierarquica de Agrupamentos (Hierarchy Clusters Analysis
— HCA) sdo métodos ndo supervisionados utilizados para extrair informacdes
de conjuntos de dados pela analise dos agrupamentos formados pelas
amostras. Estas técnicas sdo consideradas exploratorias, pois conclusdes

gerais sao tiradas a partir de dados coletados [166].
A Figura 2.13 ilustra o método PCA aplicado a vérias amostras em um

sistema de coordenadas com duas variaveis — v; e v,. Cada ponto representa

uma amostra com as coordenadas de cada variavel.

PC1

Scores

loadings

Y

Vi

Figura. 2.13 — Representacdo de amostras em um sistema de coordenadas
com duas variaveis e mudanca para um novo sistema de variaveis com

Componentes Principais (PC1 e PC2).
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Um novo sistema de coordenadas é construido pela passagem de novos
eixos ortogonais denominados componentes principais (Principal Components
— PC), direcionados de forma a conter o maximo de variancia possivel para as

amostras represe ntadas.

Com as projecdes (scores) de cada amostra nos novos eixos, forma-se a
matriz de scores (S). Os co-senos (loadings) das componentes de cada
variavel formam a matriz de loadings (L). A matriz dos componentes principais
(PC) é calculada pela equacéo:

PC=S.LT+E (2.9)
Onde: LT é a matriz transposta da matriz de loadings;

E é a matriz dos residuos.

Portanto, ao representar por componentes principais um sistema com
inUmeras variaveis, ndo € necessario mostrar um namero de PC igual ao das
variaveis. Este novo sistema de eixos representa grande parte da informacéo
contida na matriz original. Quanto maior o numero de PC melhor ser4d a
qualidade da informacéo obtida. Para selecionar o nimero de PC que melhor
descreve um sistema sdo utilizados critérios estatisticos tais como a

porcentagem da variancia explicada e validag&o cruzada (eigenvalue) [167].

O método HCA agrupa amostras de acordo com suas semelhancas, que
podem ser avaliadas pelas distancias entre os objetos de andlise. Estas
distancias podem ser calculadas pela distancia euclidiana (d) entre dois objetos

(x), segundo a equacéao:

d = [(X11 — X12)? + (X12 — Xp2)*]H2 (2.10)
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Distincia

Figura. 2.14 — Representacdo do método HCA para a construcdo de um

dendograma.

Para reconhecer os padrbes de similaridade, constréi-se um grafico
bidimensional denominado dendrograma, representado na Figura 2.14. Nos
graficos 1 e 2 desta Figura, as amostras “a” e “b” e “c” e “d” foram unidas
devido a menor distancia entre elas. No grafico 3, sdo formados agrupamentos
pela unido de dois grupos que haviam se formado anteriormente. No
dendograma construido a partir destas distancias, quanto mais proximas as

amostras maior a sua similaridade.

2.10 Validagcéo de Métodos de Ensaios Quimicos

Os resultados de ensaios quimicos fornecem informacdes fundamentais
para diversos segmentos da sociedade. A validagdo de um método € a
confirmacéo objetiva de que os requisitos para determinado uso pretendido s&o
atendidos [168]. A validacdo € necessaria quando novos métodos séo
desenvolvidos para problemas particulares e quando houver a necessidade de

incorporar melhorias ou de se estender o método para um novo problema.
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A validagéo deve ocorrer também se um método estabelecido se alterar
com o tempo, para demonstrar a equivaléncia entre métodos ou ainda quando

um meétodo estabelecido for utilizado em situacdes diferentes [169].

No contexto da validacdo, os meétodos analiticos podem ser
normalizados ou ndo normalizados. Os normalizados sdo aqueles
desenvolvidos por um organismo de normalizagcdo ou outras organizacfes
cujos métodos sejam aceitos. Os ndo normalizados sao desenvolvidos pelo

proprio laboratério ou adaptado a partir de métodos normalizados e validados.

Para adequar um método a determinado uso, deve-se utilizar
parametros de desempenho ou figuras de mérito. Os principais parametros de
desempenho séo linearidade, sensibilidade, efeito de matriz, seletividade,
exatidao, precisdo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, robustez e

estimativa da incerteza.

Um procedimento de validacdo deve ter abrangéncia suficiente para
atender as necessidades de determinada aplicacdo. Os processos de validacéo
sdo efetuados através de estudos colaborativos ou interlaboratoriais ou por
estudos intralaboratoriais. Na validacao interlaboratorial [170], sdo realizados
ensaios, de uma mesma amostra ou amostras idénticas, por um mesmo
método em diferentes laboratorios. As desvantagens desse processo sdo a
dificuldade de escolha dos colaboradores e dificuldades no preparo de
amostras homogéneas. A capacidade de avaliar a reprodutibilidade do método

€ sua principal vantagem.

Na validacao intralaboratorial [171], sdo realizados ensaios em uma
mesma amostra, por um mesmo metodo, em um Uunico laboratorio, sob
diferentes condigcbes em curtos intervalos de tempo. Permite realizar um
namero consideravel de experimentos com diversas combinacfes e avaliar a

maioria dos parametros de desempenho fornecendo resultados rapidos.
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A principal limitacdo estd na avaliacdo da reprodutibilidade. Como os
estudos de validacdo sdo baseados em testes de hipOteses estatisticas, uma
verificacdo das premissas relacionadas aos testes é fundamental para garantir

gue seus principios ndo sejam afetados.

Para os métodos quantitativos de andlise, a calibragdo € um
procedimento que determina a diferenca sistematica entre um sistema de
medida e um sistema de referéncia [172]. Nos ensaios de calibracdo, é
necessario que se estabeleca a dependéncia entre a resposta instrumental ou
variavel dependente e a concentracdo do analito ou varidvel independente. A
linearidade é a habilidade de um método em produzir respostas diretamente

proporcionais a concentracéo do analito, em uma dada faixa de concentracao.

Para determinar a linearidade de um método, utiliza-se a regressao
linear simples através do método dos minimos quadrados. Esse método
procura minimizar a distancia global dos residuos em relacdo a reta
estabelecida pelo modelo. Um residuo é a diferenca entre um valor observado
ou resposta instrumental e a sua estimativa de acordo com o modelo. Quando
ha homoscedasticidade ou distribuicdo constante das variancias das respostas,
0 método dos minimos quadrados ordinarios é adequado para calcular a
equacao de regressdo. Entretanto, quando ha heteroscedasticidade, ou seja, a
variancia das respostas é proporcional a concentracdo, o método dos minimos

guadrados ponderado é o mais indicado [173].

7

O coeficiente de correlacdo () ou de determinacdo (R?) é
frequentemente utilizado para estimar a adequacdo de modelos. Sua
significancia depende do numero de observacdes. Valores do coeficiente de
determinacdo proximos a 1 podem indicar um bom ajuste ao modelo linear.
Quando o modelo linear ndo se mostrar bem ajustado sera necessario amplia-
lo para modelos polinomiais. O método mais adequado para avaliar a qualidade
de um ajuste a um modelo é através da analise de variancia (ANOVA).
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Para realizacdo dessa analise, € necessario que 0S erros apresentem
uma distribuicdo normal e a variancia dos erros seja constante ao longo de
toda a faixa estudada. A Tabela 2.7 mostra a analise de variancia para o ajuste

pelo método dos minimos quadrados ordinario.

Para que a regressao seja estatisticamente significativa, € necessario
que a razao entre as médias quadraticas (Fgr) seja pelo menos 10 vezes o valor
do ponto Fgp.1). (n2) da distribuicdo F, além disso, a razdo entre as médias
quadraticas da falta de ajuste e do erro puro (Fr,j) deve ser menor que o ponto
F(m-p): (n-m) da distribuicéo F para um dado nivel de confianca (NC).

Tabela 2.7 — Analise de variancia (ANOVA) para o ajuste pelo método dos

minimos quadrados ordinario. n = numero total de observacgdes, p = nimero de

parametros do modelo, m = numero de niveis distintos da variavel
independente.
Fonte de Graus de Soma_ Média Quadratica
- ) Quadratica F
Variacéo liberdade SQ MQ
Regressédo p-1 SQr MQRr = SQr/(p-1) Fr = MQr/ MQ,
Residuos n-p SQ, MQ, = SQ//(n-p) -
Falta de m-p SQfaj MQfaj = SQfaj/(m'p) Ffaj = MQfaj/ Mer
Ajuste
Erro puro n-m SQep MQep = SQep/(N-mM) -
TOTAL n-1 SQr - -

Fonte [161]

A faixa linear de trabalho de um método de ensaio é o intervalo entre os niveis
inferior e superior de concentracdo do analito, no qual foi demonstrado ser
possivel a determinacdo com precisdo, exatidao e linearidade exigidas, sob as
condicdes especificadas para o ensaio. A sensibilidade é um parametro que
relaciona a variacdo da variavel dependente com a variagdo da variavel
independente e pode ser expressa pela inclinacdo da reta de regressao de

calibracdo. Portanto, é determinada através dos testes de linearidade.

48



Capitulo 2

A equacao de regressao da curva de calibracdo permite avaliar se o
método esta sujeito a efeitos de matriz. O delineamento experimental, nesse
caso, consiste em preparar duas curvas de calibracdo sob condi¢des
semelhantes, uma em solvente ou mistura de solventes e outra na matriz. Se
nao ocorrer diferencas significativas, em um nivel de confianca de 95 %, entre
as inclinagbes das duas curvas, pode-se afirmar que ndo ha efeito de matriz.
Uma diferenca significativa entre as inclinagdes indica que os componentes da

matriz afetam o sinal do analito.

A precisdo avalia a dispersao dos resultados entre ensaios repetidos e
independentes de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées em
condicbes definidas. A precisdo pode ser de repetitividade ou de
reprodutibilidade. A repetitividade é o grau de concordancia de medicdes
sucessivas de um mesmo mensurando efetuadas sob as seguintes condicdes:
mesmo procedimento, mesmo instrumento, mesmo observador, mesmo local e
repeticbes em curto prazo. A precisdo de reprodutibilidade é o grau de
concordancia entre os resultados das medicbes de um mesmo mensurando,
efetuadas em diferentes laboratérios, frequentemente como parte de estudos
interlaboratoriais. A reprodutibilidade intralaboratorial ou intermediaria expressa
variacbes que ocorrem quando se utiliza o mesmo método, 0 mesmo
laboratorio, porém diferentes tempos, diferentes analistas ou diferentes
equipamentos sob condi¢cdes variadas de medi¢cdes [174]. Para expressar a
precisdo € comum utilizar o desvio padrdo e o desvio padrdo relativo ou

coeficiente de variacéo.

A exatiddo é a concordancia entre o resultado do ensaio e o valor de
referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. Para avaliar a exatidao
sao utilizados materiais de referéncia. A exatiddo do método pode ser expressa
por meio do erro relativo e implica em uma combinacdo de erros aleatorios e

sistematicos.
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Os Materiais de Referéncia Certificados (Certified Materials Reference —
CMR) possuem para cada grandeza mensuravel valores certificados por um
procedimento que estabelece sua rastreabilidade e uma incerteza para um
nivel de confianca estabelecido. O fornecimento desses materiais de referéncia

deve ser realizado por organismos reconhecidos e confiaveis.

Estudos de recuperacéo sao realizados por meio de adicdo as amostras
de quantidades conhecidas do analito em niveis diferentes de concentracéo. A

recuperacao € calculada pela expressao:

C1 — Cz
R= (C—}LOO (2.11)

3

Onde: R = Recuperacgéao (%);
C1 = concentragdo na amostra adicionada;
C, = concentragdo na amostra ndo adicionada;

C3 = concentragao adicionada.

A principal limitacdo desse procedimento estd nas diferentes formas
pelas quais o analito adicionado se liga a amostra. Se o analito adicionado
estiver em uma forma mais facilmente detectavel podera ocasionar uma

superestimacao da recuperacao.

A andlise de tracos requer que o meétodo analitico possa mensurar
guantidades cada vez menores, portanto ha necessidade de se determinar o
menor valor de concentracdo ou propriedade que pode ser detectada, esse
valor € comumente denominado Limite de Deteccdo (LD). Apesar da
importédncia desse parametro, ha varios problemas associados a sua
determinacao, a comecar pelo fato de que ndo existe ainda um consenso sobre

a terminologia utilizada.
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Uma maneira de determinar o limite de deteccdo [175] consiste em
analisar 10 amostras brancas independentes, calcular a média e o desvio
padrao dos resultados obtidos, e expressar o limite de deteccéao do sinal acordo
com a equacao 2.12. A concentracdo correspondente ao limite de deteccao &

calculada a partir da equacao de regressao da curva de calibracéo.

LD=X+3s (2.12)

Onde: X = média das 10 amostras do branco;

s = desvio padréo de 10 amostras do branco;

Este procedimento somente é util quando o branco apresentar sinal
diferente de zero, além disso, obter um branco verdadeiro nem sempre € uma
tarefa possivel de ser realizada. Quando o sinal do branco for igual a zero,
deve-se analisar 10 amostras do branco fortificadas na menor concentracao

aceitavel para a qual um grau de incerteza pode ser alcancado.

O Limite de Quantificacdo (LQ) é a menor concentracao que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exatiddo e precisédo. O delineamento
experimental para a determinacéo do limite de quantificacdo é semelhante ao
do limite de deteccdo. O limite de quantificacdo pode ser expresso como a
concentracdo do analito correspondente a média do branco mais 5,6 ou 10
vezes o0 desvio padrdo [175]. A expressdo 2.13 € utilizada para o calculo do

limite de quantificacao.
LQ=X +10.s (2.13)

Onde: X = média das 10 amostras do branco;

s = desvio padréo de 10 amostras do branco;
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A diferenca entre limite de deteccédo e quantificacdo esta na ordem de
grandeza das incertezas associadas. Normalmente, o limite de quantificacdo é
utilizado para determinacdo da faixa de trabalho e n&o deve ser determinado

por extrapolacdo abaixo da menor concentracéo de branco fortificado.

A medida da capacidade do método analitico ndo ser afetado por
pequenas e deliberadas variagcdes nas condicfes experimentais é definida
como robustez. Quanto maior a robustez de um método maior sera a

confiabilidade em relagcéo a precisao.

Os estudos de validacdo produzem dados relativos ao desempenho
global do método e fatores de influéncia individuais que podem ser aplicados a
estimativa da incerteza de medicdo associada aos resultados do método
proposto. Um tratamento da incerteza aplicado a uma curva de calibracdo
fornece a incerteza para a concentracdo do analito em uma amostra

desconhecida dada pela expresséo que se segue [176].

1/2
(1.1, (Y=Yu)
s, =2 —+=+ m

“ bk n b%E(x —x)? (2.14)

Onde: sx = incerteza na concentracdo do analito na amostra;

sy = desvio padrdo no eixo y da curva de calibracéo;

b = valor absoluto do coeficiente angular da equacéo de regressao;
= numero de medidas realizadas na amostra;
n = numero total de respostas instrumentais da curva de calibracao;

y = média das respostas instrumentais da amostra;

Ym = média das respostas instrumentais dos pontos da curva de
calibracéo;

X;j = valores individuais das concentracdes para os pontos da curva de
calibragéo;

Xm = média das concentra¢des dos pontos da curva de

calibracéo.
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DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA
DETERMINACAO DE BENZENO NO AR AMBIENTE
E NO AR EXPIRADO
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3.1 Material e Métodos

3.1.1 Reagentes

- Etanol grau cromatografico Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha), com grau de
pureza de 99,9 %;

- Agua ultrapura obtida do purificador de agua Milli-Q Millipore (SP, Brasil);

- Detergente neutro, Extran MA 02 neutro da Merck (RJ, Brasil);

- Hélio N-50 da Air Products (Mogi das Cruzes, SP, Brasil), com 99,999 % de
pureza;

- Ar comprimido purificado em um sistema Nitrox UHP-10ZA Domnick Hunter
(Gateshead, Inglaterra);

- Tubo de permeacéo, VICI Metronics Inc. (Washington, EUA), certificado com
rastreabilidade até os padrbes do NIST (National Institute of Standards and
Tecnologies), comprimento de 3,5 cm e taxa de permeacédo 19,8 + 2,0 ng min™
a 35,0° C.

3.1.2 Equipamentos

- Termbmetro de mercurio, escala -10 a 110 °C, resolucao 0,5 °C;

- Suporte manual para SPME Supelco (Bellefonte, EUA);

- Fibra Divinilbenzeno/Carboxen/Polimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) 50/30 pm,
Supelco (Bellefonte, EUA);

- Medidor de fluxo digital Flowmeter Optiflow 650 (Supelco Inc., EUA),
resolucdo 0,01 L min™.

3.1.3 Programas Computacionais

- Origin versédo 8.0 da OriginLab Corp. (EUA) para verificacdo da normalidade
dos dados, testes de hipoteses, e curvas de calibracéo;
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- Statistica versdo 7.0 da Statsoft Inc.(Tulsa, EUA) para processamento dos
planejamentos experimentais;

- Xcalibur da Thermo Finnigan (EUA) para aquisicéo dos dados do GC/MS.

3.1.4 Sistema Cromatografico

O equipamento de cromatografia a gas utilizado foi o Finnigan Trace
GC/MS, equipado com sistema armadilha de ions (lon Trap) da Thermo
Scientific Inc. (West Palm Beach, EUA). A coluna capilar de 30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura de filme e
fase estacionaria contendo 5% de difenil, 95% dimetilpolisiloxana (HP-5MS) da
Agilent Tecnology Inc (Santa Clara, EUA).

Programacao de temperatura: temperatura inicial de 30 °C mantida por 1
min, aquecimento a 10 °C min™ até 60 °C, aquecimento a 30 °C min™ até 120
°C mantida por 1 minuto, aquecimento a 100 °C min™ até 250 °C, mantida por 3
minutos. Tempo total da corrida foi de 11,3 minutos. O gas de arraste foi o hélio
a um fluxo de 1,5 mL min™. O injetor operou a 250 °C no modo sem divisdo de
fluxo (Splitless) durante 3 min, seguido do modo com diviséo de fluxo (split) na
razdo de 1:20. O espectrometro de massas operou no modo positivo, impacto
eletrénico (Eletronic Impact — El) com energia de 70 eV. A fonte de ions a 200
°C e a interface GC/MS a 250 °C. A analise foi realizada no modo varredura
completa (full scan: 50-200 m/z) e para a quantificacdo foram utilizados os

fragmentos m/z=51 e m/z=78.

3.1.5 Sistema de Geracao de Padrbes Gasosos

Foi utilizado um sistema de geracéao de padrdes gasosos [140] como o
mostrado na Figura. 3.1. O ar ambiente apds compressdao a 345 kPa é
conduzido para um purificador UHP-10ZA da marca Domnick Hunter, em
seguida passa por um tubo de cobre (diametro = 0,3 cm) espiralado para pré-

aguecimento.
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Apés a valvula de controle de diluicdo, o ar entra na camara de
permeacdo e passa por um tubo de permeacdo de material polimérico
contendo benzeno liquido, fabricado pela VICI Metronics, Inc., certificado com
rastreabilidade até os padrdes NIST, comprimento de 3,5 cm e taxa de
permeacdo 19,8 + 2,0 ng min™* a 35,0 °C. O tubo foi submetido a um fluxo
constante com temperatura controlada por um termostato a 35,0 £ 0,1 °C. O
sistema de controle de temperatura estava conectado a uma resisténcia e a um
pequeno ventilador para distribuicdo uniforme do calor em todos o0s
componentes inseridos no espaco delimitado pelo isolante térmico (retangulo
pontilhado da Figura 3.1).

A mistura de ar com benzeno foi homogenizada em um tubo de vidro
espiralado antes de alcancar o bulbo de amostragem, onde a fibra de SPME foi
entdo exposta. O fluxo foi medido com digital Flowmeter Optiflow 650, da
Supelco. A pressao do sistema foi mantida em 99 + 1 kPa em todos os

experimentos atraves da valvula de controle de fluxo.

(Sistema de controle} Dispositivo
da temperatura SPME

Isolante térmico

[ Sistema de )
| pré-aquecimento Ventilador e

Resisténcia
|
| X% Controle da diluicéo

{Cémara de permwf}éo}—»{homogeniza(;éo] Bulbo de
V (tubo de permeacao) amostragem
purificador |

Controle de fluxo

Fluxémetro|—>»purga

Figura 3.1 — Fluxograma do sistema de geracao de vapores pelo método de

permeacéao.

A coleta de amostras do sistema de geracdo de vapores foi efetuada
pela técnica de microextracdo em fase solida utilizando, de acordo com estudo
anterior do grupo de pesquisa [140], um suporte manual com fibra
(DVB/CAR/PDMS) 50/30 um, Supelco (Bellefonte, EUA).
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A fibra foi previamente condicionada a 270 °C por 4h seguida de imerséo
em uma mistura contendo 10 mL de agua Milli-Q e 7 gotas de etanol, agueceu-
se o sistema a 80 °C por 2 h sob agitacdo constante e, em seguida, fez-se o
recondicionamento por 1 h a 250 °C. Esse procedimento permite remover 0s
principais contaminantes da fibra. Posteriormente, fez-se um branco da fibra
com dessorgéo de 3 minutos no injetor do GC/MS a 250 °C. A extragao do
padrdao gasoso de benzeno ocorreu pela exposicdo da fibra no bulbo de
amostragem (Figura 3.1) por um periodo de tempo de 15 minutos [25]. Este
tempo de amostragem € utilizado quando se pretende determinar o limite de
exposicdo em curto prazo (Short Time Exposition Limit — STEL). Para o ar
expirado, optou-se por uma amostragem de 30 s, tempo suficiente para
alcancar a porcdo alveolar da expiracdo e para ndo provocar desconforto

respiratorio aos voluntarios [130].

Inicialmente foram realizados experimentos, com o objetivo de avaliar o
tempo necessario para que o sistema de geracao de padrfes se estabilizasse
apos variacdo do fluxo de gas diluente, para a constru¢cdo de uma curva de
calibragéo. A fibra ficou exposta durante 15 minutos em cada extracdo. O tubo
de permeacdo foi mantido na temperatura de calibracdo de 35,0 + 0,1 °C sob
fluxo constante do gas diluente. Através do controle do fluxo de ar na camara
de permeacdo, foram feitas as diluicbes necessérias para a construcdo de uma
curva analitica para o benzeno no ar ambiente e uma curva para o benzeno no

ar expirado.

A concentracdo de benzeno para ambas as curvas foi calculada pela
expressdo 2.7. Para cada nivel de concentracdo das curvas analiticas, o fluxo
foi alterado e, ap6s o tempo de equilibrio, fizeram-se medidas do fluxo em
replicatas (n=7), em seguida as extracdes em triplicata com a fibra de SPME e
quantificacdo por GC/MS pelas areas de cada pico. As leituras do branco foram
feitas apds a retirada do tubo de permeacédo do sistema e passagem do fluxo
de ar diluente por 24 horas antes de efetuar as extracoes.
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3.1.6 Coleta das Amostras Reais

As amostragens do ar ambiente urbano foram realizadas no periodo de
junho a julho de 2008, em Belo Horizonte, Minas Gerais, na regido sudeste do
Brasil (19° 55" S, 46° 56" O), com temperatura média de 22 + 3 °C. Foram
selecionados 15 pontos de amostragem distribuidos em avenidas, 15 pontos
em parques, 45 pontos em ambientes ocupacionais tais como escritorios,

laboratorios de ensino e pesquisa, e postos de revenda de combustiveis.

A Figura 3.2 e a Tabela 3.1 mostram a localizacdo dos pontos de
amostragem nos parques (a) e avenidas (b). Para cada coleta, a fibra foi
exposta durante 15 minutos na zona de respiragédo (1,70 + 0.20 m acima do
nivel do solo). Apds a coleta, a fibra foi recolhida e acondicionada em papel
aluminio a 3 + 2 °C até o momento da analise. O periodo maximo entre a coleta
e a andlise ndo ultrapassou 2 horas, para ndo ocorrerem perdas por
volatilizagéo do analito.

Figura 3.2 — Mapa com a localizacdo dos pontos de amostragem nos parques

(a) e avenidas (b) na cidade de Belo Horizonte. Adaptado Google Maps.
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Tabela 3.1 — Localizagdo dos pontos de amostragem nos parques (a) e
avenidas (b) e as respectivas coordenadas geograficas na cidade de Belo

Horizonte.
PONTO DESCRIC}AO COORDENADAS
(Latitude/Longitude)
la Centro Esportivo Universitario da UFMG - Pampulha 19°52'5.11"S

2a Parque Ecolégico da Lagoa da Pampulha - manha
3a Parque Ecolégico da Lagoa da Pampulha - manha
da Jardim Zoologico

5a Jardim Botanico UFMG

6a Parque Ecoldgico da Lagoa da Pampulha - noite

7a Reserva proximo a USIMINAS

8a Parque Lagoa do Nado — Pampulha

9a Parque das Mangabeiras

10a Parque Municipal Américo Renné Gianne

1la Reserva proximo ao CDTN - campus UFMG

12a Reserva proximo ao CDTN — campus UFMG

13a Parque Municipal Ursulina de Andrade - Castelo
1l4a Parque Municipal Ursulina de Andrade - Castelo
15a Mata da PUC — proximo ao Aeroporto Carlos Prates
1b Antdnio Carlos n° 6971 — entrada do campus UFMG
2b Antdnio Carlos n° 2475 — préximo a Mila Veiculos
3b Conceicdo do Mato Dentro - Praga D. Diva Nina

4b Cristiano Machado — proximo ao Jardim Botanico
5b Carlos Luz com Pedro Il

6b Pedro | — proximo Av. Vilarinho

7b Andradas proximo a Av. Belém

8b Afonso Pena — Praca Benjamin Guimarées

9%b Contorno com Av. Barbacena

10b Amazonas proximo ao Expominas

11b Nossa Senhora do Carmo préximo a Praga Carlito Faria
12b Tanel da Lagoinha

13b Tunel da Lagoinha

14b Cristiano Machado - proximo ao Jardim Botanico
15b Amazonas — cidade Industrial

43°58'27.65"0
19°50'38.74"S
44° 0'44.31"0
19°50'38.74"S
44° 0'44.31"0
19°51'39.00"S
44° 0'31.28"0
19°53'43.60"S
43°55'1.07"0
19°51'6.55"S
43°59'42.91"0
19°53'27.77"S
43°58'33.43"0
19°50'1.80"S
43°57'33.56"0
19°56'49.56"S
43°54'28.50"0
19°55'25.37"S
43°56'4.54"0
19°52'41.20"S
43°58'13.65"0
19°52'41.20"S
43°58'13.65"0
19°53'9.11"S
44° 0'8.29"0
19°53'9.11"S
44° 0'8.29"0
19°55'12.34"S
43°59'34.13"0
19°51'45.44"S
43°57'29.44"0
19°53'27.43"S
43°56'59.12"0
19°52'15.48"S
43°58'56.87"0
19°53'17.70"S
43°55'45.85"0
19°54'30.03"S
43°57'44.96"0
19°49'13.91"S
43°57'7.37"0
19°54'12.00"S
43°53'58.36"0
19°56'3.26"S
43°55'45.49"0
19°55'8.27"S
43°57'22.93"0
19°55'56.14"S
43°59'19.50"0
19°57'14.55"S
43°56'21.81"0
19°54'25.02"S
43°56'16.03"0
19°54'25.02"S
43°56'16.03"0
19°53'17.70"S
43°55'45.85"0
19°57'19.04"S
44° 1'28.53"0
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Os ensaios para avaliar a extensdo dessas perdas foram realizados em
triplicata, tempo de extragcdo de 15 minutos, fibra acondicionada a 3 + 2 °C,
estocagem de 2 horas. As médias das areas dos picos cromatograficos,
obtidas com 2 horas de estocagem, foram iguais, em um nivel de significancia

de 95 %, a média obtida com analise sem estocagem.

Para a coleta do ar expirado, colocou-se um clipe nasal no nariz do
individuo e o procedimento era: inspirar e segurar por 5 s, expirar por 5 s e
expirar diretamente na fibra de SPME inserida em um tubo de teflon (Figura
2.11) durante 30 s. ApOs a coleta, a fibra foi acondicionada de maneira
semelhante a descrita para o ar ambiente. Este estudo utilizou dois grupos de
voluntarios todos masculinos e ndo fumantes e foi aprovado pelo Comité de
Etica da UFMG.

O primeiro grupo (n=15) foi composto por trabalhadores de restaurantes,
cantinas, escritorios, porteiros de parques e professores. O segundo grupo
(n=30) foi composto por trabalhadores de postos de revenda de combustiveis,
expostos diretamente ao benzeno. Para cada coleta do ar expirado, fez-se uma
amostragem simultanea no ar ambiente do local de trabalho por exposicao da
fibra durante 15 minutos na zona de respiracao.

3.2 Resultados e Discussao

3.2.1 Determinacdo do Tempo de Equilibrio do Sistema de Geracéao de

Padrdes

A Figura 3.3 mostra as areas dos picos cromatograficos obtidos a partir
da extracdo do padrdo gasoso de benzeno em trés diferentes fluxos. Nas
condicdes descritas no item 3.1.5, o sistema atingiu o equilibrio a partir de 120

minutos.
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Figura 3.3 — Estudo do tempo necessario para o sistema de permeacdo se
estabilizar em diferentes fluxos do gas diluente, com tempo de exposicdo da
fibra de 15 min a 35,0 + 0,1 °C.

3.2.2 Validacédo da Metodologia

A Figura 3.4 mostra o cromatograma de massas, obtido nas condicées
descritas no item 3.1.4 e 0 espectro de massas para extracdo do benzeno
durante 15 minutos no sistema de geracdo de padrdo por permeacdo. As
curvas de calibragcdo para o benzeno no ar ambiente e no ar expirado foram
feitas em sete niveis de concentracdo, com 3 medidas para cada nivel. As
concentracfes obtidas, a 298 K e 101,3 kPa, a partir da variacdo do fluxo na
camara de permeacao foram 16,8; 33,6; 64,8; 127,7; 185,7; 256,2 e 317,2 ug

m™, em tempo de extracdo de 15 minutos.

O tempo de retencao para o pico do benzeno foi de 2,81 + 0,01 minutos
e a similaridade entre o espectro de massas obtido e o fornecido pela biblioteca
do equipamento foi superior a 90 %. Para o ar expirado, foi utilizado tempo de
extracdo de 30 s nos seguintes niveis de concentracdo 16,7; 32,5; 64,2; 95,5;
124,6; 159,5; 187,4 ug m™.
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Figura 3.4 — Cromatograma de massas do padrao gasoso de benzeno a 64,8
ug m™ por GC/MS, modo positivo, em varredura completa (full scan: 50 —

200 m/z) com extracéo dos ions m/z 51 e 78.

As Figuras 3.5 e 3.6 mostram as variancias das areas dos picos da
curva de calibracdo em funcéo das areas médias para benzeno no ar ambiente
e no ar expirado, respectivamente. Como pode ser observado por inspecao

visual, em ambos os casos, a distribuicdo das variancias ndo é constante.
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10000000

8000000 ./

6000000 -

Variancia

4000000 -

2000000 -

—n—— "
T T T T 1
0 100000 200000 300000 400000 500000

Area média dos picos

[]

Figura 3.5 — Variancia das areas em funcdo da area media dos picos para a

curva de calibracéo do benzeno no ar ambiente.
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Figura 3.6 — Variancia das areas em funcdo da area média dos picos para a
curva de calibracdo do benzeno no ar expirado.

A heteroscedasticidade das variancias foi confirmada pelo teste F no
nivel de confianca de 95 %. Portanto, para o célculo das equacdes de
regressao foi necessério utilizar o método dos minimos quadrados ponderado

(MMQP) pelas variancias das respostas instrumentais [173].

Para o benzeno no ar ambiente, a curva (y = 1429,118 x + 0,004),
representada na Figura 3.7, apresentou faixa linear de 0,82 + 0,01 a 317,00 +
0,02 pg m?, R?de 0,995 (p-valor < 0,0001).

600000 -

Linha de tendéncia

— = Intervalo de confian¢a(95%)

400000

Area

200000

T T
0 100 200 300

Benzeno (u g.m'J )

Figura 3.7 — Curva de calibracdo para benzeno no ar ambiente com

amostragem por SPME em camara de permeacéo e determinacdo por GC/MS.
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Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), segundo
recomendacdo do Guia Eurachem [169], foram calculados a partir de 10
medidas consecutivas do branco, através das equagbes 2.11 e 2.12
respectivamente. O LD determinado foi de (0,24 + 0,01) pg m™, menor que o
recomendado pelo Manual de Métodos Analiticos (National Institute for
Occupational Safety and Health — NIOSH) [177] e o LQ determinado foi de
(0,82 + 0,01) pg m™>. Na avaliacdo da precisdo intraensaio (repetitividade), 10
replicatas nos niveis de concentracdo 16,7; 127,5 e 256,2 pg m™ foram

analisadas no mesmo dia.

O coeficiente de variacdo (CV) obtido apresentou faixa 1,50 a 4,20%,
com média de 2,85%. Estes valores se mostraram abaixo dos resultados
apresentados em outros estudos para avaliagcdo do benzeno no ar ambiente
[136, 137, 178]. Para avaliar a reprodutibilidade intermediaria, 5 replicatas em
trés niveis de concentracdo foram analisadas em 3 dias consecutivos. Os

valores de CV obtidos neste estudo foram 2,58 — 6,11%, com média 4,34%.

Para analise de benzeno no ar expirado, a curva obtida (y = 65,691 x +
0,006), representada na Figura 3.8, apresentou faixa linear de 3,22 + 0,01 a
187,00 + 0,01 pg m3, R? de 0,998 (p-valor < 0,0001). Os limites de deteccao
(LD) e de quantificacéo (LQ) foram respectivamente (0,95 + 0,01) pg m™ e (3,22
+0,01) pg m™. Para estudo da repetitividade, utilizou-se replicatas (n=10) nos

niveis de concentracdo 15,0; 85,4 e 159,5 ug m™.
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Figura 3.8 — Curva de calibracdo para benzeno no ar expirado com

amostragem por SPME em camara de permeacéao e determinacéo por GC/MS.

Os resultados obtidos para os coeficientes de variacdo (CV) foram de
2,90 — 7,40%, com uma meédia de 5,15%. Estes valores foram considerados
compativeis com outros estudos que analisaram o benzeno no ar expirado
[140, 179]. Valores CV de 5,78 — 8,43% com média 7,11% foram encontrados
para o0 estudo da reprodutibiidade em 5 replicadas, trés niveis de

concentracéo, analisadas em 3 dias consecutivos.
3.2.3 Analises no Ar Ambiente

O método validado para determinacdo do benzeno em ar ambiente foi
aplicado em amostras reais coletadas de acordo com o procedimento descrito

no item 3.1.6. A Tabela 3.2 mostra os resultados obtidos para todas as

amostras, e a Figura 3.9 mostra a distribuicdo desses resultados.
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Tabela 3.2 — Concentracdo (ug m™) de benzeno no ar ambiente de parques,

avenidas, escritérios e laboratorios, postos de revenda de combustiveis.

Amostra Parques Avenidas Escritc’)ri’og e Postos ’de_ Postos,de_
Laboratdrios Combustiveis Combustiveis
1 3,83 17,88 7,34 2,87 14,36
2 2,71 15,32 7,34 5,10 14,41
3 2,55 15,96 2,55 5,12 14,40
4 7,98 19,47 2,60 5,70 15,30
5 5,17 24,26 1,60 5,72 15,34
6 7,34 6,38 2,87 6,43 15,70
7 3,83 4,15 0,96 6,45 15,60
8 4,79 24,26 1,81 6,42 22,35
9 5,43 7,34 2,54 10,56 22,37
10 2,87 16,92 2,90 10,90 29,05
11 2,65 8,62 1,21 10,89 146,30
12 2,86 33,52 5,02 12,13 146,35
13 3,19 30,64 5,10 12,77 159,62
14 2,71 23,30 3,30 12,80 201,14
15 2,87 25,86 4,15 12,75 223,44

(rgm <)
250

200

150

100

50

amostras 2 13 4, 15

Figura 3.9 — Distribuicdo das concentracdes (ug m™>) de benzeno no ar
ambiente de (a) parques, (b) avenidas, (c) escritérios e laboratorios, (d, €) e

postos de revenda de combustiveis.

Os resultados das analises de benzeno nos parques apresentaram uma
média de concentracdo de 4,05 + 1,74 pg m™ com variacédo de 2,55 a 7,98 ug
m=. Os parques que apresentaram os maiores niveis de benzeno (amostras
4a, 5a, 6a e 9a) estdo situados em regibes com média densidade populacional

e de trafego, exceto a amostra 9a que, apesar de se situar em uma regiao
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afastada do centro urbano, apresentou o dobro da concentracdo de benzeno
observada para o parque 2a, de menor nivel. Fatores tais como posi¢do
geografica, topografia e direcdo preferencial dos ventos no momento da
amostragem podem ter contribuido para o resultado encontrado, pois esse
parque esté localizado em uma regido de maior altitude em relagdo ao restante
da cidade e o vento no momento da amostragem, estava direcionado da regido
urbana central para o ponto em questdo. Todas as condi¢gbes anteriormente
descritas, possivelmente, facilitam o transporte de poluentes, principalmente os

mais volateis como é o caso do benzeno.

A amostra 6a apresentou nivel de benzeno 47 % acima do limite
recomendado pela comunidade européia que é 5 ug m= [29]. O elevado nivel
de concentracdo desta amostra provavelmente esté relacionado a existéncia de
um cOrrego que atravessa a area do parque e cuja agua apresentava odor forte
caracteristico de solventes provenientes do lancamento de efluentes industriais
a montante do ponto de amostragem. A amostra 4a se refere a um zoologico
no qual é permitido a circulacdo interna de veiculos, o que contribui
efetivamente para a elevacdo do nivel de benzeno ambiente ao valor maximo

detectado na campanha.

Nas avenidas a média foi de 18,26 + 8,92 ug m™ e variabilidade de 4,15
a 33,52 pg m>. Nas avenidas, as amostras 12b e 13b se referem a um tdnel, e
por isso apresentaram valores em média seis vezes maiores que o limite
estabelecido pela comunidade européia. A amostra 15b também apresentou
nivel relativamente elevado de benzeno provavelmente por ser proveniente de
uma avenida localizada em area industrial. As amostras 5b e 8b, apesar de ndo
estarem localizadas em &rea industrial, apresentaram niveis de benzeno
proximos ao da amostra 15b, devido principalmente ao trafego lento dos
veiculos, caracteristico das regibes onde foram realizadas as coletas. A
amostra 7b apesar de ter sido retirada de um ponto proximo ao centro da
cidade apresentou nivel de benzeno abaixo do limite de 5 pg m, isso é devido
provavelmente a localizacdo da avenida que esta préxima a um parque com

grande area verde.
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Numero de veiculos, o uso de catalisadores, velocidade do trafego,
localizacéo, topografia e condi¢des meteoroldgicas séo alguns dos fatores que
podem afetar a variabilidade observada nos niveis de benzeno em ambientes
urbanos. Os resultados observados neste estudo, bem como de outros estudos
recentes [180, 181] demonstram que a populacdo, em geral, esta exposta a

uma concentracéo basal de benzeno.

A mediana dos parques foi significativamente menor (p < 0,0001) em
relacdo a das avenidas, o que assinala a importancia das areas verdes para
melhoria da qualidade do ar em compartimentos urbanos. Os valores
indicativos encontrados para 0s parques e avenidas estdo acima do valor-limite
preconizado pela diretiva da Comunidade Europeia. Embora o Brasil ndo
possua regulamentacdo para os niveis de benzeno no ar ambiente é
necessario identificar e implementar medidas mais eficazes de reducdo nas

emissdes de benzeno para a atmosfera urbana.

Em relacdo aos ambientes ocupacionais dos escritérios e laboratérios, a
média de benzeno no ar foi de 3,41 + 1,98 pg m™ e variacdo de 0,96 a 7,34 g
m=. O limite preconizado para exposicdo em curto prazo com 15 minutos de
exposicdo é de 3,19 mg m™ [25]. Dentre estes ambientes ocupacionais, as
amostras 1c, 2c e 13c apresentaram niveis de benzeno aproximadamente o
dobro do limite maximo permitido para exposicbes a curto prazo,
provavelmente, devido a pouca ventilacdo natural e auséncia de equipamentos

de protecéao coletiva (EPC) desses microambientes.

Nos postos de revenda de combustiveis, a média foi de 39,81 + 63.30 ug
m=, com mediana significativamente (p < 0.0001) maior em relacdo aos
ambientes dos escritorios e laboratorios. Os niveis de benzeno das amostras
13e, 14e e 15e ficaram em média sessenta vezes maiores que o limite
estabelecido de 3,19 mg m™. Estes pontos se referem a postos com grande
movimentacao de veiculos e cujas condi¢cdes de ventilacdo séo precarias e/ou

inexistentes (amostra 15e).
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As amostras 1lle e 12e foram retiradas de postos com baixa
movimentacdo de veiculos, mas que no momento da amostragem estavam
recebendo combustivel das distribuidoras em caminhdes tanque, o que indica
que apesar de todos os cuidados tomados nesse tipo de operacdo, ocorrem
fugas de benzeno para a atmosfera. A grande variabilidade observada para
postos de revenda de combustiveis se deve provavelmente as oscilagbes nas
condicdes de ventilagéo, volatilizacdo dos combustiveis e nimero de veiculos

em abastecimento.

3.2.4 Analises no Ar Expirado

O método para determinacdo do benzeno em ar expirado, apos
validagéo parcial, foi aplicado em amostras reais coletadas de acordo com o
procedimento descrito no item 3.1.6. A analise do ar expirado de trabalhadores
expostos nos escritorios e laboratérios apresentou uma concentracdo meédia de
benzeno no ar expirado de 31,91 + 41,50 ug m™ com variacdo de 3,20 a 153,20
Hg m™ enquanto os trabalhadores dos postos de revenda de combustiveis
apresentaram média de 72,62 + 52,78 ug m’, variagéo de 16,3 a 197,6 pg m™.

Os valores encontrados nos trabalhadores dos postos de revenda de
combustiveis foram significativamente maiores em relacdo aos outros
trabalhadores de menor exposicdo. Em outros trabalhos foram observados
valores de benzeno no ar expirado de trabalhadores expostos de 134,0 ug m™
[182], 67,0 ug m™ [183] e 40,3 pg m™ [105].

Antes de estabelecer correlacdes entre os resultados obtidos para o
benzeno no ar ambiente e o no ar expirado foram realizados testes estatisticos
com o objetivo de verificar se os dados obtidos sdo provenientes de

distribuicdes normais.

O teste de Shapiro-Wilk mostrou, para um nivel de confianca de 95%,
gue os dados em questao nao pertenciam a uma distribuicdo normal. Outros
trabalhos, realizados com benzeno no ambiente e biomonitorado [105, 184-

186] apresentam esta mesma tendéncia.
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Para satisfazer a condicdo de normalidade, estes autores sugerem a
utilizacdo do logaritmo natural das concentracdes de benzeno. A Tabela 3.3
mostra a andlise de regresséao linear (y = bx + a) entre benzeno no ar ambiente
e no ar expirado para laboratérios, escritorios, e postos de revenda de

combustiveis.

Tabela 3.3 — Analise de regresséo linear para a relacdo de Ln da concentracéo
de benzeno no ar ambiente de escritorios e laboratérios (LnEO), postos de
revenda de combustiveis (LnES) e o Ln de benzeno no ar expirado dos
trabalhadores de escritérios e laboratérios (LhBO) e dos postos de revenda

(LnBS).

L Numero = ~ Coeficiente de
Variaveis de pontos Equacéo da regresséo determinacio (Rz) p-valor
LnEO e LnBO 15 Y =0,856x + 1,826 0,850 <0,0001
LnES e LnBS 30 Y =0,592x + 1,826 0,879 <0,0001

6 —— Linha de tendéncia
= = Limites de confianca(95%)

——Linha de tendéncia
- = Limites de confianga(95%) e 6

Benzeno no ar expirado [in(pg.m )]
N -3
Benzeno no ar expirado [In{(ug.m™)]

2 4 .
. 3 Benzeno no ar ambiente [In{ug.m 3)]
Benzene no ar ambiente [In(ug.m ~)]

Figura 3.10 — Correlagdo entre Ln da Figura 3.11 — Correlagéo entre Ln da
concentracdo de benzeno no ar concentracdo de benzeno no ar
expirado e no ar dos escritérios e expirado e no ar dos postos de

laboratérios. revenda de combustiveis.
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As correlacdes entre ar ambiente e ar expirado indicam uma tendéncia
significativa a linearidade tanto para os ambientes de escritorios e laboratorios
(R*= 0,850, b = 0,856, p < 0,0001) Figura 3.10, quanto para os postos de
revenda (R*= 0,879, b = 0,592, p < 0,0001) Figura 3.11.

Outros estudos encontraram correlacdes entre benzeno no ambiente
ocupacional e benzeno no ar expirado de 0,77 (p < 0,0001) durante o
abastecimento em postos de revenda de combustiveis [105] e 0,546 (p <
0,0001) para trabalhadores expostos a combustivel de aviagéo [187]. Ao utilizar
a andlise do benzeno no ar expirado como biomarcador, deve-se considerar
gue a meia-vida relativamente curta desta substancia no sangue reflete apenas
as exposicoes mais recentes a esse agente, 0 que inviabiliza a avaliacdo de

uma exposicao antiga.

As elevadas concentracbes basais de benzeno podem provocar uma
superestimacdo do benzeno expirado. Diferencas genéticas, fisioldgicas e
habitos individuais também podem contribuir para uma elevacdo na
concentracdo basal (background) do benzeno. Entretanto, estes mesmos

fatores estéo presentes quando se utiliza outros biomarcadores do benzeno.

3.3 Concluséao

Este trabalho mostrou o desenvolvimento de um método alternativo para
andlise de benzeno em ar ambiente e ocupacional com amostragem passiva
por microextracdo em fase sélida. O método desenvolvido é simples, rapido,
com custo relativamente baixo e ndo-invasivo para analise de ar expirado como
biomarcador. Este procedimento foi validado e apresentou bons valores de
precisdo, linearidade e sensibilidade para a faixa de interesse ambiental e
ocupacional. Os resultados obtidos na analise ambiental dos parques e
avenidas mostraram a habilidade do método para medir niveis de benzeno em
diferentes compartimentos ambientais. A grande variabilidade observada na
atmosfera ocupacional foi acompanhada de observacdes das condi¢cdes

predominantes no momento de cada amostragem.
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Uma significativa correlacdo foi observada entre o benzeno no ar do
ambiente ocupacional e o benzeno no ar exalado mostrando que estes
parametros s&o promissores para serem utilizados em monitoramento

ambiental e avaliacdo de exposicédo ocupacional.

Os niveis de benzeno encontrados para os ambientes externos ficaram
acima do valor-limite (5 ug m?®) preconizado pela diretiva da Comunidade
Europeia. Apesar do comprovado potencial carcinogénico do benzeno para
humanos, atualmente o Brasil ndo possui regulamentacdo para os niveis de
concentracdo deste composto no ar ambiente. Portanto é uma questdo urgente
de saude publica a implementacdo de dispositivos legais eficazes para a

reducdo das emissdes de benzeno para a atmosfera.

Substituir os combustiveis de origem fossil, realizar manutencdes
periddicas na frota em circulagéo, racionalizar o uso dos veiculos e mudar o
atual conceito de mobilidade centrado no transporte individual para um modelo
que favoreca o transporte coletivo. Estas sdo algumas acfes necessarias para
diminuicdo das emissGes de benzeno nos aglomerados populacionais. Além
disto é necessario assumir a gestdo ambiental das emisGes atmosféricas como

expressao de alta prioridade, em busca da melhoria da qualidade de vida.
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DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA
DETERMINACAO DE HIDROCARBONETOS
AROMATICOS POLICICLICOS EM MATERIAL
PARTICULADO ATMOSFERICO
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4.1 Material e Métodos

4.1.1 Reagentes

- Agua ultrapura obtida do purificador de agua Milli-Q Millipore (SP, Brasil);

- Detergente neutro, Extran MA 02 neutro da Merck (RJ, Brasil);

- Hélio N-50 da Air Products (Mogi das Cruzes, SP, Brasil), com 99,999% de
pureza;

- Nitrogénio liquido;

- Mix EPA 610 de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos em Metanol/Cloreto
de metileno, Supelco Inc. (Bellefonte, EUA);

- Material de Referéncia Padrdo (SRM1649b - Standard Reference Material) de
poeira urbana, NIST (Gaithersburg, MD, EUA);

- Cloreto de metileno e acetona grau HPLC, Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

4.1.2 Equipamentos

- Balanca analitica resolucdo 0,01 mg, modelo AX200 da Shimadzu (Columbia,
EUA);

- Banho de ultrassom USC 1600 da Unique (Indaiatuba, SP, Brasil) com
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 135 W;

- Estufa Biomatic Aparelhos Cientificos Ltda. (Porto Alegre, Brasil);

- Chapa aquecedora com controle de temperatura e agitacdo magnética da IKA
RHon (Wilmington, EUA);

- Bloco de aluminio 8x6x8cm;

- Termémetro de mercurio, escala -10 a 110°C, resolucéo 0,5° C;

- Suporte manual para SPME Supelco (Bellefonte, EUA);

- Fibra de Polimetilsiloxana (PDMS) 100 um, Supelco (Bellefonte, EUA);

- Filtros de fibra de quartzo (20,3 cm x 25,4 cm e 0,47 mm de espessura),

(Whatman, Inglaterra);
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- Amostrador de grandes volumes para material particulado com diametro < 10
pum (PM10 - particulate matter) modelo VFC-PM10 da Thermo Scientific Inc.
(Franklin, EUA);

- Amostrador de grandes volumes para particulas totais em suspenséao (TSP -
Total Suspended Particles) modelo VFC-TSP da Thermo Scientific
Inc.(Franklin, EUA);

- Garrafa Térmica capacidade de 1 L Termolar (S&o Paulo, Brasil);

- Tubo de cobre de 70 cm de comprimento, didametro externo de 2,4 mm, e
didmetro interno de 1,6 mm;

- Tubo de cobre de 10 cm de comprimento, diametro externo de 6,4 mm, e
diametro interno de 4,7 mm:;

- Valvula para controle de fluxo de gas Whitey Co. (Brewster, EUA);

- Micropipetas Finnpipette da Labsystems (Helsinki, Finlandia).

4.1.3 Programas computacionais

- Os mesmos utilizados no item 3.1.3.

4.1.4 Sistema Cromatogréfico

O equipamento utilizado foi um cromatografo a gas acoplado a um
espectrometro de massas modelo Finnigan Trace GC/MS equipado com
sistema armadilha de ions (lon Trap) da Thermo Scientific Inc. (West Palm
Beach, EUA). A coluna capilar de 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 um de espessura de filme e fase estacionéaria contendo 5 % de
difenil, 95 % dimetilpolisiloxana (HP-5MS) da Agilent Tecnology Inc. (Santa
Clara, CA, EUA). O programa de temperatura: temperatura inicial de 35 °C
mantida por 2 min, aquecimento a 8 °C.min™ até 270 °C, e mantida por 20
minutos. O tempo total da corrida foi de 51 minutos. O gas de arraste foi o hélio
com fluxo de 4,5 mL min™. O injetor operou a 270 °C no modo sem diviséo de
fluxo (Splitless) durante 1 min, seguido do modo com divisdo de fluxo (split) na

razao de divisao 1:20.
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O espectrémetro de massas operou no modo positivo, impacto eletrénico
(Eletronic Impact — EI) com energia de 70 eV. A fonte de ions a 200 °C e a
interface GC/MS a 290 °C. A analise foi realizada no modo varredura completa
(full scan: 50-300 m/z) a uma taxa de 3 scan s™ Para a quantificacdo foram
utilizados os fragmentos m/z: 128 para naftaleno; 152 para acenaftileno; 153
para acenafteno; 166 para fluoreno; 178 para fenantreno; 178 para antraceno;
202 para fluoranteno e pireno; 228 para benzo[a]antraceno e criseno, 252 para
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno e benzo[a]pireno; 276 para indeno[1,

2,3-cd]pireno; 278 para dibenzo[a, h]antraceno; 276 para benzo[ghi]perileno.

4.1.5 Planejamentos Experimentais

Para otimizar o método de SPME, todos o0s experimentos foram
realizados com discos de filtro de quartzo (diametro de 0,5 cm) pré-aquecido a
500 °C por 24 h e com posterior adicdo 200 pL de solugédo padrédo de HAP 1,0
mg L' em 50 % viv de cloreto de metileno e acetona. Estes filtros foram
armazenados a -15 £ 5 °C por 24 h antes do teste. Posteriormente, os discos,
contendo os HAP, foram transferidos para frascos (headspace) contendo
20 mL de agua ultrapura e um modificador adequado.

Para melhorar a extragéo, foram adicionados 150 pL de uma solugéo de
modificador contitituido de uma mistura com 50 % v/v de cloreto de metileno e
acetona. A acetona foi selecionada, porque tem sido relatada sua eficacia
como co-solvente na extracdo de HAP de amostras ambientais [188]. Além
disso, estudos mostram que a combinacdo de acetona com outros solventes
tende a facilitar a solvatacdo dos analitos [189]. O volume de modificador foi

fixado em 150 pL para evitar danos a fibra utilizada na extracéo.

Inicialmente foi realizado estudo com um planejamento fatorial completo
2% (Full Fatorial Design — FFD) para investigar as variaveis: temperatura de

extracéo (T), tempo de equilibrio em um banho ultrassonico (te), € tempo de
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extracdo (te,), com imersdo direta da fibra de SPME. Os niveis minimos e
méaximos destas variaveis foram selecionados com base nas propriedades dos
analitos de interesse. Extracdes em temperaturas acima de 70 °C causam
perdas dos HAP de baixa massa molar. Por outro lado, temperaturas abaixo de

30 °C dificultam a extracdo dos HAP menos volateis.

ApoOs a selegcdo das duas variaveis mais significativas fornecidas pelo
planejamento fatorial, foi construido um planejamento Doehlert com estas
variaveis com o objetivo de atingir uma regido 6tima da superficie investigada.
Os ajustes do modelo foram validados por meio da andlise de variancia

(ANOVA). Os p-valores menores que 0,05 foram considerados significativos.

4.1.6 Microextracdo em Fase Sélida com Fibra Resfriada

A Figura 4.1 mostra o esquema do dispositivo construido para
resfriamento da fibra de SPME no modo imersédo direta (Direct Imersion - Cold
Fiber - Solid Phase Microextraction — DI-CF-SPME). Com um tubo de cobre de
70 cm e diametro interno de 1,6 mm foi feita uma espiral com comprimento de

3 cm para envolver a agulha do suporte manual de SPME.

suporte SPME
J Purga do N,
@
Agulha SPME\ tubo de cobre
\ ((’/jam. int. 1,6 mm) valvula de seguranga
Ecoiral do tub v ubo de cobre
spiral do tubo — diam. int 5,0 mm
de cobre 3.0em fiuxo de N, ( )
Purgado N B—
9 T rolha de borracha
fibra de PDMS imersa ——
__Frasco Dewar
bloco de Aluminio——____| “
//// - N, liquido
amostra’ Aquecedor e
Agitador magnético
—

Figura 4.1 — Representacdo esquematica do dispositivo construido para

extracdo DI-CF-SPME.
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Foi utilizada uma fibra de polidimetilsioxana (PDMS) da Supelco
(Bellefonte, EUA) com 100 pum de espessura de filme. Uma rolha de borracha
(didametro médio 3,5 cm) foi utilizada para tampar o frasco de Dewar contendo
500 mL de nitrogénio liquido. Com outro tubo de cobre (comprimento 10 cm,
diametro interno 4,7 mm) foi feita a ligacdo com a valvula para controle da
presséo do nitrogénio no frasco de Dewar.

Ao fechar a valvula, o nitrogénio liquido evapora lentamente e passa
pela espiral, em fluxo constante, enquanto absorve energia térmica da agulha
e, consequentemente, da fibra. Com a valvula aberta, o nitrogénio evaporado
sai preferencialmente pelo tubo de maior didmetro interno, com isso encerra o
resfriamento na espiral. Com 500 mL de nitrogénio liquido foi possivel uma
autonomia de 3 h de resfriamento. Na etapa da extracdo esse dispositivo foi
utilizado para resfriar a fibra imersa em 20 mL de solu¢do aquosa dos HAP em
frascos adequados (headspace) lacrados com septo de silicone/PTFE e
inseridos em bloco de aluminio com temperatura controlada e agitacdo

constante.

4.1.7 Coleta de Amostras

Filtros de quartzo (20,3 cm x 25,4 cm e 0,47 mm de espessura) da
Whatman Internacional (Maidstone, Inglaterra) foram utilizados para coletar
amostras de aerossbis em ambientes ao ar livre com os amostradores de
grande volume relacionados no item 4.1.2. Os filtros foram pré-aquecidos a
500° C por 24h antes do uso para reduzir sua agua e matéria organica. Apos o
resfriamento, foram pesados e armazenados a 4 °C envoltos em folha de
aluminio até o momento da anélise.

As amostras de material particulado foram coletadas em novembro de
2009, em Divinopolis, Minas Gerais, Brasil (20 ° 9 'S, 44 ° 53' O) em dois
diferentes locais. A temperatura ambiente média foi de 23 £ 3 °C, com 70 % de
umidade relativa do ar. As amostragens de PM10 e de particulas totais em
suspensdao (TSP - Total Suspended Particles) foram realizadas nas

proximidades de industrias siderurgicas, que utilizam principalmente, carvao
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vegetal nos processos produtivos. Para PM10 o fluxo foi de 62 m® h™* durante
24 h, com um volume total coletado de 1488 m® de ar. Para TSP o fluxo
durante a amostragem foi de 90 m*® h™* durante 24h, com um volume total de
2170 m®. Ap6s a amostragem, os filtros foram armazenados no escuro em
folha de aluminio a -15 + 5 °C e transportadas para o laboratoério. A Figura 4.2

mostra o equipamento utilizado para coleta do material particulado.

(@) (b)

Figura 4.2 — Amostradores de grandes volumes para (a) particulas totais em
suspensao (TSP — Total Suspended Particles) modelo VFC-TSP, e (b) material
particulado (PM10 - particulate matter) modelo VFC-PM10 da Thermo Scientific

Inc.
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4.2 Resultados e Discussao

4.2.1 Planejamentos e Procedimentos de Otimizacao

A matriz experimental do planejamento fatorial 2° est4 na Tabela 4.1,
nas condicdes descritas no item 4.1.5. Para simplificar, as respostas ndo sao
mostradas nesta Tabela. A analise dos resultados obtidos neste planejamento
mostrou comportamentos diferentes para cada um dos analitos em relacédo aos
parametros tempo de equilibrio, temperatura, e tempo de extracdo. Estes
fatores apresentaram efeitos pouco significativos nas respostas obtidas dos
HAP de menor massa molar como o naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno e pireno. Entretanto, temperaturas
mais elevadas e maior tempo de extracdo aumentaram significativamente as
respostas de benzo[aJantraceno, benzo[a]pireno, criseno, benzo[b]fluoranteno,

benzo[K]pireno, indeno[1,2,3-cd], dibenzo[a, h]antraceno e benzo[ghi]perileno.

Tabela 4.1 — Matriz experimental da extracdo de HAP com os valores

codificados entre parénteses para o planejamento fatorial 2°.

N Temperatura Tempo de equilibrio  Tempo de extracéo

amero ~ ;

do ensaio de extracao no uItrassom (tex , Min)

(T, OC) (teq ’ mln)

1 30 (-1) 0(-1) 20 (-1)
2 70 (+1) 0(-1) 20 (-1)
3 30 (-1) 10 (+1) 20 (-1)
4 70 (+1) 10 (+1) 20 (-1)
5 30 (-1) 0(-1) 60 (+1)
6 70 (+1) 0(-1) 60 (+1)
7 30 (-1) 10 (+1) 60 (+1)
8 70 (+1) 10 (+1) 60 (+1)
9 50 (0) 5(0) 40 (0)
10 50 (0) 5(0) 40 (0)
11 50 (0) 5(0) 40 (0)
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A principal interacdo observada para estes analitos ocorreu entre a
temperatura e o tempo de extracdo. Por esta razdo, estes dois parametros
foram usados no planejamento Doehlert com o tempo de equilibrio no banho de
ultrassom fixado em cinco minutos para reduzir o tempo total de analise. As
condicbes experimentais do planejamento Doehlert para valores reais e
codificados de cada fator s&o mostrados na Tabela 4.2. O ponto central foi feito
em triplicata para obter uma estimativa do erro experimental. Uma estimativa
dos coeficientes (bg — bs) de um modelo polinomial de segundo grau indicado

pela equacao 2.8 foi realizado com as respostas experimentais.

Tabela 4.2 — Matriz experimental da extracdo de HAP com os valores

codificados entre parénteses para o planejamento Doehlert.

Temperatura Tempo de

NUmero ~ ~
do ensaio de extracao extracéo
(T, °C) (tex , Min)
1 40 (-0,5) 20 (-0,87)
2 60 (+0,5) 20 (-0,87)

3 70 (+1) 40 (0)
4 60 (+0,5) 60 (+0,87)
5 40 (-0,5) 60 (+0,87)

6 30 (-1) 40 (0)

7 50 (0) 50 (0)

8 50 (0) 50 (0)

9 50 (0) 50 (0)

O nivel de significancia para cada regressao foi calculado pela analise
de variancia (ANOVA) e mostrou gque os modelos estavam bem ajustados para
os analitos de interesse. Os coeficientes de determinacdo (R?) variaram de
0,971 para o benzo[a]antraceno a 0,989 para o benzo[ghi]perileno. Este fato
indica uma boa capacidade de predicdo dos modelos nas condi¢cdes
experimentais utilizadas. Os valores 6timos para cada variavel independente

foram calculados utilizando os modelos ajustados.
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As melhores respostas foram apresentadas pelos HAP de baixas
massas molares para a temperatura de extracdo na faixa de 30 a 50 °C e
tempo de extragdo entre 40 e 60 minutos. As respostas para os HAP de altas
massas molares foram maiores em temperaturas proximas de 70 °C e em

todos os tempos de extracao.

Para atingir as condi¢cdes 6timas para a extracdo de todos os 16 HAP
estudados dentro do dominio experimental, foi necessario agrupar todas as
superficies de respostas obtidas a partir dos modelos de regressdo em uma
funcdo de Desejabilidade. Esta funcdo pode ser utilizada para combinar
multiplas respostas, através da média geomeétrica, em uma Unica resposta.
Valores proximos de zero sdo indesejaveis, enquanto valores que se

aproximam de um, representam as respostas ideais [190].

A Figura 4.3 mostra a superficie de resposta obtida com a funcéo
Desejabilidade para os 16 HAP. As condicbes de maior Desejabilidade foram
entdo estabelecidas para a temperatura e o tempo de extracdo nos niveis

maximos a 70 °C e 60 minutos, respectivamente.

Desejabilidade

30 20

Figura 4.3 — Representacdo das superficies de resposta obtidas a partir da

funcdo de Desejabilidade dos modelos de regresséo dos HAP.
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Um estudo comparativo foi realizado com o novo dispositivo CF-DI-
SPME para avaliar o efeito do resfriamento da fibra na resposta instrumental.
Os resultados dos experimentos realizados em triplicata com discos de filtro de
quartzo fortificados com solucdo de HAP sao apresentados na Figura 4.4. As
areas obtidas para todos os HAP foram maiores no modo CF-DI-SPME se
comparadas ao modo DI-SPME nas mesmas condi¢des, mas sem refrigeracao.
A Figura 4.5 mostra os cromatogramas de massas reconstituidos apods
extracdo e analise dos HAP pelo método DI-CF-SPME-GC/MS nas condicdes

otimizadas.

O processo de sorcdo que ocorre entre os analitos e a fibra é
exotérmico, portanto a remocdo do excesso de energia térmica com o
dispositivo CF-DI-SPME favorece a transferéncia de massa para a fibra, como
demonstrado por Ghiasvanda e Pawliszyn [191]. A Figura 4.6 apresenta uma
visdo geral do método em condi¢cdes otimizadas de extracdo com a fibra
resfriada.

- e- DI-SPME
—=—DI-CF-SPME

6.00E+007 —

4.00E+007

Area

2 00E+007

0.00E+000 —

T 1T T T 1
1 2 3 4 6§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

HAP

Figura 4.4 — Areas obtidas para extracdo em filtros de quartzo fortificados com
0s 16 HAP no modo DI-SPME e DI-CF-SPME.
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Figura 4.5 — Reconstituigdo dos cromatogramas de massas no modo varredura
completa (full scan: 50 — 300 m/z) com selecdo dos ions, apds extracdo e
analise dos HAP pelos métodos (a) DI-CF-SPME-GC/MS e (b) DI-SPME-
GC/MS nas condic¢des otimizadas. Discos de fibra de quartzo fortificados com
os HAP: Naftaleno (1), Acenaftieno (2), Acenafteno (3), Fluoreno (4),
Fenantreno (5), Antraceno (6), Fluoranteno (7), Pireno (8), Benzo[a]antraceno
(9), Criseno (10), Benzo[b]fluoranteno (11), Benzo[k]fluoranteno (12),
Benzo[a]pireno (13), Indeno[1,2,3-cd]pireno (14), Dibenzo[a,h]antraceno (15), e
Benzo[ghi]perileno (16).
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Amostrador de
Grandes Volume:

Discos dos filtros de quartzo com MP
em 20 mL H,O + 150 uL de 50% (v/v)
diclorometano e acetona

l

Equilibrio em banho ultra-som
(5 min.)

l

Extragao com DI-CF-SPME
(PDMS 100um) por
60 min. a 70 °C

Figura 4.6 — Representacdo da visdo geral do método DI-CF-SPME-GC/MS

para determinacdo de HAP em material particulado atmosférico.

4.2.2 Validag&o da Metodologia

Apoés otimizacdo das condi¢cdes foi avaliado o desempenho analitico do
método de acordo com as diretrizes EURACHEM [175]. Discos de filtro de
quartzo foram usados como branco. Os limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) foram calculados a partir da média e desvio padréo de 10
medi¢cdes do branco. A linearidade foi determinada para todos os analitos
(0,01-120 ng). Sete niveis de concentracdo foram analisados com trés
medices em cada nivel de concentragdo. Devido a heterocedasticidade das
respostas instrumentais, os modelos lineares de curvas de calibracdo foram
construidos pelo método dos minimos quadrados ponderados pela variancia
experimental. A exatiddo do método foi testada com amostras de material de
referéncia certificado (poeira urbana SRM 1649b). A exatiddo do método

analitico é aceitavel em um nivel de confianca de 95% se:
[Xm— Xsrml < 2 [um® + uspi?]"? (2.15)

onde Xsrm € 0 valor certificado, X,, € a média experimental, u,, € Usgy S0 as

incertezas da média experimental e do valor certificado, respectivamente.
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O fator 2 que aparece na expressao 2.15 converte para a incerteza expandida

[192]. Os resultados de linearidade, limites de detec¢éo e quantificacdo estéo
apresentados na Tabela 4.3.

Uma relacao linear foi observada entre a area do pico e a concentracao
do analito em todo o intervalo da curva de calibracdo, com coeficientes de
determinacao acima de 0,990 (valor de p < 0,05). Os LD para todos os analitos
estdo entre 0,02 e 1,16 ng, e o intervalo do LQ foi 0,05 a 3,86 ng. Para avaliar a
exatiddo, quatro aliquotas de 5,00 £+ 0,01 mg de poeira urbana SRM 1649b
foram extraidas e analisados sob as mesmas condi¢Bes. Os resultados estao

listados na Tabela 4.4.

As médias experimentais estdo de acordo com os valores certificados
em um nivel de confianca de 95 % exceto para benzo[k]fluoranteno,
benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno, e benzo[ghi]perileno, o0s quais
apresentaram diferencas absolutas superiores a incerteza expandida para
estes compostos. Para todos os HAP avaliados a eficiéncia da recuperacao foi

maior que 88 %.

Tabela 4.3 — Linearidade, limite de deteccao (LD) e limite de quantificagéo (LQ)
para determinacdo de HAP pelo método DI-CF-SPME-GC/MS.

Linearidade

HAP? ) LD (ng) LQ(ng)
Naftaleno 0,993 0,02 0,05
Acenatftileno 0,991 0,31 1,02
Acenafteno 0,992 0,35 1,18
Fluoreno 0,990 0,40 1,34
Fenantreno 0,993 0,92 3,06
Antraceno 0,992 0,62 2,05
Fluoranteno 0,995 0,37 1,24
Pireno 0,991 0,33 1,09
Benzo[a]antraceno 0,994 0,30 1,01
Criseno 0,994 0,57 1,89
Benzo[b]fluoranteno 0,992 0,43 1,44
Benzo[k]fluoranteno 0,993 1,16 3,86
Benzo[a]pireno 0,995 0,75 3,46
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,997 1,02 3,40
Dibenzo[a,h]antraceno 0,992 0,38 1,28
Benzo[ghi]perileno 0,994 1,13 3,77

%0s compostos estéo listados na sequéncia de eluicio.
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Tabela 4.4 — Quantificacdo de HAP em poeira urbana SRM 1649b pelo método
DI-CF-SPME-GC/MS.

HAP Média (ng) Certificado (ng) RSD(%)* A (ng)” Rec. (%)
Fenantreno 21,91+292 22,345 + 0,266 13,31 -0,43 (1,46) 98,05
Antraceno 2,82 +0,15 2,886 £ 0,079 5,36 -0,06 (0,08) 97,71
Fluoranteno 34,05 + 3,60 34,81 + 0,68 10,56 -0,76 (1,83) 97,82
Pireno 26,31+ 2,82 27,125 + 0,164 10,71 -0,82(1,41) 96,99
Benzo[a]antraceno 11,54 £ 0,62 11,862 £ 0,272 5,40 -0,32 (0,34) 95,43
Criseno 16,54 + 1,64 17,055 + 0,249 9,93 -0,51(0,83) 96,98
Benzo[b]fluoranteno 33,05+5,01 33,96 £ 1,13 15,16 -0,91(2,57) 97,32
Benzo[k]fluoranteno 9,74 + 1,56 9,91+0,471 16,05 -1,71(0,81) 98,28
Benzol[a]pireno 12,44 + 2,04 14,00 + 0,96 16,38 -1,56 (1,12) 88,85
Indeno[1,2,3-cd]pireno 14,82 + 2,24 16,78 + 0,96 15,12 -1,96 (1,22) 88,31
Dibenzo[a,h]antraceno 1,60 +£ 0,25 1,62 + 0,02 15,87 -0,04 (0,13) 97,76
Benzo[ghi]perileno 19,68 £ 3,39 22,323 £ 0,295 17,23 -2,65 (1,70) 88,16

#Quatro amostras de 5 mg da poeira urbana SRM1649b.
PA= (valor experimental — valor certificado). Os valores entre parénteses correspondem as incertezas.

A preciséo foi expressa pelo desvio padréo relativo (Relative Standard
Deviation — RSD). O método apresentou uma boa precisdo. Os RSD para todos
os HAP ficaram abaixo de 17,2. Valores de RSD de 8,3 a 25,4 % foram
observados em um estudo da reprodutibilidade entre dias com trés aliquotas de
5,00 + 0,01 mg de poeira urbana SRM 1649b analisadas em trés dias

consecutivos.

4.2.3 Anélises no Material Particulado Atmosférico

A aplicacdo do método validado DI-CF-SPME-GC/MS para
determinacdo de HAP foi feita em amostras reais de material particulado
atmosférico coletadas em dois locais distintos na cidade de Divindpolis, MG. Os
resultados médios das analises em triplicata estdo na Tabela 4.5 e mostram

uma boa precisao quando aplicados a amostras reais de PM10 e TSP.

87



Capitulo 4

Tabela 4.5 — Concentracdo (hg m™) média (n = 3) de HAP em amostras de

material particulado atmosférico coletadas na cidade de Divinopolis, MG.

PAH PM10 TSP
Média (RSD,%) Média (RSD,%)

Fenantreno 0,62(9) 0,51(18)
Antraceno 0,37 (27) 0,45 (19)
Fluoranteno 0,67(12) 0,56(8)
Pireno 1,30(7) 1,14(11)
Benzo[a]antraceno 0,81(5) 0,90(4)
Criseno 0,89(8) 0,80(12)
Benzo[b]fluoranteno 1,38(10) 1,04(14)
Benzo[K]fluoranteno nd® nd®
Benzol[a]pireno 1,29(13) 1,01(11)
Indeno[1,2,3-cd]pireno 1,18(9) 1,32(12)
Dibenzo[a,h]antraceno nd® nd®
Benzo[ghi]perileno 1,50(12) 1,26(14)

nd = (n&o detectado) concentracdes abaixo do limite de quantificagéo.

Fenantreno e antraceno foram 0s compostos que apresentaram oS
maiores valores de RSD em amostras de PM10 e TSP, pois suas
concentracfes estdo muito proximas dos LQ. Estes compostos apresentam
elevadas pressbes de vapor, o que contribui para diminuicdo de suas
concentracdes na fase particulada [193]. Em geral, os resultados para os HAP
em PM10 e TSP foram similares aos valores médios encontrados para outras
areas urbanas [87, 194, 195]. Usando o benzo[a]pireno como indicador de
poluicdo devido aos HAP, as concentraces de 1,29 ng m™ para PM10 e

1,01 ng m™ para TSP, ficaram acima do limite estipulado pela Unido Européia.
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4.3 Concluséao

Um dispositivo simples e de baixo custo foi proposto para a extragcao CF-
DI-SPME de HAP em niveis de tracos em material particulado. O uso de
planejamentos experimentais adequados permitiu a otimizacdo das condicbes
de extracdo. O método DI-CF-SPME-GC/MS, validado e testado em poeira
urbana SRM 1649b, apresentou boa exatiddo, elevada precisdo, e baixos
limites de deteccdo e quantificagdo para os HAP, em amostras de material
particulado atmosférico, coletado em filtros de fibra de quartzo com
amostradores de grandes volumes. Eventuais modificacbes deste método de
amostragem sao permitidas por causa da portabilidade do sistema. A
determinacdo de compostos organicos volateis no ambiente, plantas,
medicamentos, alimentos e fluidos bioldgicos sdo potenciais aplicacfes do

novo método.
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CAPITULO 5

MONITORAMENTO DE HIDROCARBONETOS
AROMATICOS POLICICLICOS EM MATERIAL
PARTICULADO ATMOSFERICO
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5.1 Material e Métodos

5.1.1 Reagentes
- Agua ultrapura obtida do purificador de agua Milli-Q Millipore (S&o Paulo,
Brasil);
- Detergente neutro, Extran MA 02 neutro da Merck (Rio de Janeiro, Brasil);
- Hélio N-50 da Air Products (Mogi das Cruzes, SP, Brasil), com 99,999 % de
pureza;
- Nitrogénio liquido;
- Cloreto de metileno e acetona grau HPLC, Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
5.1.2 Equipamentos
-Os mesmos utilizados no item 4.1.2.
5.1.3 Programas computacionais
- Os mesmos utilizados no item 3.1.3.
5.1.4 Sistema Cromatogréfico
- Semelhante ao descrito no item 4.1.4.
5.1.5 Coleta de Amostras
A coleta de amostras foi feita através do programa de monitorizacdo da
qualidade do ar mantido pela Secretaria Municipal do Meio Ambiente do
municipio de Divinépolis, Minas Gerais. O municipio possui uma populacdo

estimada em 209.500 habitantes distribuidos em um territério de 709 km?. A

regido urbana é formada por 51 bairros e concentra 96 % da populagéo.
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A principal forma de relevo sédo as colinas e cristas esparsas, com a
vegetacdo predominante de cerrado. Atualmente, a frota em circulagbes é de
98.000 veiculos, o que corresponde a um veiculo para cada dois habitantes. Os
principais setores industriais em atividade na cidade sdo o siderurgico, téxtil, e
de alimentos [196].

A Figura 5.1 mostra os pontos de coleta selecionados Caic (P1), Ermida
(P2), Sidil (P3), Sersan (P4), e Porto Velho (P5), e as industrias siderargicas
(circulos de 1 a 8). A Tabela 5.1 fornece as coordenadas geograficas de cada
ponto. Na estacdo P5 foram coletadas 25 amostras de PM10, e nas demais
foram 25 amostras de PTS para cada estacdo. No total foram coletadas 125
amostras, no periodo de maio a outubro de 2010. A estacdo metereoldgica do
Instituto  Nacional de Metereologia disponibilizou todos os dados

meteoroldgicos referentes ao periodo de amostragem.

Divinopolis

=z

0 380 1360 km 0 5 10 km

Figura 5.1 — Mapa com a localizacdo dos pontos de amostragem (tridangulos)
Caic (P1), Ermida (P2), Sidil (P3), Sersan (P4), e Porto Velho (P5), e as
industrias siderurgicas (circulos de 1 a 8) na cidade de Divindpolis.
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Tabela 5.1- Localizac&o dos pontos de amostragem (P1, P2, P3, P4 e P5) e as

industrias siderargicas (1 a 8) com suas respectivas coordenadas geograficas

na cidade de Divinopolis.

PONTO DESCRICAO fﬁgﬁgfﬂ@ﬁﬁi)
P1 caie 44584000
- oS
= 2o
s e
P5 Porto Velho 43195;506655680
1 Siderdrgica Séo Luiz 52:5732?)%1%
2 Siderurgica Cisam 43195 47511(?280
3 Siderdrgica Alamo 52:5732?)%1%
4 Siderargica Mat-Prima 52:52%(;%%
5 Siderargica Valinhos 43195 25846(?780
6 Siderurgica Gerdau 422°°53}égg%
7 Siderurgica TMG 52:5712(‘;%%
8 Siderdargica Ferroeste 230572545 fgg

A coleta do PM10 foi realizada com amostrador de grande volume
(62 m* h!) Modelo VFC-PM10 da Thermo Scientific Inc. (Franklin, MA, EUA)

por 24 h em filtros de quartzo (20,3 cm x 25,4 cm e 0,47 mm de espessura) da

Whatman Internacional (Maidstone, Kent, Inglaterra). Amostras de PTS foram

coletados através de amostrador de grande volume (90 m* h*) Modelo VFC-
TSP da Thermo Scientific Inc. (Franklin, MA, EUA) por 24 h em filtros de

quartzo (20,3 cm x 25,4 cm e 0,47 mm de espessura). Os filtros foram pré-

aguecidos a 500 °C por 24 h antes do uso para reduzir umidade e matéria

organica. Apos o resfriamento foram pesados e armazenados a 4 °C em folha
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de aluminio até o tempo de analise. Apdés a amostragem, os filtros foram
acondicionados em folha de aluminio a -15 + 5 °C e transportados para o
laboratério.

5.1.6 Anélise das Amostras

Todas as amostras foram analisadas pelo método DI-CF-SPME-GC/MS

desenvolvido e validado para este propdsito, como descrito no Capitulo 4.

5.2 Resultados e Discussao

As concentracfes médias dos HAP nas cinco estacfes de amostragem
entre maio e outubro de 2010 estdo apresentadas na Tabela 5.2. Todas as
concentragbes obtidas estdo acima do limite de detecgdo. No entanto, 0s
analitos antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, e
indeno[1,2,3-cd]pireno ficaram abaixo do limite de quantificagdo em algumas

das amostras coletadas.

5.2.1 Variagcao Sazonal dos HAP

A Figura 5.2 mostra a concentracdo média dos HAP para o local de
amostragem nos periodos de maio a julho (MJ), e de agosto a outubro (AO) de
2010. A concentracdo média do benzo[a]pireno no periodo de maio a julho foi
2,30 + 0,51 ng m, e diminuiu para de 2,25 + 0,12 ng m™ no periodo de agosto
a outubro.

A concentracdo média registrada de benzo[a]pireno em toda campanha
(maio a outubro) foi de 2,28 + 0,35 ng m™. Este valor esta acima do limite anual

de 1 ng m3, estabelecido pela Comunidade Européia [197].
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Embora a campanha néo represente um periodo de amostragem completo, o
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Il mazio a julho
I agosto a outubre

10 -

Concentragiio (ng m”)

Figura 5.2 — Concentragdo (ng m~) média dos HAP no material particulado
atmosférico coletado em Divindpolis nos periodos de maio a julho (n = 60) e
agosto a outubro (n = 65) de 2010.

Para avaliar o risco a saude associado a exposicdo aos HAP presentes
no ambiente é comum utilizar o benzo[a]pireno como um indicador, devido ao
seu elevado potencial carcinogénico em relacdo aos demais HAP. A poténcia
carcinogénica especifica de cada HAP em relacdo ao benzo[a]pireno pode ser
expressa pelo equivalente de benzo[a]pireno (B[a]P.y). Para isto foram
utilizados os fatores de equivaléncia téxica (Toxic Equivalent Factor — TEF) que
sdo indicadores especificos da carcinogenicidade de cada HAP [198].
Multiplicando a concentracdo ambiente de cada HAP pelo respectivo valor de
TEF obteve-se o equivalente de benzo[a]pireno. A equivaléncia téxica total foi 0
resultado do somatorio dos B[a]Pq individuais. A fracéo entre cada B[a]P¢, € a
eqguivaléncia téxica total forneceu a porcentagem equivalente de benzo[a]pireno
(% B[alPey).
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particulado

atmosférico dos HAP que apresentam valores de TEF maiores ou iguais a

0,0005, fatores de equivaléncia téxica, equivalentes de benzo[a]pireno, e a

porcentagem equivalente de benzo[a]pireno (% B[a]Peg).

Tabela 5.3 — Médias (n = 125) das concentracdes dos HAP (ng m™) para o

periodo de maio a outubro, fatores de equivaléncia toxica (TEF), equivalentes

de benzo[a]pireno (B[a]Pey), € porcentagem equivalente de benzo[a]pireno

(% B[a]Peq).

Concentragéo . B[a]P eq
HAP amblegte TEF (ng m-s) % B[a]P eq
(hgm™~)
Naftaleno 2,01 0,001 0,0020 0,03
Acenatftileno 1,63 0,001 0,0016 0,02
Acenafteno 1,09 0,001 0,0011 0,01
Fluoreno 2,25 0,0005 0,0011 0,01
Fenantreno 2,42 0,0005 0,0012 0,02
Antraceno 0,37 0,0005 0,0002 0,002
Fluoranteno 2,94 0,05 0,1470 1,95
Pireno 2,55 0,001 0,0025 0,03
Benzo[a]antraceno 5,07 0,005 0,0253 0,34
Criseno 4,70 0,03 0,1409 1,87
Benzo[b]fluoranteno 7,89 0,1 0,7889 10,49
Benzo[k]fluoranteno 4,80 0,05 0,2400 3,19
Benzol[a]pireno 2,28 1 2,2800 30,26
Indeno[1,2,3-cd]pireno 5,56 0,1 0,5560 7,39
Dibenzo[a,h]anthraceno 2,97 11 3,267 43,43
Benzo[ghi]perileno 3,86 0,02 0,0771 1,03
Total 7,52 100,00

®Referéncia [198]

O Potencial carcinogénico total estimado pela soma dos B[a]Py durante

a campanha foi de 7,52 ng m=. O benzo[a]pireno contribuiu com 30,26 % do

potencial cancinogénico total, este valor esta compativel com o determinado

em outras regides urbanas [199].
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O dibenzo[a,h]antraceno e benzo[b]fluoranteno contribuiram com
43,43% e 10,49%, respectivamente. Nesse estudo, as medigcbes dos HAP
foram realizadas somente na fase particulada, portanto deve haver um risco
adicional para a saude ao se considerar os HAP em fase gasosa.

Assumindo uma exposicdo homogénea dos 209.500 habitantes na area
de estudo durante a campanha, foi estimado o nimero de casos anuais de
cancer de pulmao atribuidos a exposicdo aos HAP na fase particulada. De
acordo com metodologia proposta pela Organizacdo Mundial de Saude [200]
esse calculo pode ser feito pela expressao 5.1:

N = B[a]Peq x UR x H (5.1)
70

Onde: N = numero de casos anuais de cancer de pulmao;
UR = unidade de risco cujo valor é 8,7 x 10°;
H = nimero de habitantes expostos;

Bl[a]Peq = total de equivalente de benzo[a]pireno (ng m’).

O resultado deste célculo foi aproximadamente dois casos anuais de
cancer de pulm@o devido a exposicdo aos HAP presentes no material
particulado. Este valor esta 7,7 vezes acima do limite recomendado pela
Organizag¢do Mundial de Saude.

A maioria dos HAP apresentaram concentragces médias mais elevadas
no periodo de maio a julho, com concentragdo média geral maxima de

benzo[b]fluoranteno de 8,63 + 3,53 ng m™.
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Nos locais de amostragem Caic, Ermida, e Sersan foram registradas
menores concentracdes no periodo maio a julho que no periodo de agosto a
outubro de, benzo[b]fluoranteno, naftaleno, antraceno, benzo[a]antraceno,
criseno e benzo[k]fluoranteno.

A presenca de maiores concentragfes de HAP em periodos mais frios
em comparacdo com aqueles medidos em periodos mais quentes foram
compativeis com outros estudos e pode ser explicada pela combinacdo de
fatores relacionados as propriedades fisico-quimicas como reatividade,
volatilidade, estabilidade atmosférica, e as condicbes meteorolégicas [201,
202].

Todavia ndo houve diferencas significativas nas condicdes
meteoroldgicos durante a amostragem entre os periodos de maio a julho, e
agosto a outubro. A Tabela 5.4 mostra a temperatura do ar, umidade relativa,
precipitacdo, velocidade dos ventos, pressado atmosférica, e dire¢cdo dos ventos
durante a campanha. Além da direcdo preferencial dos ventos, apenas a
temperatura apresentou diferenca significativa (p < 0,05).

Tabela 5.4 — Parametros metereoldgicos para a cidade de Divinépolis durante

os periodos de amostragem maio a julho (n = 60) e agosto a outubro (n = 65).

Maio a Agosto a Teste t para amostras
A L julho outubro independentes®
Pardmetro Metereol6gico - -
- Desvio - Desvio
Média ~ Média = t p
padréo padrao
Temperatura (°C) 19,34 1,55 22,82 2,44 -9,44 0,0005
Umidade Relativea (%) 65,89 9,59 53,29 7,87 8,05 0,12
Precipitacdo (mm) 1,49 4,98 0 0 2,41 1
Velocidade dos ventos (m/s) 6,52 1,56 6,41 1,84 0,38 0,19
Pressao do ar (kPa) 92,97 0,29 92,83 0,26 2,92 0,37
Direcéo dos ventos” NE NO

“Diferencas significativas para p < 0,05.
°NE = nordeste e NO = noroeste
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A Tabela 55 mostra a matriz de correlagdo para a soma das
concentracbes dos 16 HAP (2Z16HAP), soma do material particulado
atmosférico (MP), e parametros meteorolégicos para todo o periodo de
amostragem. Correlagéo positiva e significativa (r = 0,57, p < 0,01, n = 125) foi
observada entre as variaveis ZMP e 216PAH. Entretanto ZMP e X16HAP
apresentaram correlagbes negativas com o0s demais parametros
metereoldgicos com excecdo da pressdo do ar. Isto ocorre porque 0 aumento
de temperatura favorece a dessorcdo dos HAP do material particulado,
especialmente daqueles mais volateis, enquanto o aumento de pressdo no ar
favorece a sorcao dos HAP.

Tabela 5.5 — Matriz de correlacdo para a soma das concentracdes dos 16 HAP
(Z16HAP), soma do material particulado (ZMP), e parametros meteoroldgicos

de maio a outubro.

Umidade Velocidade Diregdo Presséo

Temperatura relativa Precipitacdo do vento  do vento do ar 2 PM ZPAH
Temperatura 1
Umidade relativa -0,371 1
Precipitagédo -0,247 0,539 1
Velocidade do vento -0,126 -0,108 0,1128 1
Direcao do vento -0,118 0,058 0,3070 0,221 1
Presséo do ar -0,535 -0,145 -0,189 0,248 0,233 1
Z PM -0,279 -0,378 -0,204 -0,068 0,038 0,382 1
%16 HAP 0,139 0,277 0,175 0,244 0053 0334 257 4

0

A Z216HAP para todos os locais de amostragem foi superior as
concentracbes de fundo (background) tipicas de regides urbanas [189]. As
concentracbes dos HAP neste estudo estdo em acordo com medidas
realizadas em outras areas urbanas com atividades industriais [203, 204].
Entretanto, o padrdo de distribuicdo dos HAP deve apresentar caracteristicas

diferentes de acordo com as fontes presentes na area de estudo.
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5.2.2 — Distribuicéao das Fontes dos HAP

Os mecanismos de formacdo de aerossoOis carbonaceos estdo
fortemente associados com a distribuicdo e caracteristicas dos HAP. Portanto,
a razao entre as concentragdes de determinados HAP podem ser usadas para
diagnosticar (Diagnostic Ratio) possiveis fontes antropogénicas destes
compostos [205].

O fluoranteno fluoreno, pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
benzo[ghi]perileno, criseno s&o usados para identificar as fontes petrogénicas
(derrames de petrdleo) e pirogénicas (combustdo incompleta de combustiveis
fésseis e de biomassa). Fluoranteno e pireno séo considerados como produtos
pirogénicos tipicos provenientes de combustdes a altas temperaturas de
aromaticos com menores massas molares. Alguns HAP como o
Benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno, e dibenzo[a,h]antraceno podem estar
associados a emissdes de industrias siderurgicas [206].

Entretanto, esse método de diagnostico deve ser aplicado com cautela,
porque a razdo entre as concentracdes dos HAP selecionados pode ser
alterada devido a oxidacdo ou fotodegradacdo. Antraceno, pireno,
benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno, e benzo[ghi]perileno sdo mais suscetiveis a
reatividade durante o processo de amostragem, transporte, e permanéncia na

atmosfera [207].
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Neste estudo os HAP selecionados para o diagnostico foram o
fluoranteno  (FLU), pireno (PY), indeno[l,2,3-cd]pireno (IcdP), e
benzo[ghi]perileno (BPe), devido a menor reatividade destes compostos, e a
possibilidade de preservar as informacdes da composi¢ao original durante o
transporte atmosférico. Além disso, também foram selecionados fenantreno
(PHE), antraceno (ANT), benzo[a]antraceno (BaA), e criseno (CRY), devido a
existéncia de diversas fontes pirogénicas de HAP na area de estudo.

A Tabela 5.6 mostra as razbes entre as concentragbes dos HAP
selecionados nos periodos de maio a julho e de agosto a outubro. Diferencas
significativas (p < 0,05) entre os periodos avaliados foram detectadas para
lcdP / (IcdP + BPe) e BaA / (BaA + CHY) devido principalmente a reatividade
desses compostos. As razdes obtidas para PHE / (PHE + ANT) e BaA / (BaA +
CRY) em ambos os periodos séo indicativas de fontes com combustéo de éleo

combustivel e madeira [208, 209].

Tabela 5.6 - Razdes entre as concentracoes de HAP selecionados nos

periodos frio e quente.

Maio a Agosto a Teste t para amostras
Razdbes entre as julho outubro independentesb
~ a A -
concentragdes Média Desv~|o Média Desv~|o t D
padrao padrao

FLU/(FLU+PY) 0,53 0,02 0,54 0,03 -1,4 0,17
IcdP/(IcdP+BPe) 0,55 0,09 0,61 0,11 -3,11 0,002
PHE/(PHE + ANT) 0,88 0,06 0,88 0,08 0,29 0,76
BaA/(BaA + CRY) 0,46 0,09 0,24 0,07 15,8 <10°

®FLU: Fluoreno, PY: Pireno, IcdP : Indeno[1,2,3-cd]pirene, BPe :Benzo[ghi]perileno,
PHE: Fenantreno , ANT: Antraceno , BaA: Benzo[a]Antraceno, CRY = Criseno.
b Diferencas sao significativas para p < 0.05.
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A Figura 5.3 mostra as razdes entre as concentragbes de

FLU/(FLU+PY) e IcdP / (IcdP + BPe) para o periodo de maio a julho (circulos) e

de agosto a outubro (triangulos). As duas linhas que se cruzam na area do

grafico representam os limites para a combustdo de petrdleo, e queima de

carvao e biomassa nos locais coletados [210, 211].

A maioria dos pontos esté localizada no quadrante superior direito, o que

sugere a predominancia de fontes de queima de biomassa. Alguns pontos

ficaram localizados no quadrante superior esquerdo, indicando fontes de

combustéo de petréleo e derivados.
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Figura 5.3 — Distribuicdo das razdes entre as concentracdes de FLU/(FLU+PY)

e lcdP / (IcdP + BPe) nos periodos maio a julho (circulos) e agosto a outubro

(triangulos).
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Estes resultados sugerem que os HAP presentes no material particulado
atmosférico sdo provenientes da combustdo de oléo combustivel e biomassa,
em ambos os periodos. A seguir a andlise de componentes principais (PCA) é
utilizada para estudar as caracteristicas e contribuicbes de fontes especificas
para a concentracdo atmosférica dos HAP.

A Andlise de Componentes Principais é uma técnica estatistica
multivariada que simplifica a interpretacdo de sistemas complexos de dados.
Ao avaliar criticamente os pesos (loadings) de cada fator, pode-se estimar as
possiveis fontes de emissdes dos HAP. No presente estudo, a PCA foi
realizada para os dois periodos de amostragem. No periodo de maio a julho a
matriz de dados foi composta com 60 amostras, e 16 variaveis representando
as concentracfes de cada HAP. Para o periodo de agosto a outubro foram 65
amostras e 16 variaveis. O método utilizado foi o de rotacdo Varimax com
normalizagdo. Foram considerados os HAP mais representativos em cada fator
com valores dos pesos > 0,7. A Tabela 5.7 mostra que somente com dois
fatores é possivel explicar de 78 % a 92 % da variancia dos dados.

O primeiro fator contribuiu com 79,1 % e 63,4 % nos periodos de maio a
julho e de agosto a outubro, respectivamente. Este fator foi afetado
principalmente pelos HAP de baixa massa molar, como fluoreno, acenaftileno,
naftaleno, fenantreno, acenafteno, fluoranteno, e pireno. A associa¢ao destes

HAP sugere a presenca de fontes com queima de biomassa [212, 213].
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Os HAP com elevadas massas molares e menos Vvolateis como
dibenzo[a, h]antraceno e benzo[ghi]perileno indicam combustdo de Oleo
combustivel em fontes estacionarias [214], enquanto indeno[1,2,3-cd]pireno
pode ser atribuido a queima da madeira [215].

Estas observacdes estdo de acordo com as indicacdes fornecidas pelo
diagnostico das razdes entre as concentracbes dos HAP, e sugere que a
contribuicdo das fontes queima de biomassa e 6leo combustivel sdo as mais
significativas.

Tabela 5.7 — Componentes principais, pesos, variancia explicada e estimativa

de fontes para os HAP nos periodos de maio a julho e de agosto a outubro.

Componentes Maio a julho Agosto a outubro
Principais® PC1 °Fonte °PC2 Fonte PCl Fonte PC2 Fonte
Naftaleno 0,95 BM 0,27 0,14 0,05
Acenaftileno 0,96 BM 0,27 0,72 BM 0,15
Acenafteno 0,94 BM 0,27 0,95 BM 0,18
Fluoreno 0,96 BM 0,25 0,91 BM 0,17
Phenantreno 0,94 BM 0,32 0,80 BM 0,47
Antraceno 0,55 0,36 0,10 0,62
Fluoranteno 0,91 BM 0,39 0,81 BM 0,55
Pireno 0,91 BM 0,39 0,92 BM 0,37
Benzo[a]antraceno 0,23 0,94 GD 0,21 0,90 GD
Criseno 0,48 0,86 GD 0,39 0,77 GD
Benzo[b]fluoranteno 0,09 0,94 GD 0,11 0,60
Benzo[K]fluoranteno 0,55 0,77 GD 0,27 0,89 GD
Benzo[a]pireno 0,60 0,79 GD 0,41 0,87 GD
Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,78 MA 0,37 0,56 0,63
Dibenzo[a,h]antraceno 0,95 oC 0,30 0,94 oC 0,27
Benzo[ghi]perileno 0,95 ocC 0,30 0,95 ocC 0,29
Variancia Explicada (%) 79,10 12,70 63,40 14,40

#Método de rotagdo Varimax com normalizac&o. Valores em negrito para pesos > 0,7.
®pPClePC2= pesos da primeira e segunda componentes principais.
¢ BM = biomassa, MA = madeira, OC = 6leo combustivel, GD = gasolina e diesel.

E relevante mencionar que atualmente, os principais setores industriais
gue utilizam biomassa na cidade de Divinopolis, sdo o siderdrgico com 0 uso
extensivo de carvao vegetal, téxtil e de alimentos com queima da madeira. O
O0leo combustivel é usado principalmente, para o processamento do ferro

fundido nas fundicdes.

105



Capitulo 5

O primeiro fator apresentou a maior contribuicdo durante o periodo de
maio a julho. Esta maior contribuicdo provavelmente esta relacionada as baixas
temperaturas da atmosfera, e ao aumento na queima de gramineas e arbustos
em lotes vagos, atividade muito comum na é&rea de estudo durante esse
periodo.

O segundo fator que contribuiu com 12,7 % e 14,4 % nos periodos de
maio a julho e de agosto a outubro, respectivamente, foi representado pelas
variaveis Benzo[b]fluoranteno, benzo[a]antraceno, criseno, benzo[a]pireno, e
benzo[K]fluoranteno. Benzo[K]fluoranteno, benzo[a]antraceno, e criseno sé&o
indicadores de fontes modveis como veiculos a diesel [205], enquanto
benzo[b]fluoranteno, Benzo[a]pireno sdo indicativos de emissdes de
automoéveis, com ou sem catalisador [216]. Atualmente, existem 98.000
veiculos em circulacédo na cidade de Divinopolis, dos quais 60 % sao movidos a
gasolina, e 40% a diesel [217]. Considerando o periodo de estudo a queima de
biomassa e 6leo combustivel representou cerca de 70% do perfil dos HAP
encontrados no material particulado atmosférico.

Para avaliar os resultados sugeridos pela estimativa de fontes foi
realizado um inventario, durante o periodo de monitoramento, com 37
empresas representativas dos principais setores industriais instaladas no
perimetro urbano de Divindpolis. Estas empresas forneceram informacdes
quanto ao tipo e consumo de combustivel, os resultados estdo listados na

Tabela 5.8.
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Tabela 5.8 — Tipo de combustivel, consumo médio mensal e contribuicdo para
0 consumo total das principais industrias instaladas no perimetro urbano de

Divin6polis em 2010.

Contribuicédo

Numero Principal Consumo
Inddstria de combustivel mensal parao
inddstrias total (t) consumo
total (%)
Siderurgica 8 Carvao vegetal 62000 94,94
Fundic&o 7 Oleo combustivel 1820 2,79
Téxtil 6 madeira 760 1,16
Alimentos 16 madeira 723 1,10
Total 37 65303 100,00

Neste cenario, as siderurgias apresentam o maior consumo de biomassa
em relacdo as demais industrias. Alem disto ndo apresentam sistemas umidos
de controle de emissdo de material particulado, por isso contribuiram de
maneira efetiva para aumentar as emissdes deste tipo de poluente e dos HAP

em fase particulada.

5.3 Concluséao

O novo método DI-CF-SPME-GC/MS desenvolvido neste trabalho foi
utilizado com sucesso para determinar HAP em material particulado
atmosférico em regido urbana durante um periodo de seis meses. Os
resultados obtidos durante a campanha indicaram concentracfes de todos os
HAP acima dos tipicos niveis de fundo destes compostos em regifes urbanas e

industriais.
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A concentracdo meédia de benzo[a]pireno foi o dobro do limite
estabelecido pela Comunidade Européia, que é de 1 ng m™>. No periodo de
maio a outubro o potencial carcinogénico total estimado pela soma dos B[a]Peq
alcancou um valor 7,5 vezes maior que este limite. O numero de casos de
cancer de pulmao devido a exposicdo aos HAP em fase particulada foi de
aproximadamente dois casos anuais. Portanto o risco de desenvolver este tipo
de neoplasia é elevado e deve ser levado em consideracao para protecdo da
saude da populagéo envolvida.

O diagndstico para avaliar a distribuicdo das fontes foi feito através da
razdo entre as concentracdes de alguns HAP selecionados, e da andlise de
componentes principais. Este estudo indicou que os HAP presentes no material
particulado atmosférico sédo provenientes da combustdo de biomassa e 6leo
combustivel em fontes estacionérias, e de 6leo diesel e gasolina das fontes
moéveis. As industrias siderurgicas contribuiram com a maior parcela de

emissao dos HAP na fase particulada coletada em Divinépolis.

Este estudo fornece informacdes relevantes para o poder publico local
atuar de forma efetiva na gestdo da qualidade do ar. Controle eficiente das
emissOes atmosféricas nas fontes fixas, aumento e melhoria dos transportes
publicos, revisdo das politicas de uso e ocupacdo do solo, e programas de

educacdo ambiental, sdo acdes que devem ser priorizadas neste processo.
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DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA
DETERMINACAO DE NAFTALENO NO AR AMBIENTE
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6.1 Material e Métodos

6.1.1 Reagentes

- Hélio N-50 da Air Products (Mogi das Cruzes, SP, Brasil), com 99,999 % de
pureza;

- Nitrogénio liquido;

- Ar comprimido purificado em um sistema Nitrox UHP-10ZA Domnick Hunter
(Gateshead, Inglaterra);

- Tubo de permeacéo, VICI Metronics Inc. (Washington, EUA), certificado com
rastreabilidade até os padrées NIST, comprimento de 3,5 cm e taxa de
permeacdo 16,62 + 0,79 ng min™* a 40,0 °C.

6.1.2 Equipamentos
- Suporte manual para SPME Supelco (Bellefonte, EUA);
- Fibra de Polimetilsiloxano (PDMS) 100 pum, Supelco (Bellefonte, EUA);
- Medidor de fluxo digital Flowmeter Optiflow 650 (Supelco Inc., EUA),
resolucéo 0,01 L min™.
6.1.3 Programas computacionais
- Os mesmos utilizados no item 3.1.3.
6.1.4 Sistema Cromatogréfico
O equipamento utilizado foi 0 mesmo utilizado em 3.1.4. A programacéao
de temperatura do forno: temperatura inicial de 35 °C mantida por 1 minuto,
seguida de aumento de temperatura a uma taxa de aquecimento de 15 °C min™

até 200 °C que foi mantida por 2 minutos. O tempo total de andlise foi de 14

minutos. O gas de arraste utilizado foi o hélio a um fluxo de 4 mL min™.
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O injetor operou a 250 °C no modo sem divisao de fluxo (Splitless)
durante 0,4 min, seguido do modo com divisao de fluxo (split) na razdo de 1:20.
O espectrometro de massas operou no modo positivo, impacto eletrénico
(Eletronic Impact — EI) com energia de 70 eV. A fonte de ions a 200 °C e a
interface GC/MS a 280 °C. A analise foi realizada no modo varredura completa
(full scan: 40-350 m/z) com aquisicdo a partir de 2 minutos. Para a

quantificacao foi utilizado o fragmento m/z=128.

6.1.5 Sistema de Geracao de Padrdes Gasosos

Foi utilizado o mesmo sistema de geracao de padrbes gasosos descritos
no item 3.1.5. A coleta de amostras do sistema foi efetuada pela técnica de
microextracdo em fase solida com a fibra resfriada (Cold Fiber — Solid Phase
Microextraction — CF-SPME) conforme o processo utilizando em 4.1.6. A
extracdo do padrdo gasoso de naftaleno ocorreu pela exposicdo da fibra no

bulbo de amostragem (Figura 6.1) por um periodo de tempo de 15 minutos [25].
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f
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Espiral do tubo __
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ik
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tubo de cobre
(qjam. int. 1,6 mm)

valvula de seguranga

-

____—tubo de cobre
(diam. int 5,0 mm)

_F6Iha de borracha

Sistema de geragéo de
padrées gasosos

__Frasco Dewar
—
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Figura 6.1 - Representacdo esquematica do dispositivo para extragdo do

naftaleno com CF-SPME no sistema de geragao de padrdes gasosos.
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O tubo de permeacdo foi mantido na temperatura de calibracdo de
40,0 £ 0,1 °C sob fluxo constante do gas diluente. Através do controle do fluxo
de ar na camara de permeacéao, foram feitas as diluicbes necessarias para a

construcdo de uma curva analitica para o naftaleno no ar ambiente.

A concentracdo de naftaleno foi calculada pela expresséo 2.7. Para cada
nivel de concentracdo das curvas analiticas, o fluxo foi alterado e, apos o
tempo de equilibrio de 120 minutos, fizeram-se medidas do fluxo em replicatas
(n=7), em seguida foram feitas as extracdes em triplicata com a fibora de SPME
e quantificacdo por GC/MS pelas areas de cada pico. As leituras do branco
ocorreram apos a retirada do tubo de permeacdo do sistema e passagem do
fluxo de ar diluente por 24 horas antes de efetuar as extragoes.

3.1.6 Coleta das Amostras Reais

As amostragens do ar ambiente urbano foram realizadas no periodo de
fevereiro a margo de 2011, em Belo Horizonte, Minas Gerais, com temperatura
média de 24 + 2 °C. Foram selecionados 18 pontos de amostragem distribuidos
em ambientes externos como avenidas e parques, e em ambientes internos
tais como laboratérios, postos de revenda de combustiveis, estacionamento,

banheiros, oficina mecénica, e interior de veiculos.

Para cada coleta, a fibra resfriada foi exposta durante 15 minutos na
zona de respiragdo (1,70 + 0.20 m acima do nivel do solo). Apés a
amostragem, a fibra foi recolhida e acondicionada em papel aluminio -15 +5 °C
até o momento da analise. O periodo maximo entre a coleta e a analise ndo
ultrapassou 2 horas, para néo ocorrer perdas por volatilizacdo do analito. Os
ensaios para avaliar a extensao dessas perdas foram realizados em triplicata,
tempo de extracdo de 15 minutos, fibra acondicionada a -15 + 5 °C, estocagem
de 2 horas. As médias das areas dos picos cromatograficos, obtidas com 2
horas de estocagem, foram iguais, em um nivel de confianca de 95 %, a média
obtida com analise sem estocagem, o0 que comprovou a viabilidade da

estocagem utilizada.

112



Capitulo 6
6.2 Resultados e Discussao

6.2.1 Validagdo da Metodologia

A Figura 6.2 mostra o cromatograma e o0 espectro de massas do
naftaleno, obtido nas condi¢cfes descritas no item 6.1.4, para extracdo com CF-

SPME durante 15 minutos no sistema de geragéo de padréo por permeagao.
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Figura 6.2 — Cromatograma de massas do padrédo gasoso de naftaleno a 64,8
ug m™ por GC/MS, modo positivo, em varredura completa (full scan: 40 — 350)

e extracao do ion m/z = 128.
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O tempo de retencédo para o pico do naftaleno foi de 7,02 + 0,01 minutos
e a similaridade entre o espectro de massas obtido e o fornecido pela biblioteca

do equipamento foi superior a 90 %.

Para avaliar a eficiéncia da extracdo SPME com resfriamento (CF-
SPME) em relacdo a sem resfriamento, foram realizadas extracdes, em
triplicata, com duracdo de 15 minutos no sistema de geracdo de padrdes
gasosos como descrito em 6.1.5. As areas obtidas para o naftaleno em trés
niveis de concentracdo (P1 = 14,30; P2 = 78,50; P3 = 120,90 pg m™) estdo
representadas na Figura 6.3. Em todos estes niveis avaliados observou-se que
a extracdo CF-SPME é mais eficiente que aquela realizada sem resfriamento
da fibra. Portanto, para aumentar a sensibilidade do método todas as extracées
foram feitas no modo CF-SPME.

1200000 -

I CF-SPME
B SPME

800000

Area

400000 |

P1 P2 P3

Naftaleno ( pg mq)

Figura 6.3 — Areas obtidas para o naftaleno em trés niveis de concentraco
(P1 = 14,30; P2 = 78,50; P3 = 120,90 ug m™~) em extracdo (n = 3) no sistema
de geracéo de padrbes gasosos com fibra SPME resfriada (CF-SPME) e sem
resfriamento (SPME).
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A curva de calibracdo para o naftaleno foi feita em seis niveis de
concentracdo, com 3 extracdes para cada nivel. As concentracdes obtidas, a
298 K e 101,3 kPa, a partir da variacdo do fluxo na camara de permeacéo
foram 14,23; 41,81; 78,50; 99,26; 121,39 e 148,51 pug m™>, com tempo de

extracdo de 15 minutos.

A Figura 6.4 mostra a curva de calibracdo (y = 5261,47 x + 10,82), para
o naftaleno no ar ambiente com amostragem por CF-SPME. Devido a
heterocedasticidade das respostas utilizou-se o método dos minimos
quadrados ponderado pelas variancias. A faixa linear de trabalho obtida foi de
0,55 +0,01 a 148,51 + 0,02 pg m™, com R? de 0,998 (p-valor < 0,0001).

900000

Linha de tendéncia
----------- Intervalo de confianga ( 95%)

600000

Area

300000

0 I 50 I 160 I 1‘50

Naftaleno (ug m™)
Figura 6.4 - Curva de calibracdo para naftaleno no ar ambiente com
amostragem por CF-SPME em camara de permeacao e determinacdo por
GC/MS.

Os limites de deteccgéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados a
partir de 10 medidas consecutivas do branco, através das equacdes 2.11 e
2.12 respectivamente. O LD determinado foi de (0,33 + 0,01) pg m3, e 0 LQ
(0,55 +0,01) pg m™.

115



Capitulo 6

Na avaliacdo da precisdo intra-ensaio (repetitividade) 10 replicatas nos
niveis de concentracdo 14,31; 77,42 e 120,97 pg m™ foram analisadas no
mesmo dia. O coeficiente de variagdo (CV) obtido apresentou faixa de 1,04 a
8,11 %, com meédia de 4,75 %. Estes valores se mostraram abaixo dos
resultados apresentados em outros estudos para determinacéo do naftaleno no
ar ambiente [218, 219].

Para avaliar a reprodutibilidade intermediaria cinco replicatas em trés
niveis de concentracdo 14,31; 77,42 e 120,97 ug m™ foram analisadas em trés
dias consecutivos. Os valores de CV obtidos neste estudo foram 1,04 — 10,03
% com meédia 556 %. A Tabela 6.1 mostra os valores obtidos para a

repetitividade e reprodutibilidade.

Tabela 6.1 — Coeficientes de variacdo para repetitividade e reprodutibilidade

intermediaria em trés niveis de concentracdo de naftaleno no ar ambiente.

— —=
Concentragao (g m?) Coeficientes de Variagéo (%)

Repetitividade Reprodutibilidade
(n=10) (n =5)
14,31 1,04 1,04
77,42 5,10 5,36
120,97 8,11 10,03

6.2.2 Anélises no Ar Ambiente

O método validado para determinacao do naftaleno em ar ambiente foi
aplicado em amostras reais coletadas de acordo com o procedimento descrito
no item 6.1.6. A Tabela 6.2 mostra as concentracdes (ug m™) obtidas para

todas as amostras, e a Figura 6.5 apresenta a distribuicdo destes resultados.
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Tabela 6.2 - Concentracdo (ug m™) de naftaleno no ar em ambientes externos

e Internos.
Ponto de Externos C (ug m™) Internos C (ug m3)
amostragem
1 Parque campus UFMG 0,35 Laboratdrio 3,81
2 Parque Lagoa da Pampulha <LQ Sala de reprografia 0,35
3 Pargue das Mangabeiras <LQ Estacionamento A 12,25
4 Posto de Combustivel A 36,11 Estacionamento B 13,27
5 Posto de Combustivel B 34,22 Oficina mecanica 7,48
6 Avenida Pedro I, 2197 5,52 Veiculo A 3,11
7 Avenida Antonio Carlos, 7200 6,81 Veiculo B 0,57
8 Avenida Antonio Carlos, 3550 2,68 Veiculo C 7,50
9 Avenida Carlos Luz, 3500 5,27 Banheiro publico 0,86

30.00

—
35.00 K —___:_______—'___'_‘r‘—‘—-—-———-_.__l\.
-_‘__,..--""’-_____‘_'_‘—‘—-—-—

2500 - | S
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10.00

Naftaleno {ug m?)
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7 externos

o
Pontos e amos!ragem

Figura 6.5- Distribuicdo das concentracdes (ug m™>) de naftaleno no ar de

ambientes externos (cilindros) e internos (colunas).

As concentracbes médias de naftaleno nos ambientes externos e
internos foram respectivamente (10,17 + 14,39) ug m2e (5,47 + 4,94) ug m>.
Devido a grande variabilidade observada para os ambientes externos, ndo
houve diferenca significativa (p > 0.05) entre essas médias. A mediana para 0s
ambientes internos foi 5,27 ug m™ e para os ambientes externos 3,81 pg m.
Todas as amostras apresentaram concentracdes acima do limite de

quantificacdo com excecéo dos pontos 2 e 3 dos ambientes externos.
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As amostras de 1 a 3 foram coletadas em parques ecologicos e como
esperado estdo com concentragBes proximas dos valores basais de naftaleno
para centros urbanos e suburbanos que podem variar de 0,001 a 1 pg m™

[220].

As maiores concentracfes registradas para os ambientes externos,
pontos 4 e 5, correspondem a postos de revenda de combustiveis. Estes
valores foram em média cem vezes maiores que as concentracdes registradas
nos parques. O aumento dos niveis de naftaleno € devido as emissfes e
evaporacdes dos combustiveis durante o abastecimento [221]. Nas gasolinas o
teor médio de naftaleno pode variar de 69 a 2600 mg L™ e no diesel de 6 a
1600 mg L™ [222]. Os pontos de 6 a 9 correspondem a avenidas com trafego
acima de 10000 veiculos por dia. Outros estudos mostram que a concentracao
de naftaleno em avenidas com trafego intenso variam de 0,06 a 8 pg m™ [223,
224].

Nos ambientes internos as maiores concentracdes de naftaleno foram
observadas em estacionamentos cobertos, amostras 3 e 4. Isto ocorre devido a
auséncia de ventilagdo adequada nestes locais, 0 que propicia o acumulo das
emissodes veiculares. A amostra 5 foi coletada em uma oficina mecanica. As
amostras de 6 a 8 foram coletadas simultaneamente no interior de veiculos
estacionados em um mesmo local. Estes microambientes podem apresentar
niveis elevados de naftaleno devido ao aporte das exaustdes de outros
veiculos [225]. Entretanto, a amostra 8 apresentou concentracdo treze vezes
maior do que a amostra 7, esta elevada concentracdo de naftaleno pode ser
justificada pela queima de cigarros no interior do veiculo antes da amostragem.
Este fato € comum em ambientes frequentados por fumantes e contribui para
aumentar os niveis de exposicdo aos poluentes presentes na fumaca de

cigarro mesmo apos o ato de fumar [226].
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O ponto 9 corresponde a uma coleta realizada em um banheiro publico
logo apos a limpeza de rotina. As coletas 1 e 2 ocorreram em um laboratoério de
pesquisa, e em uma sala de reprografia respectivamente. A presenca do
naftaleno em ambientes internos e ocupacionais constitui a principal

contribuicdo para a exposi¢cao da populacdo em geral a este poluente [227].

Queima de cigarros, proximidade com garagens, condicbes de
ventilacdo, e produtos de uso doméstico sdo fatores determinantes para

aumentar a concentracdo de naftaleno em ambientes internos [228-230].

6.3 Conclusao

Este estudo mostrou o desenvolvimento de um método alternativo para
analise de naftaleno em ar ambiente com amostragem passiva por
microextracdo em fase solida com fibra resfriada. O método desenvolvido é
simples, rapido, e de baixo custo. Além disto, a coleta dispensa bombas, o que
assegura a portabilidade para amostragem e preconcentracdo. A utilizacao de
um sistema de geracdo de padrbes gasosos por permeacdo permitiu a
reproducdo mais adequada das condicdes existentes na atmosfera. Este
procedimento foi validado e apresentou boa precisdo, linearidade e
sensibilidade para a faixa de interesse ambiental. Os resultados obtidos na
andlise ambiental dos ambientes externos e internos mostraram a habilidade
do método para medir niveis traco de naftaleno no ar em diferentes ambientes.
O naftaleno é um HAP que devido a sua elevada volatilidade se distribui
preferencialmente na fase gasosa dos ambientes. Atualmente existem poucos
métodos para determinagdo dos HAP mais volateis nesta fase. Portanto o
desenvolvimento de um método eficiente para determinacdo do naftaleno no ar

foi uma contribuic&o significativa para a analise ambiental.
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Nesta tese foram desenvolvidas e validadas metodologias para
quantificacdo de benzeno no ar ambiente e no ar expirado, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos em material particulado atmosférico, e naftaleno em ar
ambiente. Para amostragem e preconcentracao utilizou-se a microextragdo em
fase solida sem resfriamento e com resfriamento. Um dispositivo alternativo,
simples, de baixo custo, e portatil foi desenvolvido e testado com sucesso para
resfriamento da fibra sem a necessidade de bombas e cilindros como em
outros métodos descritos na literatura. Todas as analises foram efetuadas por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

As aplicacbes das metodologias desenvolvidas foram feitas em amostras
reais de ar ambiente, ar expirado, e material particulado. As amostragens do ar
ambiente e ar expirado ocorreram em Belo Horizonte, e a coleta do material
particulado atmosférico aconteceu em Divinopolis durante um periodo de seis

meses para viabilizar o estudo de distribuig&do de fontes.

As metodologias desenvolvidas mostraram-se adequadas para
determinacdo do benzeno no ambiente e no ar expirado, naftaleno no
ambiente, e HAP no material particulado atmosférico. Os resultados
encontrados evidenciaram correlacdes significativas entre as concentracdes de
benzeno no ambiente e no ar e indicaram a viabilidade de se utilizar o benzeno
nao metabolizado no ar expirado como biomarcador de exposi¢cao ocupacional.
O método para determinacdo dos HAP além de ser ripido apresentou a
vantagem de ser ecologicamente correto, pois dispensou o uso de solventes

toxicos para extracdo dos HAP.
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Todos os trabalhos propostos contribuiram de forma significativa para a
constru¢cdo do conhecimento na area de concentracdo escolhida. Aplicagbes
futuras da técnica de microextracdo em fase solida com fibra resfriada incluem

analise de alimentos, agua, solo, plantas, e fluidos bioldgicos.

O diagnostico para avaliar a distribuicdo das fontes de emissdo dos HAP
em Divinépolis foi feito através da razéo entre as concentracdes de alguns HAP
selecionados, e da analise de componentes principais. Esta avaliacdo indicou
gue as industrias siderurgicas contribuem com a maior parcela de emissdo dos
HAP na fase particulada. Os resultados do inventario das principais fontes de
poluicdo atmosférica presentes nessa area urbana sédo concordantes com o

diagnostico das emissoes.

Porisso a necessidade do controle efetivo das emissbes atmosféricas
provenientes das industrias siderargicas instaladas no local de estudo. A
utilizacao de equipamentos de controle da poluicdo atmosférica mais eficientes,
tais como filtros Umidos, reduz significativamente as emissdes do material

particulado e dos HAP presentes nesta fase.

Mudanca no conceito de mobilidade com melhoraria e priorizagdo dos
transportes publicos contribui para reducao significativa das emissfes de fontes
moveis. As emissdes provenientes de queimadas em lotes vagos podem
reduzir mediante a revisédo da politica de uso e ocupacéo do solo urbano. Uma
legislagdo comprometida com a saude ambiental urbana deve desestimular a
exploracdo imobiliaria e diminuir a retencdo dos terrenos vagos. A elaboracao

de programas de educacao ambiental para evitar queimadas é outra importante
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acao preventiva. Neste processo educativo deve ser enfatizado o risco das
queimadas para a saude publica devido as emissfes de HAP que sé&o

poluentes com comprovado potencial carcinogénico.

Considerando que no Brasil a legislagdo ambiental em vigor nao
contempla os HAP e o benzeno como poluentes atmosféricos prioritarios, e que
os resultados obtidos nesse trabalho forneceram evidéncias da contaminacao
do ar por estes poluentes nos locais de estudo. Recomenda-se a revisdo da
legislagdo com a inclusdo dos HAP e do benzeno como indicadores de
qualidade do ar.

A exemplo de diversos paises, atencdo especial deve ser dada ao
benzo[a]pireno e ao benzeno, por se tratar de espécies que possuem elevado
potencial carcinogénico. Estabelecer niveis maximos seguros destes poluentes
na atmosfera é essencial para garantir o direito constitucional a saude publica e

ao desenvolvimento sustentavel.
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Lista de Materiais Certificados

Certificado do tubo de permeacdo de benzeno, VICI Metronics Inc.
(Washington, EUA), rastreavel até os padrées do NIST (National Institute of

Standards and Tecnologies).
Certificado do Tubo de permeacdo de naftaleno, VICI Metronics Inc.
(Washington, EUA), rastreavel até os padrées do NIST (National Institute of

Standards and Tecnologies).

Certificado Mix EPA 610 de Hidrocarbonetos Aromaéticos Policiclicos em

Metanol/Cloreto de metileno, Supelco Inc. (Bellefonte, EUA).

Certificado do Material de Referéncia Padrdo (SRM1649b - Standard
Reference Material) de poeira urbana, NIST (Gaithersburg, MD, EUA);
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CERTIFICATE

The permeation rate of the DYNACAL® PERMEATION DEVICE listed below

is certified traceable to N.I.S.T. stanﬁdards.

Chemical Fill . Benzene

- Device Type : Standard Emission

- Length /Geometry :35¢em

* Part Number: : 117-035-1400-C35
Method of Certification . Gravimetric
Certification Number : 14-1149

| Rate : 20 ng/min-+/- 2 pg/min at 35 Deg C
o
Date : March 14, 2006 By : .
Customer . Imprint Genetix o M
Order No. : M035530

VICI Metronics, Inc.
26272 Twelve Trees Lane NW
Poulsbo, WA 98370

(360) 697-9199 Fax: (360) 697-6682 .

VI Gl

CERTIFICATE

The permeation rate of the DYNACAL® PERMEATION DEVICE listed below
is certified traceable to N.I.S.T. standards.

Serial Number: 89-33745

o E .

Cerfification Oct. 27, 2009 Cerfificate Expires:  Oct. 27, 2010
Date :

Chemical: Napthalene Part Number:  107-040-1700-C40
Device Type:  High Emission Length/Geometry: 4.0cm

Rate: 16.62 ng/min Temperature:  40°C

True Accuracy: * 0.7% ng/min Mox Allowed Accuracy: *2 ng/min

Certification Method:  Gravimetric Order No.: 100387

Customer: Fundep
Notes:

Approved By: 9 = Q .

VICI Metronics, Inc.
26295 Twsive Trees Lane NW
Poulsbe, WA 98570

(360) 697-9199 Fax: (360) 697-6682
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Certificate of Analysis

DESCRIPTION: TCL Polynuclear Aromatic Hydrocarbons Mix

CATALOG NO.: 48905-U

LOT NO.: LB29550

MFG DATE: May-2005

EXPIRATION DATE: Apr-2008

PERCENT WEIGHT(3) ANALYTICAL(4)

BENZO
BENZO
BENZO

(A) ANTHRACENE
(A) PYRENE

(B) FLUORANTHENE
(G,H,I) PERYLENE
(K) FLUORANTHENE

CHRYSENE

DIBENZ (A,H) ANTHRACENE
FLUORANTHENE

FLUORENE

INDENO (1,2,3-CD) PYRENE
NAPHTHALENE

PHENANTHRENE

PYRENE

(1)
(2)
(3)

(4)

Tl Do,

a) HPLC UV-254NM

Listed in alphabetical order.
Determined by capillary GC-FID, unless otherwise noted.

83-32-9
208-96-8
120-12-7

56-55-3

50-32-8
205-99-2
191-24-2
207-08-9
218-01-9

53-70-3
206-44-0

86-73-7
193-39-S

91-20-3

85-01-8
129-00-0

PURITY (2) CONCENTRATION
99.9 2000 2021
99.9 2000 2021
99.8 2000 2028
98.1 (a) 2000 2094
99.4 (a) 2000 1980
99.9 2000 2024
99.1 2000 2055
99.5 2000 2035
99.2 2000 2029
99.1 2000 2050
98.2 2000 1991
98.6 2000 2018
98.7 2000 2100
99.7 2000 2067
97.9 2000 2018
96.6 2000 2033

STD

DEV
+/- 70.5
+/- 65.1
+/- 38.4
+/- 59.4
+/- 98.2
+/- 66.4
+/- 104.5
+/- 175.4
+/- 41.1
+/- 93.8
+/- 719.1
+/- 59.6
+/- 88.9
+/- 58.4
+/- 38.1
+/- 85.0

LA92694
LB07910
LB14401
LB27620
LB27734
LA94245
LB00514
LA96760
LB22573
LB27817
LB18900
LB04916
LB29182
LB26040
LB28334
LA74472

NIST traceable weights are used to verify balance calibration with the preparation of each lot.

Concentration of analyte in solution is ug/ml +/- 0.5%, uncertainty based upon balance and

Class A volumetric glassware.

Elwood Doughty

Quality Control Supervisor

S

Weights are corrected for analytes less than 98% pure.
Determined by chromatographic analysis against an independently prepared reference lot. Mean of
replicate injections.

Supelco warrants that its products conform to the information contained in this publication.
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. Please see the latest
catalog or order invoice and packing slip for additional terms and conditions of sale.

SSUPELCO

595 North Hamson Road

Bellefonte, PA  16823-0048 USA
Phone (814) 359-3441
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Certificate of Analysis

Standard Reference Material® 1649b
Urban Dust

This Standard Reference Material (SRM) is an atmospheric particulate material collected in an urban area and is
intended for use in evaluating analytical methods for the determination of selected polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs), polychlorinated biphenyl (PCB) congeners, and chlorinated pesticides in atmospheric
particulate material and similar matrices. Reference values are also provided for nitro-substituted polycyclic
aromatic hydrocarbons (nitro-PAHs), decabromodiphenyl ether, toxaphene congeners, and polychlorinated
dibenzo-p-dioxin and dibenzofuran congeners. Information concentration values are provided for selected
hydrocarbons, hopanes, steranes, ketones, and particle-size characteristics. All of the constituents for which
certified, reference, and information values are provided in SRM 1649b are naturally present in the particulate
material. SRM 1649b is prepared from the same particulate material that was issued in 1982 as SRM 1649 [1]
and re-issued in 1999 as SRM 1649a [2]. This bulk material was sieved to a smaller particle size fraction than the
previous materials. A unit of SRM 1649b consists of a bottle containing 2 g of particulate material.

Certified Concentration Values: Certified values for the concentrations, expressed as mass fractions, for
23 PAHs, 13 PCB congeners, and 4 chlorinated pesticides are provided in Tables 1, 2, and 3. A NIST certified
value is a value for which NIST has the highest confidence in its accuracy in that all known or suspected sources
of bias have been investigated or taken into account [3). The certified values for the PAHs, PCB congeners, and
chlorinated pesticides are based on the agreement of results obtained from two or more chemically independent
analytical techniques performed at NIST.

Reference Concentration Values: Reference values for concentrations, expressed as mass fractions, are provided
for 38 additional PAHs, 16 nitro-PAHs, 49 additional PCB congeners (some in combination), and 34 chlorinated
pesticides (includes 22 toxaphene congeners) in Tables 4, 5, 6, and 7, respectively. Table 8 contains a reference
value for decabromodiphenyl ether. Reference values are provided in Table 9 for the 17 2,3,7,8-substituted
polychlorinated dibenzo-p-dioxin and dibenzofuran congeners and total, tetra-, penta-, hexa-, and hepta-substituted
congeners of polychlorinated dibenzo-p-dioxin and dibenzofuran. Reference values are noncertified values that are
the best estimates of the true value; however, the values do not meet the NIST criteria for certification and are
provided with associated uncertainties that may reflect only measurement precision, may not include all sources of
uncertainty, or may reflect a lack of sufficient statistical agreement among multiple analytical methods [3].

Information Concentration Values: Information values for selected aliphatic hydrocarbons, hopanes, steranes,
and ketones are provided in Table 10. Information values for particle-size characteristics are provided in Table 11.
An information value is considered to be a value that will be of interest to the SRM user, but insufficient information
is available to assess the uncertainty associated with the value or only a limited number of analyses were
performed [3].

Expiration of Certification: The certification of SRM 1649b is valid, within the measurement uncertainties
specified, until 31 July 2018, provided the SRM is handled in accordance with instructions given in this certificate
(see “Instructions for Use™). This certification is nullified if the SRM is damaged, contaminated, or otherwise
modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of its certification. If
substantive technical changes occur that affect the certification before the expiration of this certificate, NIST will
notify the purchaser. Registration (see attached sheet) will facilitate this notification.

Coordination of the technical measurements leading to the updated certification was under the direction of
M.M. Schantz, L.C. Sander, and S.A. Wise of the NIST Analytical Chemistry Division.

Stephen A. Wise, Chief
Analytical Chemistry Division

Gaithersburg, MD 20899 Robert L. Watters Jr., Chief
Certificate Issue Date: 23 February 2009 Measurement Services Division
SRM 1649 Page ] of 14
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Abstract Benzene is classified as a Group I carcinogen by
the International Agency for Research on Cancer (IARC).
The risk assessment for benzene can be performed by
monitoring environmental and occupational air, as well as
biological monitoring through biomarkers. The present
work developed and validated methods for benzene
analysis by GC/MS using SPME as the sampling technique
for ambient air and breath. The results of the analysis of air
in parks and avenues demonstrated a significant difference,
with average values of 4.05 and 18.26 pg m >, respectively,
for benzene. Sampling of air in the occupational environ-
ment furnished an average of 3.41 and 39.81 pg m°.
Moreover, the correlations between ambient air and expired
air showed a significant tendency to linearity (R*=0.850
and R’=0.879). The results obtained for two groups of
employees (31.91 and 72.62 pg m ) presented the same
trend as that from the analysis of environmental air.

Keywords Benzene - Environmental analysis - Breath
analysis - SPME - GC/MS

Introduction

Benzene is a primary pollutant in the petrochemical and
steel industry. Its production and consumption have caused
worldwide concern for health risks resulting from exposure,
mainly because of its carcinogenic effect. The petrochem-
ical industry, processing of coke and some chemical

H. C. Menezes - L. C. A. Amorim - Z. L. Cardeal (<)
Chemistry Department, ICEx, Federal University of Minas Gerais,
Avenida Antonio Carlos 6627,

31270-901 Belo Horizonte, MG, Brazil

e-mail: zenilda@ufmg.br

syntheses are also activities that contribute to emissions in
the external environment [1]. In addition to the burning of
cigarettes [2], the use of carpets, adhesives, and cardboard
[3], and the use of coal and biomass for heating [4, 5] can
contribute to the contamination of indoor environments.
Workers involved in the production, transportation, and
marketing of fuels are exposed to various levels of benzene,
whose average content in gasoline is 3% v/v. This level can
vary with the origin of the gasoline, the regulations of each
country, and the adulteration with aromatic solvents [6].

Benzene is classified as a Group I carcinogen by the
International Agency for Research on Cancer [7] and is
listed by the World Health Organization [8] as a top priority
compound. Studies have shown that in addition to being a
risk factor for leukemia, it can cause significant hemato-
logical changes in people exposed to 3.19 mg m™
(101.3 kPa and 298 K) or 1 ppm [9]. Prolonged exposure
to benzene causes various effects on the human body,
especially myelotoxicity, genotoxicity, and its carcinogenic
action. Other effects on various organs such as the central
nervous system and the endocrine and immune systems are
known [10].

The occupational exposure limit of 1.60 mg m > recom-
mended by the American Conference of Governmental
Industrial Hygienists Threshold Limit Value—Time-Weighted
Average (TLV-TWA) [11] has decreased significantly in
recent years. The National Institute for Occupational Safety
and Health set the exposure limit recommended exposure
limit (REL)-TWA to 0.32 mg m ", and the short-term
exposure limits (STEL) is 3.19 mg m> for 15 min of
exposure [12]. The gradual increase in the concentration of
benzene in urban atmospheres has shown that non-
occupational exposure should receive special attention be-
cause the number of people exposed is much greater than in
occupational environments. The limit of 5 mg m for
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benzene was initially set by the European Community as an
average yearly value [13], to be reduced to zero by 2010.

The assessment of the risk of exposure to benzene can be
achieved by monitoring the environmental and occupational
air for this compound, as well as the use of biological
indicators of exposure and the determination of the effects
through biological monitoring. Among the biological
exposure indicators, the presence of unchanged benzene
in urine and breath and of trans, trans-muconic acid and
phenylmercapturic acid metabolites in urine [14] are
indicated. The other biomarkers such as benzene adducts
with albumin or hemoglobin are suggested as indicators of
a biological effect [15].

Among the methods for biological monitoring of
unchanged benzene, the determination in exhaled air has
the advantage of being a non-invasive technique, in
addition to the fact that air is a less complex matrix than
blood and urine. Some studies have shown significant
correlations between the concentrations of benzene in the
environment and in the breath of mechanics [16], and active
and passive smokers [17].

Several techniques can be used for sampling benzene in
air, such as the use of metal containers, sampling bags,
adsorbent bulbs, and tubes with activated charcoal [18].
These techniques are efficient but they have many steps.
The method TO-15 of the U.S. Environmental Protection
Agency (EPA) uses canister as benzene sampling technique
and GC/MS (gas chromatography with mass spectrometry
detection) as analysis method, with detection limit of
0.92 ug m > [19]. Studies using GC/MS or GC/FID (gas
chromatography with flame-ionization detection) presented
typical detection limits of 1.0 ug m> for environment air
[20] and 1.5 pg m™> for exhaled air [16, 17, 21], values
larger than those found in the present study. In those
studies, the quantification limits were not usually reported,
and the calibration method merely mentioned.

One technique that has proved to be very efficient for
sampling of volatile compounds in air is SPME (solid-
phase microextraction). It combines sampling and pre-
concentration in a single step, with subsequent desorption
directly into the analytical instrument.

In air sampling by SPME, the extraction can be
performed by direct exposure of the fiber to the matrix.
The partition equilibrium with the transfer of a portion of
the analyte to the fiber occurs. It is necessary to use gaseous
standards that simulate the environment of interest for the
determination of volatiles in the air by this technique. The
generation of standards by permeation has advantages such
as versatility, minimization of the adsorption of the analyte
by the system, ease of operation, and the ability to include a
wide range of concentrations in a single dilution stage. The
present study used a constructed system [22] to generate
benzene standards by permeation, with SPME sampling in
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ambient air and exhaled air. After direct desorption in the
injector, determinations by gas chromatography coupled to
mass spectrometry were performed. The optimized method
is simple and sufficiently sensitive for the analysis of
benzene in breath and environmental air.

Experimental
Generating the benzene standard

A system for the generation of gaseous standards, as shown
in Fig. 1, was used. The air was conducted to a UHP-10ZA
Brand Domnick Hunter scrubber after compression to
345 kPa and then passed through a spiral copper pipe
(1/8 in.) for preheating. After the dilution control valve, the
air entered the permeation chamber and passed through a
permeation tube of polymer material containing liquid
benzene. The tube, manufactured by Vici Metronics, Inc.
and certified for traceability by NIST standards, was 3.5 cm
in length, and the rate of permeance was 19.8+2.0 ng min "'
at 35.0 °C. The tube was subjected to a constant flux with
the temperature controlled by a thermostat to 35.0+0.1 °C.
The temperature control system was connected to a
resistance and a small fan for even distribution of heat
throughout all the components inserted into the space
bounded by heat insulation (dotted rectangle of Fig. 1).
The mixture of air with benzene was homogenized in a
spiral glass tube before reaching the sampling bulb where
the SPME fiber was then exposed. The flow was measured
with a Supelco Optiflow 650 digital flowmeter. The system
pressure was maintained at 99+ 1 kPa in all the experiments
by a flow control valve.

The dilutions required for the construction of an analytical
curve for benzene in ambient air with a 15-min extraction time
and a curve for benzene in breath with an extraction time of
30 s were obtained through the control of airflow in the
permeation chamber. The concentrations of benzene for both
curves were calculated from the expression:

10° x Q(ng min~")
F(mL min—!)

Clugm™) = (1)

where C is the concentration of benzene at 101.3 kPa and
298 °K, Q is the permeation rate, and F is the corrected flow
(mL min") at 101.3 kPa and 298 °K. For each concentration
level of the analytical curves, the flow was altered, and, after
the 150 min equilibrium time, the flow was measured in
replicate (n=7), followed by extraction with the SPME fiber
and quantification by GC-MS for the areas of each peak. The
readings of the blank were obtained after withdrawing the
permeation tube and passing diluent air for 24 h before
performing the extraction.
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Fig. 1 Fluxogram of the system
for vapor generation by the
permeation method

Compressor

Flow control

Solid-phase microextraction method

For the solid-phase microextraction (SPME), a handheld
fiber (manufactured by Supelco, PA, USA) with 50/30 pm
divinylbenzene/Carboxen/Polimetilsiloxano (DVB/CAR/
PDMS) was used. The extraction of the gaseous benzene
standard was achieved by exposure of the fiber in the
sampling bulb (Fig. 1) for a period of 15 min. This
sampling time was used when attempting to determine the
STEL. A 30 s sampling period was chosen for breath,
sufficiently long to collect the alveolar portion of expiration
and not cause respiratory discomfort to the volunteers

GC/MS system

A Thermo Electron Trace gas chromatographic system
coupled to a POLARIS Q model ion trap spectrometer and
equipped with the capillary column (30 mx0.25 mm idx
0.25 pm film) containing 5% diphenyl, 95% dimethylpolysi-
loxane HP-5 ms (Agilent Technology Inc.) was used. The
temperature program began with an oven temperature of
30 °C for 1 min; the oven was heated at a rate of 10 °C min ™
to 60 °C, then at 30 °C min ' to 120 °C, where it was held for
1 min; the oven was then heated at 100 °C min ' to 250 °C
and held for 3 min. The helium flow was 1.5 mL min . The
injector was maintained at 250 °C in splitless mode for
3 min, followed by a split in the ratio of 1:20. The mass
spectrometer was operated in electron impact mode at 70 eV.
The temperature of the ion source was 200 °C and that of the
GC-MS interface was 250 °C. The analysis was performed
in full scan mode (range 50-90 m z '), with quantification in
selected ion monitoring mode using the m z '=51 and 78
fragments.

Sample collection

The urban air samples were obtained during the period from
June—July, 2008, with an average temperature of 22+3 °C,
in Belo Horizonte, a city located in southeastern Brazil
(19° 55" 57" S, 46° 56’ 32" W). It has 2.4 million
inhabitants and 1.1 million vehicles in circulation. Fifteen
sampling points distributed in avenues, 15 points in parks,

Temperature Control

X X System
Heat isulation T

—-| Preheating System Resistance and
¥ Dilution control ~~_Small Fan
Permeation chamber P Sampling
(permeation tube) Bulb
|

| SPME fiber

45 points in two groups of occupational environments—
teaching and research laboratories of the Department of
Chemistry/UFMG and gasoline stations—were selected. A
high traffic density (>10,000 vehicles per day) was
considered for the selection of avenues. All the parks were
selected within the urban perimeter of the city. For the
choice of occupational environments, factors related to the
type of activity, location, and the availability of adminis-
trative facilities to cooperate with the investigation were
considered. For each sampling, the fiber was exposed for
15 min in the respiration zone (1.70+0.20 m above ground
level). After the collection, the fiber was withdrawn and
wrapped in aluminum foil at 3+2 °C until the time of
analysis. The maximum period between collection and
analysis did not exceed 2 h so that no volatilization of the
analyte occurred. For collection of the breath samples, a
nose clip was placed on the nose of the person, who
inspired and held his breath for 5 s, expired for 5 s, and
then expired for 30 s directly onto the SPME fiber inserted
into a Teflon tube. After collection, the sample was
preserved in a manner similar to that described for the
ambient air. This study used two groups of volunteers, all
male and nonsmokers. The first group (n=15) was
composed of workers exposed to low levels of benzene;
employees of restaurants, coffee shops, offices, park
guards, and teachers. The second group (n=30) was
composed of workers in jobs involving the resale of fuel
and who were directly exposed to benzene. For each
collection of exhaled air, a simultaneous sampling of the
ambient air of the workplace by exposure of the fiber
during 15 min in the respiration zone during 15 min was
performed. The analytical protocol for the determination of
benzene in air samples is schematically depicted in Fig. 2.

Statistical analysis

The Shapiro—Wilk test was used to verify the normality of
the data and the Mann—Whitney test was employed for
comparisons between the means of the data that did not
follow normality. Because of the heteroscedasticity of the
instrumental responses, the linear models for the calibration
curves were constructed by the least squares method
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System for vapor generation
by the permeation method

Environmental air
Exposure of SPME fiber
for 15 min

SPME fiber with 50/30 pm DVB/CAR/PDMS

Exhaled air
Exposure of SPME fiber
for30s

Desorption at 250 °C and analysis for GC/MS

Calibration curves for
Environmental and exhaled air

Concentrations of benzene

Fig. 2 Flow diagram representing the analytical protocol

weighted by the experimental variance. p values below 0.05
were considered significant. The tests were performed using
the Origin 8.0 software (OriginLab Corp).

Results and discussion

The calibration curves were constructed in seven levels of
analyte concentration with three steps for each level. For
benzene in ambient air, the curve (y=1,429.118x+0.004)
presented a linear range of 0.82+0.01 to 317.00=+
0.02 pug m’, R*=0.996 (p value <0.0001). The limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) were calculated
by the expressions:

LOD =X, +3s (2)

LOO =X, +10s (3)

according to the recommendation of the Eurachem Guide
[23] where X;, and s are the mean and standard deviation,
respectively, of ten consecutive measurements of the
blank. The LOD was (0.24+0.01) pg m > and the LOQ
was (0.80+0.01) pg m °. In assessing the intra-assay
precision (repeatability), ten replicates at the concentration
levels of 16.7, 127.5, and 256.2 pg m > were analyzed on
the same day. The coefficient of variation (RSD) presented
a range of 1.50-4.20%, with a mean of 2.85%. These
values were lower than the results obtained in other
studies for the assessment of benzene in ambient air [24,
25]. Five replicates at three concentration levels were
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analyzed on three consecutive days to assess the interme-
diate precision. The values of RSD obtained in this study
varied from 2.58 to 6.11%, with a mean of 4.34%.

For the analysis of benzene in breath, the curve (y=
65.691x+0.006) presented a linear range from 3.22 to 187.00
(20.01) pg m >, R*=0.998 (p value <0.0001). The LOD and
LOQ were (0.95+0.01) pg m > and (3.22£0.01) ug m °,
respectively. Replicates (n=10) at the concentration levels
of 15.00, 85.40 and 159.50 pg m > were used to study the
repeatability. The %RSD results obtained were 2.90-
7.40%, and the mean was 5.15%. These values were
considered favorable in comparison to other studies that
analyzed the benzene in exhaled air [26]. Values of 5.78—
8.43 ug m > for %RSD, with an average of 7.11 pg m >,
were observed in a study of the intermediate precision
with five replicates and three levels of concentration
analyzed on three consecutive days.

The results for the concentrations of benzene in the
ambient air of avenues, parks, and occupational environ-
ments and in the breath of individuals exposed occupation-
ally are presented in Fig. 3, and the location of sampling
points of parks (a) and avenues (b) are presented in Fig. 4.
All the samples presented concentrations above the LOQ
established for the methods employed.

The average concentration of benzene encountered in
the parks was 4.05+1.74 ug m >, with a range of 2.55 to
(7.98+0.01) ug m . The parks that presented the highest
levels of benzene (samples 4a, 6a, and 9a) are situated in
regions with an average population and traffic density,
except for sample 9a, which presented a relatively high
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Fig. 3 Concentration (micro-
grams per cubic meter) of ben-
zene in the environmental air of
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benzene level compared to the other parks, even though it
is located in a region far from the urban center. This result
can be attributed to factors such as the geographic and
topographic position and the direction of the wind at the
moment of sampling because this park is located at a

440442

194837

higher altitude than the rest of the city, and the wind was
blowing from the urban center towards the park at the
moment of sampling.

All the conditions described above possibly facilitated
the transport of pollutants, especially those that are more
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C
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Fig. 4 Map with the location of sampling points in parks (a) and avenues (b) of the city of Belo Horizonte
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volatile, such as benzene. The high level of benzene
presented by sample 6a is probably related to the existence
of a stream that ran through the park and whose water
presented a strong odor characteristic of solvents resulting
from the discharge of industrial wastes above the sampling
point. Sample 4a was obtained from a zoo in which
vehicles are allowed to circulate. This fact contributed to
an increase in the environmental benzene level.

The mean level encountered in avenues was 18.26+
17.90 ug m>, and the range was 4.15 to (33.52+0.01)
ng m . The highest values for the avenues were presented
by samples 12b and 13b because they correspond to the
points situated at the entrance and the exit of a tunnel.
Sample 15b also presented a relatively high level of benzene,
probably because it was obtained on a road located in an
industrial area. Sample 5b, although not obtained from an
industrial area, presented a benzene level near that of sample
15b, mainly because of the slow vehicle traffic characteristic
of the region where the sampling was performed. Sample 7b,
despite being from a point near the center of the city,
contained a relatively low concentration of benzene. This
result was probably obtained because the avenue is located
near a park with a large green area. The number of vehicles,
the use of catalytic converters, traffic speed, location,
topography, and weather are among the factors that may
affect the observed variability in the benzene levels in urban
environments. The results observed in this study and other
recent studies [27, 28] show that the general population is
exposed to a basal concentration of benzene.

The median for the parks was significantly lower (p<
0.0001) than that of the avenues. This observation underlines
the importance of green areas for improvement of air quality
in urban compartments. The values encountered for the parks
and avenues are above the limit recommended by the policy
of the European Community. Although Brazil does not have
regulations for benzene levels in ambient air, the identifica-
tion and implementation of more effective measures to

Fig. 5 Correlation between the

[

reduce benzene emissions into the urban atmosphere are
necessary. Replacement of fossil fuels, regular maintenance
of the fleet in circulation, rationalization of the use of
vehicles, and replacement of the current concept of focusing
on individual transport mobility by a model that encourages
public transport are some of the actions required to reduce
emissions of benzene in the concentrated populations.

With regard to occupational environments, the average
benzene level in laboratory air was 3.41+1.98 pg m °.
Among the samples, three (lc, 2c, and 13c) presented
higher levels of benzene, probably because of the poor
natural ventilation and the absence of collective protection
equipment in these environments. The average level was
39.81+63.30 pg m > at retail gasoline stations, with a
median significantly (p<0.0001) greater than those of
laboratory environments. The relatively high levels of
benzene samples 13e, 14e, and 15e correspond to fueling
stations with an intense movement of vehicles and with
poor or nonexistent ventilation (sample 15¢). Samples 11e
and 12e were obtained at stations with a small movement of
vehicles, but they were receiving fuel from distribution
tanker trucks at the time of sampling. This fact indicates
that, despite all the care taken in this type of operation,
leakage of benzene to the atmosphere still occurs. The large
variability observed for retail gasoline stations is probably a
result of fluctuations in the ventilation conditions, volatil-
ization of fuel, and the number of vehicles refueling.

The exhaled air of workers and/or students in research
and educational laboratories contained an average benzene
concentration of 31.91+41.50 ug m >, ranging from 3.20 to
(153.20+0.01) ug m >, while those workers who worked in
retail gasoline stations had an average of 72.62+
52.78 ug m >, with a range of 16.30 to (197.60+0.01)
g m . The values observed for workers in retail gasoline
stations were significantly higher than those in the other
group with lower exposure. In other studies, values for
benzene values on the order of 67.0 pg m > [29] and
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40.3 pg m > [30] have been observed in the exhaled air of
workers.

Correlations between ambient air and breath indicate a
significant linear trend (Fig. 5), both for laboratory
environments (R*=0.850, 5=0.856, p<0.0001) and for the
resale posts (R*=0.879, 3=0.592, p<0.0001). Other studies
have encountered a correlation of 0.77 (p<0.0001) between
benzene in the occupational environment and benzene in
exhaled air at self-service fuel resale posts [30] and a
correlation of 0.546 (p<0.0001) for workers exposed to
aviation fuel [31]. In using the analysis of benzene in
exhaled air as a biomarker, one must consider that the
relatively short half-life of this substance in the blood
reflects only recent exposure and invalidates the evaluation
of an old exposure. The high basal concentrations of
benzene can cause an overestimation of exhaled benzene.
Genetic and physiological differences and individual habits
can also contribute to an increase in the benzene back-
ground. However, these factors are present when using
other benzene biomarkers.

Conclusions

An alternative method for the analysis of benzene using
SPME for passive sampling of environmental and occupa-
tional air is presented. The method was simple, non-
invasive, fast, and relatively non-expensive for the analysis
of exhaled air as an exposure biomarker. This procedure
was validated and was found to be precise, linear and
sensitive in the range of concentrations of interest for
environmental and biological monitoring. The results
obtained in the environmental analyses of parks and
avenues demonstrated the ability of the method to measure
the levels of benzene in different urban compartments. The
great variability observed in the occupational atmospheres
of the fuel retail posts is in agreement with other studies
and with the observations of the predominant conditions at
each moment of sampling. The significant correlation
observed between benzene in occupational air and exhaled
air demonstrates that these parameters show promise for the
monitoring of the environment, and as benzene biomarkers
for evaluating occupational exposure.
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Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) from ambient air particulate matter (PM) were analyzed by a
new method that utilized direct immersion (DI) and cold fiber (CF) SPME-GC/MS. Experimental design
was used to optimize the conditions of extraction by DI-CF-SPME with a 100 wm polydimethylsiloxane
Keywords: (PDMS) fiber. The optimal conditions included a 5 min equilibration at 70°C time in an ultrasonic bath
PAH with an extraction time of 60 min. The optimized method was validated by the analysis of a NIST standard
?;i\g]ﬁst?egrb urban dust reference material (SRM), 1649b urban dust. The results obtained were in good agreement with certified
SPME-GC/MS values. PAH recoveries for reference materials were between 88 and 98%, with a relative standard devia-

tionranging from 5 to 17%. Detection limits (LOD) varied from 0.02 to 1.16 ng and the quantification limits
(LOQ) varied from 0.05 to 3.86 ng. The optimized and validated method was applied to the determination
of PAH from real particulate matter (PM10) and total suspended particulate (TPS) samples collected on

quartz fiber filters with high volume samplers.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are compounds that
have proven to be carcinogenic and mutagenic [1]. Their ubiquitous
nature is evident in the fact that 16 PAH are considered priority
pollutants by the U.S. Environmental Protection Agency (EPA)
[2]. Among these priority PAH, benzo[a]pyrene (BaP) is used as a
marker for carcinogenic risk in Environmental Studies. Recently,
the European Union, seeking to avoid adverse effects of PAH to
health and the environment, set the target value of 1ng/m3 for
BaP in air [3]. The main anthropogenic sources of PAH are the
incomplete combustion of petrol and diesel in vehicles, inciner-
ation of organic waste, burning of wood and coal for household
heating, and industrial processes involving coal tars and crude oil
products such as creosote and asphalt. PAH can occur as gases,
adsorbed/absorbed on particulate matter (PM), or distributed
between the gas-particle phases as is the case of semi-volatile
materials. The gas-particle partitioning depends mainly on the
molar mass of PAH. Those PAH made up of two or three chains are
concentrated mainly in the gas phase, whereas those containing
up to four chains are adsorbed on the particulate phase [4]. This

* Corresponding author. Tel.: +55 3134095725; fax: +55 3134095700.
E-mail address: zenilda@ufmg.br (Z. de Lourdes Cardeal).
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association facilitates the transport of PAH of larger mass over
long distances and contributes significantly to the increase in the
carcinogenic potential of the particulate phase [5].

Glass fiber filters (GFF) or quartz-fiber filters (FFQ) in active sam-
plers are mainly used for sampling of PAH in PM. After collecting,
the PAH are traditionally extracted from these filters by the Soxhlet
method [6] with the use of large amounts of toxic solvents during
long periods of time. Generally, the method requires a clean-up step
with alumina or silica gel after extraction to reduce contamination
and the evaporation of excess solvent in a pre-concentration step
[7]. Methods such as sonication [8], microwave-assisted extraction
(MAE) [9], supercritical fluid extraction (SFE) [10], and pressurized
liquid extraction (PLE) [11] have been proposed to improve the
performance of the PAH extraction and to minimize the use of sol-
vents. Also, some of these methods require the pre-concentration
of the extracted solutions before the analysis. This step increases
the run time and can cause a decrease in analytical reproducibility.
Therefore, alternative procedures reduce the number of steps by
eliminating the use of solvents to avoid exposure and environmen-
tal contamination. The solid phase microextraction (SPME) s a sim-
ple method that meets these requirements since it combines sam-
pling and pre-concentration in one step, does not require the use
of solvents, and permits desorption directly into the injector of the
chromatographic system [12]. This method has been used success-
fully in the analysis of PHA in complex environmental matrices [13].
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The objective of the present work was to demonstrate that a
new simple and low cost device for direct immersion (DI) and cold
fiber (CF) SPME-GC/MS can be used for the determination of PHA
in particulate material.

2. Experimental
2.1. Reagents and supplies

A US Environmental Protection Agency (EPA) PAH Mix, contai-
ning naphthalene, acenaphthene, acenaphthylene, anthracene,
benz[a]anthracene, benzo[a]pyrene, benzo[b]fluoranthene,
benzo|ghi|perylene, chrysene, dibenz[ah]anthracene, flu-
oranthene, fluorene, indeno[1,2,3-d]pyrene, naphthalene,
phenanthrene, and pyrene at 2000 p.g/mL in methanol:methylene
chloride (1:1) was purchased from Supelco (Bellefonte, PA, USA).
Standard solutions of 1000 wg/L were prepared by appropriate
dilution in HPLC-grade methanol Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Standard reference material, SRM1649b urban dust, was
obtained from the National Institute of Standards & Technology
NIST (Gaithersburg, MD, USA). HPLC-grade methylene chloride
and acetone from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) were used
to prepare standard solutions of PAH; ultra-pure Milli-Q water
Millipore (Molsheim, France) was used.

2.2. Particulate matter samples

Quartz filters (20.3cm x 25.4cm and 47 mm thickness from
Whatman International (Maidstone, Kent, England)) were used to
collect aerosol samples in the outdoor environments. These filters
were pre-heated at 500°C for 24 h prior to use to reduce their
water and organic matter blank values. After cooling, the filters
were weighed and stored at 4°C in aluminum foil until the time
for analysis. Real samples of PM10 (particulate matter with aero-
dynamic diameter <10 wm) were collected using a high-volume
Model VFC-PM10 sampler from Thermo Scientific Inc. (Franklin,
MA, USA) which utilizes a volumetric flow controlled system (a
dimensional venturi device) for sampling large volumes of air.
Samples of Total Suspended Particles (TSP) were collected using
a high-volume Model VFC-TSP sampler from Thermo Scientific Inc.
(Franklin, MA, USA). The particulate phase samples were collected
in November 2009, at Divinopolis, Minas Gerais, Brazil (20°9’S;
44°53'W) in two different environmental locations. The average
ambient temperature was of 23 £ 3 °C with a mild breeze and 70%
relative humidity. The sampling of PM10 was near a steel indus-
try that uses coke and coal in its production process. The flow was
62 m3/h with a final collected volume of 1488 m3 of air. Sampling
of TSP was near a steel industry that only uses coal in its produc-
tion process. The sampling flow was 90 m3/h with a final volume
of 2170 m3. Particles were collected for 24 h on quartz filters. After
sampling, the filters were stored in the dark in aluminum foil at
—20°C and transported to the laboratory.

2.3. Instruments

A Finnigan Trace DSQ GC/MS equipped with an ion trap spec-
trometer from Thermo Scientific Inc. (West Palm Beach, FL, USA)
and a capillary column (30 m length x 0.25 mm L.D. x 0.25 pm film
thickness) containing 5% diphenyl, 95% dimethylpolysiloxane HP-
5MS Agilent Technology Inc. (Santa Clara, CA, USA) was used. The
oven temperature program began at 35°C, was held for 2 min,
raised to 270°C at 8°C/min, and held for 20 min. The carrier gas
was helium at a flow rate of 4.5 mL/min. The injector was operated
at 270°C in splitless mode for 1 min, followed by a 1:20 split ratio
(RD). The mass spectrometer was operated in electron impact mode
(EI)with an energy of 70 eV. The ion source temperature was 200 °C,

Table 1
Experimental variables 23 two-levels full factorial design for PAH extraction.
Variable Level
Low Centre High
Extraction temperature (°C) 30 50 70
Time of equilibrium in ultrasonic bath (min) 0 5 10
extraction time (min) 20 40 60

and the GC/MS interface temperature was 290 °C. The analysis was
performed in full scan mode (range 50-300m/z), scan time of 3
scan/s. The quantification was achieved in selected ion monitoring
(SIM) mode using the ion fragments presented in Table 3. Signal
acquisition and data processing were performed using the Xca-
libur software Thermo Finnigan Inc. (West Palm Beach, FL, USA).
A USC 1600 ultrasonic bath from Unique (Indaiatuba, SP, Brazil)
with a 40-kHz frequency and 135-W power was used to facilitate
the dispersion of PAH that are less soluble in aqueous media.

2.4. Cold-fiber SPME device

The device scheme for the CF-DI-SPME is presented in Fig. 1.
A copper tube with a length of 70 cm, O.D. of 2.4 mm, and I.D. of
1.6 mm was used to transfer liquid nitrogen from a Dewer flask to
the SPME device. One extremity of the tube was inserted into the
Dewer flask through a rubber stopper, and the other end, composed
of a 3-cm-long spiral with 2 mm LD., held the needle of a manual
SPME holder containing a 100 wm polydimethylsiloxane (PDMS)
fiber. The SPME device and fiber were obtained from Supelco (Belle-
fonte, PA, USA). The rubber stopper (4 mm top diameter and 3 mm
bottom diameter) was used to cap the Dewer flask containing 0.5L
of liquid nitrogen. Another copper tube (10 cm length, 6.4 mm O.D.
and 4.7 mm I.D.) was used as a valve controlling the nitrogen pres-
sure in the Dewer flask; 0.5L of liquid nitrogen permitted a 3h
cooling period. By closing the valve, the liquid nitrogen evaporated
slowly and passed through the spiral at a constant rate, absorbing
heat from the manual SPME holder and, hence, the fiber. When the
valve was open, the nitrogen was purged from the Dewer flask and
no longer passed through the spiral. Thus, the cooling process in
the spiral was terminated. For the extraction, the cooled fiber was
immersed in 20 mL Pyrex vials sealed with silicone/PTFE septa and
aluminum caps containing an aqueous solution of PAH. The vial
was placed in an aluminum block with controlled temperature and
constant stirring.

2.5. Experimental design

To optimize the SPME method, all experiments were performed
with quartz filter disks (diameter of 0.5 cm) pre-heated at 500 °C for
24 h and spiked with 10.0 pg/L of PAH solution in 50% (v/v) methy-
lene chloride and acetone. These spiked filters were stored at —20°C
for 24 h prior to testing. A study was conducted using a 23 two-level
full factorial design (FFD) [14] to investigate the variables: extrac-
tion temperature (T), time of equilibrium in an ultrasonic bath
(teq), and extraction time (tex) with direct immersion of the SPME
fiber. The experimental values of these variables are presented in
Table 1. The minimum and maximum levels of the parameters were
selected based on the properties of the PAH analyzed. Extraction
temperatures above 70°C cause losses of low molecular weight
PAH. On the other hand, temperatures below 30 °C make it difficult
to extract the PAH. In the same way, 150 wL of a solution of 50%
(v/v) methylene chloride and acetone was employed as a modifier
during the equilibrium time. Acetone was selected to compose the
modifier because it has been reported that solvents improve PAH
extraction in environmental samples [15]. Moreover, studies show
that the combination of acetone with other solvents tends to faci-
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Fig. 1. Schematic of the device for DI-CF-SPME.

litate the solvation of analytes [16]. The volume of modifier was
set at 150 pL to avoid damaging the fiber used in the extraction.
The Doehlert design (Table 2) was applied using the most signifi-
cant variables with the objective of reaching the optimum region of
the investigated area. The Doehlert design can be applied from two
variables, requires fewer experiments, and has a higher efficiency
(¢) than designs such as Central Composite and Box-Behnken. The
efficiency value can be determined by dividing the number of coef-
ficients of the quadratic equation (p) by the number of experiments
(N)required for the design [17]. A Doehlert design with two factors
(k=2) requires seven experiments to be completed. The experi-
mental response (Y) as a function of variables (X; and X) is given
by Eq. (1):

Y = bo + b1(Xq) 4+ b2(X1)(X1) + b3(X2) + ba(X3)(X2) + b5 (X1 )(X2)
(1)

where bg is the constant term, by and bz are coefficients of the
linear terms, b, and b4 are coefficients of the quadratic terms and
bs is the coefficient of interaction between the two factors. Since
p is 6 in this case, the efficiency value is 0.77. On the other hand,
for Central Composite designs with the same number of factors, an
efficiency value of 0.67 is obtained. The model fits were validated
using the analysis of variance (ANOVA). The p-values smaller than
0.05 were considered significant. All the statistical analyses were

Table 2
Experimental planning for PAH extraction according to Doehlert design.

No. Coded values Real values
Xq X2 Extraction Extraction time
temperature (°C) (tex, min)

1 -0.5 -0.87 40 20
2 +0.5 -0.87 60 20
3 +1 0 70 40
4 +0.5 +0.87 60 60
5 -0.5 +0.87 40 60
6 -1 0 30 40
7 0 0 50 50
8 0 0 50 50
9 0 0 50 50

performed using the statistical package Statistica 8.0 for Windows
Statsoft Inc. (Tulsa, OK, USA).

3. Results and discussion
3.1. Experimental design and optimization procedure

The Pareto chart analysis of the effects showed different behav-
iors for each of the analytes. The PAH with lower molecular
weights presented a non-significant equilibrium time, tempera-
ture, and extraction time (for a p-value <0.05), however, the higher
temperatures and longer extraction times significantly increased
the responses of benzo[alanthracene, benzo[a]pyrene, chry-
sene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k|fluoranthene, indeno[1,2,3-
cd]pyrene, dibenzo[a,h]anthracene and benzo[ghi]perylene. The
main interaction observed for these analytes occurred between the
temperature and extraction time. For this reason, these two para-
meters were used in the Doehlert design with the equilibrium time
in the ultrasonic bath set at 5 min to reduce the total time of anal-
ysis.

The experimental conditions of the Doehlert design for real and
coded values of each factor are shown in Table 2. For simplicity,
the responses are not shown in this table. To assess the effect of
each variable on the response, they were coded to eliminate the
influence of their different magnitudes on such evaluation. The cen-
tral point was achieved three times to obtain an estimation of the
experimental error. An estimation of the coefficients (bg — bs) of
a second-degree polynomial model indicated by Eq. (1) was per-
formed with the experimental responses. The level of significance
for each regression was calculated by ANOVA and showed that the
models were well fitted. The fractions of the explained variations
(R?) ranged from 0.971 for the benzo[a]anthracene to 0.989 for
benzo|ghi|perylene. This fact indicated that a good capability for
prediction existed under the experimental conditions employed.
The optimum values for each independent variable were calcu-
lated using the adjusted models since they represent the point of
the function where the extraction of each PAH is maximized and,
therefore, should be used in the experimental procedure for the
extraction of the analytes.
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Fig. 2. Response surfaces obtained from the regression models of Doehlert design
for acenaphthene and fluoranthene.

The response surfaces obtained from the regression models for
acenaphthene, and fluoranthene are presented in Fig. 2. The best
responses were presented by the lower molecular weight PAH for
the extraction temperature in range of 30-50°C and an extrac-
tion time of 40—-60 min. The responses for PAH of higher molecular
weights were optimum at temperatures near 70°C and at all the
extraction times. To achieve the optimum conditions for extrac-
tion of all the 16 PAH studied within the experimental domain, it
was necessary to establish a compromise between the tempera-
ture and extraction time at the maximum levels, 70°C and 60 min,
respectively. Fig. 3 displays an overview of the method using opti-
mized extraction conditions. A comparative study was performed
with the new CF-DI-SPME device to evaluate the effect of cooling
the fiber on the responses. The results of experiments conducted

High-Volume
Sampler

Quartz filter disks with PM
in 20 mL H,O + 150 pL of 50% (v/v)
methylene chloride and acetone

!

Equilibrium in ultrasonic bath
(5 min)

!

Extraction with DI-CF-SPME
(PDMS fiber 100 pum) for
60 min at 70 °C

Fig. 3. Overview of the DI-CF-SPME-GC/MS method using optimized extraction
conditions.

with three replicates of quartz filter disks employed as a blank
matrix spiked with 10 wg/L PAH solution are presented in Fig. 4.
The response area for all PAH was larger when the CF-mode DI-
SPME was used than with the DI-SPME mode under the same
conditions, but without cooling. The sorption process that occurred
between the analytes and the fiber was exothermic, so the removal
of excess thermal energy to the CF-DI-SPME device favored the
mass transfer to the fiber, as was demonstrated by Ghiasvanda and
Pawliszyn [18].

3.2. Quality control and quality assurance

The quality control and quality assurance method was per-
formed according to EURACHEM guidelines [19]. Quartz filter disks
were used as a blank matrix. Detection limits (LOD) and quantifi-
cation limits (LOQ) were calculated from the mean and standard
deviation of 10 blank measurements with 95% confidence. Linearity
was established with quartz filter disks spiked with all the standard
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Fig. 4. Effect of the extraction mode using DI-SPME and DI-CF-SPME for 1,
naphthalene; 2, acenaphthylene; 3, acenaphthene; 4, fluorene; 5, phenanthrene;
6, anthracene; 7, fluoranthene; 8, pyrene; 9, benzo[a]anthracene; 10, chry-
sene; 11, benzo[b]fluoranthene; 12, benzo[k]fluoranthene; 13, benzo[a]pyrene; 14,
indeno[1,2,3-cd]pyrene; 15, dibenzo[a,h]anthracene; 16, benzo[ghi]perylene.
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solutions (0.01-120 ng). Seven concentration levels were analyzed
with three measurements at each concentration level. Because of
the heteroscedasticity of the instrumental responses, the linear
models for the calibration curves were constructed by the least
squares method weighted by the experimental variance. The accu-
racy of the method was tested with samples of standard reference
material, the SRM 1649b urban dust. The accuracy of the analytical
method is acceptable if:

[Xm — Xcrm| < U

where Xcry is the certified value, X, is the mean experimen-
tal value of the replicates, U is the expanded uncertainty of the
difference between mean experimental and certified values, cor-
responding to a confidence interval of approximately 95% [20]. The
statistics tests were performed using the Origin 8.0 software from
Origin Lab Co. (Northampton, MA, USA).

3.3. Method validation

Using the optimized conditions, some analytical performance
was studied to validate the method. The results for linearity, detec-
tion limits, and quantification limits are presented in Table 3. A
linear relationship was observed between the peak area and ana-
lyte concentration over the full range of the calibration curve, with
determination coefficients above 0.990 (p value <0.05).

All the analytes presented a LOD for the PAH between 0.02 and
1.16ng, the range of LOQ was 0.05-3.86ng. To assess the true-

Table 3
Linearity and limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of the DI-CF-SPME-
GC/MS method.

PAH? Quantitation  Linearity (r?) LOD(ng) LOQ (ng)
ions
Naphthalene 128 0.993 0.02 0.05
Acenaphthylene 152 0.991 0.31 1.02
Acenaphthene 153 0.992 0.35 1.18
Fluorene 166 0.990 0.40 1.34
Phenanthrene 178 0.993 0.92 3.06
Anthracene 178 0.992 0.62 2.05
Fluoranthene 202 0.995 0.37 1.24
Pyrene 202 0.991 0.33 1.09
Benzo[a]anthracene 228 0.994 0.30 1.01
Chrysene 228 0.994 0.57 1.89
Benzo[b]fluoranthene 252 0.992 0.43 144
Benzo[k]fluoranthene 252 0.993 1.16 3.86
Benzo[a]pyrene 252 0.995 0.75 3.46
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 276 0.997 1.02 3.40
Dibenzo[a,h]anthracene 278 0.992 0.38 1.28
Benzo|ghi]perylene 276 0.994 1.13 3.77

4 Compounds are listed in sequence of elution.
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Table 5
PAH concentrations (ng/m?) of samples of particulate material collected in the Divi-
nopolis, MG, Brazil, urban site (n=3).

PAH PM 10Mean (RSD, %) TSPMean (RSD, %)
Phenanthrene 0.62(9) 0.51(18)
Anthracene 0.37(27) 0.45(19)
Fluoranthene 0.67(12) 0.56(8)
Pyrene 1.30(7) 1.14(11)
Benzo[a]anthracene 0.81(5) 0.90(4)
Chrysene 0.89(8) 0.80(12)
Benzo[b]fluoranthene 1.38(10) 1.04(14)
Benzo[k]fluoranthene nd? nd?
Benzo[a]pyrene 1.29(13) 1.01(11)
Indeno|1,2,3-cd]pyrene 1.18(9) 1.32(12)
Dibenzo[a,h]anthracene nd? nd?
Benzo[ghi]perylene 1.50(12) 1.26(14)

2 nd (not detected) is assigned for PAH having concentrations lower than the limit
of quantification.

ness, four aliquots of 5.00 + 0.01 mg of SRM 1649b urban dust were
extracted and analyzed under the same conditions (Table 4). The
accuracy was expressed by the difference between the experimen-
tal mean and the certified value, and the precision was represented
by the relative standard deviation (RSD). The method presented a
good precision. The RSD for all of the PAH was 17.2 or less. Values
of 8.3-25.4% RSD were observed in a study of the between-days
reproducibility with three aliquots of 5.00 + 0.01 mg of SRM 1649b
urban dust analyzed on three consecutive days.

The accuracy measured was in agreement with SRM1649b cer-
tified values, except for benzo[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene,
indeno|1,2,3-cd]pyrene, and benzo[ghi]perylene, which presented
absolute differences higher than the expanded uncertainty for
these compounds. Recovery efficiencies for all the PAH were higher
than 88%.

3.4. Application of the method to real samples of PM10 and TSP

The application of the validated DI-CF-SPME-GC/MS method for
the determination of PAH to real samples was achieved through the
analysis of samples from environmental air (n=3) from two diffe-
rent locations in Divininépolis, MG, Brazil. This study is part of a
Brazilian project to assess environmental exposure to carcinogenic
chemicals in a city with many steel industries. The results, reported
in Table 5, indicate that this method achieved good reproducibility
when applied to real samples of PM10 and TSP. Phenanthrene and
anthracene were the compounds that exhibited high RSD values
in the PM10 and TPS samples because their concentrations were
very close to the LOQ. These compounds have high vapor pressures
so their concentrations are relatively low in the particulate phase
[21]. In general the results for PAH in PM10 and TPS were similar to

Table 4

Quantification of PAH in NIST SRM1649b urban dust.
PAH Mean (ng)? Certified (ng)? RSD (%)P Difference (ng)¢ Recovery (%)
Phenanthrene 2191 £ 2.92 22.345 + 0.266 13.31 -0.43 (1.46) 98.05
Anthracene 2.82 +0.15 2.886 + 0.079 5.36 —0.06 (0.08) 97.71
Fluoranthene 34.05 + 3.60 34.81 + 0.68 10.56 —0.76 (1.83) 97.82
Pyrene 26.31 £+ 2.82 27.125 £ 0.164 10.71 —0.82(1.41) 96.99
Benzo[a]anthracene 11.54 + 0.62 11.862 + 0.272 5.40 -0.32(0.34) 95.43
Chrysene 16.54 + 1.64 17.055 + 0.249 9.93 -0.51(0.83) 96.98
Benzo|b]fluoranthene 33.05 £+ 5.01 33.96 + 1.13 15.16 -0.91(2.57) 97.32
Benzo[k]fluoranthene 9.74 + 1.56 9.91 + 0471 16.05 -1.71(0.81) 98.28
Benzo[a]pyrene 12.44 £ 2.04 14.00 + 0.96 16.38 -1.56 (1.12) 88.85
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 14.82 +2.24 16.78 + 0.96 15.12 ~1.96 (1.22) 88.31
Dibenzo[a,h]anthracene 1.60 + 0.25 1.62 + 0.02 15.87 —0.04 (0.13) 97.76
Benzo|[ghi]perylene 19.68 + 3.39 22.323 £ 0.295 17.23 —2.65(1.70) 88.16

2 Expanded uncertainty at the 95% of confidence.
b Four 5 mg samples of SRM1649b.

¢ Difference = (experimental value — certified value). The expanded uncertainty at the 95% of confidence of difference for each PAH is given within parentheses.
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average values for other urban areas [22-24]. Using benzo[a|pyrene
as an indicator representing the PAH family, the concentrations
of 1.29ng/m3 determined for PM10 and 1.01 ng/m?3 for TSP were
above the current target set by the European Union.

4. Conclusions

A simple and inexpensive device has been proposed for CF-DI-
SPME extraction of PAH at trace levels in particulate matter. The use
of an experimental design enabled the optimization of extraction
conditions. The DI-CF-SPME-GC/MS method, validated and tested
on NIST SRM1649b urban dust, demonstrated the high accuracy
and reproducibility and low LOD and LOQ for quantification of PAH
in atmospheric aerosol samples collected on quartz fiber filters
with high volume samplers. Future modifications of this method
for in situ sampling are possible because of the portability of the
device. The determination of volatile organic compounds in the
environment, plants, drugs, and foods may represent additional
applications of the method.
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