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O mundo moderno apresenta-se, superficialmente, como aquele que impeliu, que
tende a impelir a racionalizagdo ao seu extremo e que, por isso,

permite-se desprezar - ou olhar com uma curiosidade respeitosa - os

estranhos costumes, invengdes e representagdes imagindarias das

sociedades precedentes. Mas, paradoxalmente, apesar de, ou melhor, por

causa desta “racionalizacdo extrema”, a vida do mundo moderno depende

do imaginario tanto como qualquer das culturas arcaicas ou historicas.

Cornelius Castoriadis

Dedico este

trabalho aos meus pais.
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivos a analise qualitativa dos lipidios totais e a otimizagdo de
um método de fracionamento adaptado da literatura para analise desses na matéria
organica provinda de sedimentos de manguezais. Os sedimentos sdo oriundos de trés
diferentes manguezais do Estado de Santa Catarina, dois localizados na Ilha de Santa
Catarina (manguezais de Itacorubi e do Rio Ratones), ¢ outro na regiao do municipio de
Joinville, especificamente na baia de Babitonga. Nos sedimentos provindos dos
manguezais da Ilha de Santa Catarina efetuou-se a analise dos lipidios totais, enquanto
que em uma das amostras da baia de Babitonga (Lagoa do Saguacu) aplicou-se o
método proposto, com fracionamento. Através do uso de indices desenvolvidos para
biomarcadores organicos como os Indices Preferenciais de Carbono (ICP) e a razio
entre compostos de origem terrestre e aquatica (RTA) procurou-se avaliar a origem da
matéria organica encontrada nestes locais. Os ICPs aplicados para os acidos
carboxilicos variam entre 5,2 ¢ 8,0 para os manguezais do Itacorubi e do Rio Ratones,
indicando a presencga de material de origem terrestre. Enquanto que o valor do IPC para
os hidrocarbonetos encontrados na Lagoa do Saguagu foi de 2,8, o qual incita uma
contaminagdo por combustivel fossil, fato este comprovado com a identificagdo dos
biomarcadores do tipo hopandides e policiclicos aromaticos nessa amostra. Os valores
de RTA para os acidos mostrou a presenca de matéria organica de origem aquatica em
todos os locais estudados. A contaminag¢do por combustivel fossil ndo foi evidenciada
para os demais locais estudados (manguezal de Itacorubi e do Rio Ratones), e, onde a

poluicdo por efluentes ndo pode ser confirmada.
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ABSTRACT

The present work aimed to optimise a convenient and simple method of fractionation
adapted from the literature to analyse the total lipid extracts of mangrove superficial
sediments. The sediments were collected in three different mangroves, two of them
located at Santa Catarina Island (Itacorubi and Rio Ratones) and the third one at
Saguacu Lake, in Babitonga Bay district of Joinville. Samples from both Itacorubi and
Rio Ratones were extracted and analysed by GC and GC-MS without further
fractionation. The sample from Babitonga Bay was extracted and submitted to the
method of fractionation. Several organic compounds, named biomarkers, were
identified. Indices usually employed as proxies for terrestrial and aquatic inputs such as
Carbon Preference Index (CPI) and Terrestrial Aquatic Ratio (TAR) were employed.
The CPI values estimated for fatty acids and hydrocarbons from Itacorubi and Rio
Ratones sediments ranged from 5.2 to 8.0, indicating that such compounds are mainly
derived of terrestrial input. However, the CPI value of hydrocarbons for Saguagu lake
was 2.8, which is an indicative of oil contamination. This hypothesis was confirmed by
the identification of characteristic non aromatic hydrocarbons derived from oil which
were detected in the same fraction of the aliphatic hydrocarbons and also due to the
presence of polycyclic aromatic hydrocarbons identified in a more polar fraction. The
TAR values estimated for the three regions showed strong predominance of aquatic over
terrestrial compounds. In contrast with the Saguagu Lake, the results seen here did not
show any strong evidence of pollution by fossil fuels for Rio Ratones and Itacorubi

mangroves, though sewage contamination cannot be ruled out.
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1. INTRODUCAO

1.1 Manguezais

Os manguezais ocupam aproximadamente trés quartos das dreas costeiras
localizadas entre 25 °N e 25 °S, onde na costa leste da América do Sul, Africa, Australia
e Nova Zelandia estes estendem-se 10 - 15° mais ao Sul, e no Japdo 7° mais ao Norte
(Kuenzler, 1974). Totalizando uma é4rea aproximadamente igual a 170.000 km?, onde
encontram-se cerca de 60 espécies endémicas de arvores e arbustos.

No continente americano, os manguezais apresentam-se ao longo da costa do
Oceano Atlantico entre as latitudes 32°20°, Florida, EUA, e 28°30°, Laguna, Brasil
(Lacerda, 1993). Na América Latina estas florestas ocupam entre 40.000 km? e 60.000
km? (Lacerda & Schaeffer - Noveli, 1992).

No Brasil a 4area geografica ocupada por mangues ¢ estimada em
aproximadamente 14.000 km* (Kjerfve & Lacerda, 1993), todavia esta estimativa pode
estar reduzida devido aos constantes desmatamentos sofrido nos mangues. Na costa de
Santa Catarina, de 25°57°26”S até 29°20°32” S, sdo 175 km de manguezais, abrangendo
20 % da costa litoranea catarinense (Sierra de Ledo & Soriano - Sierra, 1985), sendo o
Estado, o limite austral desses ecossistemas.

Os manguezais foram definidos em 1903 por Shimper como uma formagao de
plantas baixas que ocorrem dentro da faixa que abrange a maré alta. O fato é que as
espécies existentes num manguezal ocorrem somente na zona intertidal, onde apresenta-
se a influéncia da maré - baixa e preamar (Lugo & Snedaker, 1974). Os manguezais sdo

geograficamente definidos em trés tipos basicos: franja, ribeirinho e bacia (Cintron &

Shaeffer - Noveli, 1983).
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Os manguezais possuem alta importancia ecologica, isto devido a sua
produtividade animal e vegetal. Esses ecossistemas costeiros sdo extremamente
importantes para sobrevivéncia de muitas espécies nativas assim como espécies
xenobidticas. A alta produtividade de matéria organica nestas areas funciona como uma
fertilizacdo das regides costeiras, fazendo com que estas areas atuem como um
importante produtor de peixes, além de possuir um papel essencial na producido de
nutrientes para os mais diversos organismos marinhos. Os manguezais sao importantes
também na protecao das regides costeiras, pois estes formam uma barreira impedindo a
erosdo, fornecem habitat para as mais variadas vidas selvagens (passaros, crustaceos,
etc), constituem um excelente filtro bioldgico para dguas provenientes dos mais diversos
meios ¢ ¢ um importante produtor de energia para ambientes adjacentes assim como
uma viavel fonte econdmica para as populagdes ribeirinhas (Flores - Verdugo et al,
1997 e suas ref.).

Areas costeiras como bajas ¢ manguezais sio classificadas como um dos
ambientes criticos para acidentes envolvendo derramamento de o6leo (Gundlach &
Hayes, 1978), isto devido ao longo tempo de residéncia do material fossil nestes
ambientes, que pode exceder a 10 anos, com um tempo estimado de recuperagdo de 20
anos (Lamparelli et al, 1997). A localizagdo dos manguezais ¢ estrategicamente propicia
a contaminacdo tanto terrestre como maritima, pois esses estdo localizados em regides
costeiras e estuarinas, onde recebem uma enorme quantidade de dgua por diversas vias.
Os manguezais podem, portanto, receber poluentes organicos, como HPAs e
organoclorados, e metalicos provindo do continente através dos rios e lagoas e marinhos

através das correntes maritimas e das variagdoes da maré.
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Os manguezais sdo, portanto grandes receptores de diversos compostos de
origem antropogénica e natural, ¢ um dos locais de grande interesse cientifico, pois
acima tudo estes ambientes sdo considerados como bergario para diversas espécies da

fauna e da flora, fundamental para a sobrevivéncia dos sistemas adjacentes.

1.2 Regioes de estudo
i) Manguezal do Rio Ratones

O manguezal do Rio Ratones localiza-se a noroeste da Ilha de Santa Catarina,
fazendo parte da Estacdo Ecologica dos Carijos (latitude 27°29” S e longitude 48°30”
O), banhado pelas dguas da Baia Norte da Ilha de Santa Catarina (Figura 1.1). Este
manguezal abrange uma area total de 6,25 kmz, situado na bacia do Rio Ratones, entre
os morros da Barra do Sambaqui, morros da dorsal do Norte da Ilha, Morro de Jureré -
Canasvieiras e Morro do Forte, com seus 183, 117, 395, 148 metros de altitude maxima,
respectivamente. O manguezal estende-se até as proximidades das localidades de
Vargem Pequena e dos Ratones, até esse ponto pode-se verificar os efeitos das
mudancas das marés. Este manguezal ¢ recortado pelas seguintes autovias: SC - 401 que
liga o centro de Floriandpolis as praias do Norte da [Tha e a SC - 402 que liga a SC - 401

as praias de Jurére e Daniela (Silva, 1990).
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Figura 1.1 - Manguezal do Rio Ratones. Os pontos de coletas estio demarcados

como RC - Ratones Costa e RI - Ratones Interior.

ii) Manguezal de Itacorubi

O manguezal de Itacorubi localiza-se na Ilha de Santa Catarina, banhada pelas
aguas da Baia Norte, entre as coordenadas 27°34°14”-27°35°31” LS e 48°30°07-
48°31°33” LO (Soriano - Sierra, 1998), possuindo uma area de 1,42 km” (Figura 1.2). O
manguezal ¢ recortado por dois cursos d’agua, o rio Itacorubi e seu afluente o rio
Sertdo, hoje em dia altamente desconfigurados devido a aterros e canais. O bosque do

mangue esta circundado por bairros da grande Floriandpolis e atravessado pela rodovia
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SC - 401 que liga a rodovia Baia Norte as praias do Norte da Ilha de Santa Catarina, e
cortado por varios canais do DNOS (Departamento Nacional de Obras e Saneamento).
Este manguezal ainda apresenta outra peculiaridade: desde 1978, e até 1987, recebeu
diariamente cerca de 249 toneladas de lixo doméstico para a formagdo de um aterro

sanitario sobre sua parte nordeste (Soriano - Sierra et al, 1998).

/)
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Figura 1.2 - Manguezal do Itacorubi. Ponto de coleta assinalado como I.
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iii) A Baia de Babitonga

A Baia de Babitonga esta situada ao norte do litoral catarinense, entre as
coordenadas geograficas de 26°02°-26°28° S e 48°28’-48°50° O, e apresenta uma
superficie de 130 km® com cerca de 43 km® de manguezais (80% da é4rea total dos
manguezais do estado de Santa Catarina). A oeste, a Baia de Babitonga limita-se na
porcdo setentrional pela unidade geomorfologica da Serra do Mar e, a leste, a ilha de
Sdo Francisco subdivide o complexo em dois setores: a baia da Babitonga propriamente
dita e o canal do Linguado (IBAMA, 1998; Souza, 1991) (Figura 1.3). Neste contexto
ambiental se verifica uma intensa agdo antrdpica, provocado principalmente pelo
municipio de Joinville, principal pdlo industrial e urbano de Santa Catarina, além de
outros como Sao Francisco, onde a existéncia de um porto e um terminal petrolifero
contribuem concomitantemente com a cidade de Joinville para a degradagdo deste
ambiente. A lagoa do Saguagu, em processo de colmatagdo, ¢ uma das regides mais
atingidas pela polui¢do provinda da cidade de Joinville, onde diariamente sdo
despejadas grandes cargas poluentes e toxicas originadas dos esgotos urbanos e

industriais (Souza, 1991).
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/°/ Sistema Viario  /\/ Hidrografia WM Arca Urbana [ Bala/Oceano ™M Mangue (6.201,54 ha.)

Figura 1.3 - Baia da Babitonga. Os pontos de coletas estido identificados como

BL - Baia da Babitonga (Lagoa do Saguacu) e BF - Baia da Babitonga “Foz”.
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1.3 Matéria Orgdnica

A matéria organica ¢ primeiramente sintetizada por organismos vivos € somente
apos isto ¢ depositada nos sedimentos. A fotossintese ¢ a base da produgdo da matéria
organica, a qual consiste basicamente na transferéncia do hidrogénio da agua para o
diéxido de carbono produzindo matéria organica na forma de glicose e oxigénio,
transformando assim energia luminosa em energia quimica. Através de um dos produtos
desta reagcdo, a glicose, os organismos autotroficos podem sintetizar varios

polissacarideos como a celulose ¢ o amido (Figura 1.4).

h.v.
6CO2 + 6H20 ——> CsH120s + 602
674 Kcal  (Glicose)

Polissacarideos
Figura 1.4 - Equacio simplificada da fotossintese. Glicose relativamente rica em
energia é formada pelas plantas verdes com ajuda da luz solar.

No resumo geoldgico mostrado na Figura 1.5, pode-se observar as interferéncias
sofridas no ciclo do carbono organico ao longo das eras geologicas com a introducdo de
novas espécies. Percebe-se no diagrama que a distribuicdo da fotossintese pelo mundo
aconteceu no periodo Pré - cambriano, em torno de 2 bilhdes de anos atras, realizada
pelos organismos autotroficos, provavelmente algas verdes - azuis. A difusdo da
fotossintese pelo mundo teve como causa a difusdo do fitoplancton (produtores
primarios, ex: cianoficias), um dos principais fornecedores da matéria organica
sedimentar. O zooplancton (foraminiferas e alguns crusticeos), primeiros fosseis
datados do inicio da era Paleozoica, ¢ outro importante grupo contribuinte para matéria

organica sedimentar, sendo também responsavel pelo consumo dos produtores
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primarios. As bactérias constituem outro importante grupo produtor de matéria
organica, atuando principalmente como decompositoras em seus ambientes (Tissot &

Welte, 1984; Killops & Killops, 1993).

Tempa Era Eventos importantes
em milhdes Feolégica durante a hustdria da
de anos terra
Cenomiica Mamiferos +
Mesomiica Plantas vasoulares ﬁ
00 Paleo=zdira WVertebrados %
2
Metamodrios 3 o
1000 g ol%
i g g
T
1500 3l
Fotossintese
2000 §=
g
2500 _g
-% Bartérias e alzas
3000 3| primitivas :g
3500 & | Evohyo quimica 2
a2 ahinldgica a
& . =
4000 o Grandes quantidades E
= de izna na soperficie 5
4500 da Terra
| <o0n Origem da Terra

Figura 1.5 - Importantes eventos supostamente ocorridos na historia da Terra.
A producio da matéria orginica niao precede 2 bilhdes de anos, época esta em que
a fotossintese nao estava disseminada ao longo da superficie terrestre.

O ultimo grupo de organismos fotossintéticos sao as plantas vasculares,
comumente chamadas de plantas superiores (pteridofitas, gimnosperma e angiosperma).
Estas plantas terrestres originaram-se provavelmente das algas, € possuem como
caracteristica marcante o desenvolvimento de uma estrutura de suporte, um tecido de
protecao contra a desidratacdo. As plantas superiores sao importantes contribuintes para
a matéria organica sedimentar de locais terrestres ou proximos a estes, assim como 0s

fitoplanctons sdo para as aguas marinhas e doces (Killops & Killops, 1993).
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Existe, portanto, quatro principais fontes da matéria organica sedimentar. Sao
elas em ordem de importancia: fitoplanctons, bactérias, plantas superiores e
zooplanctons. Além desses podemos considerar a existéncia do reino fungi, mas a sua

importancia ¢ mais visivel em ambientes terrestres, pois em ambientes aquaticos a

degradagdo ¢ feita principalmente pelas bactérias (Killops & Killops, 1993).

1.4 Composig¢iao quimica da matéria biogénica

Considerando a formagdo da matéria organica como proveniente das quatro
principais fontes acima citadas, tem-se no meio ambiente a associacdo desses varios
grupos de organismos produzindo uma variada composi¢do quimica e, portanto,
determinando o tipo de matéria orgdnica que sera depositada e incorporada ao
sedimento. Todos esses organismos sdo constituidos basicamente das mesmas classes de
compostos quimicos, sendo os mais importantes geoquimicamente os carboidratos,
proteinas e lipidios (Tissot & Welte, 1984; Killops & Killops, 1993).

Os carboidratos funcionam como armazenamento de alimento, material
estrutural e antidessecante. A celulose, estrutura bésica celular de muitas plantas, ¢ uma
das principais fontes de energia, armazenando em sua estrutura 10.000 unidades de
glicose, sendo a celulose o composto organico natural mais abundante na natureza,
encontrado em grandes quantidades nas plantas superiores e algumas algas. Como fonte
de energia a D-glicose ainda pode ser armazenada na forma dos seguintes
polissacarideos: amido (plantas) e glicogénio (animais). Encontram-se também outras
formas de agucares na composicao estrutural dos seres vivos, como a D - frutose e

outros polissarideos como a quitina e a mureina) (Killops & Killops, 1993).
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As proteinas sdo largamente encontradas nos organismos, suas cadeias
polipeptidicas sdo compostas por estruturas regulares repetidas formando fibras. Estas
fibras servem como suporte para tecidos animais, por exemplo nas peles e 0ssos
(colageno), casco e garras (queratina). Existem também algumas proteinas com
importantes fungdes enzimaticas (catalise), hormonal (metabolismo), transportadora
(respiracdo) (Killops & Killops, 1993).

Os lipidios podem ser definidos como todas as substancias produzidas pelos
organismos que sdo insoliveis em agua, mas podem ser extraidas por solventes que
dissolvem gorduras (Bergmann, 1963). Os lipidios sdo encontrados tanto em animais
quanto em vegetais; nos animais em forma de gordura e nos vegetais em forma de 6leos
e ceras. As gorduras sdo utilizadas como fonte de energia e as ceras tém fungdes
protetoras para as folhas.

Naturalmente os acidos graxos (gorduras) sdo encontrados como misturas de
varios trigliceridios, os quais sdo classificados como ésteres. Os acidos graxos possuem
tipicamente entre 12 e 36 atomos de carbono. Nos animais encontram-se principalmente
acidos com cadeias alquilicas saturadas, enquanto em plantas predominam os acidos
insaturados (muitos adotando a configura¢do cis) e polinsaturados. Nos animais
predominam os acidos de cadeias alquilicas saturadas entre 12 e 18 atomos de carbono.
J& nas plantas os acidos graxos com 18 atomos de carbono mono-, di - ¢ tri-insaturados
sdo mais abundantes, enquanto que os acidos graxos polinsaturados sdo mais comuns
em algas e plantas superiores.

Os éacidos graxos encontrados na natureza possuem preferencialmente um

numero par de a&tomos de carbonos, isto devido a sua sintese, na qual estes sdo formados
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a partir do acetil, que possui duas unidades de carbono (C,), um derivado da glicose

(Figura 1.6).

OH
HO OH i O CoA
TN | 0 -
—>CH3—C—C~ —>CH;—C—S
HO / \ CLLOH Piruvato \ o Acetil coenzima A
Glicose
@) CoA
O ‘ ‘ ‘ CO2 Enzima
AN
C CH:2 C S
0%~ Malonil 0 Enzima
Coenzima A ‘ ‘ ‘
CH3—C—S
=P Acetil
CH3—(CH2)14—C\ Engima

Palmitato
—-CO2

6x(CH2) —CO2

O Enzima O ﬁ Enzima

‘ desidratacao ‘ ‘ ‘
CH3 — (CH2)»—C—S <—— CH3— C——CH>—C——S
. X redugéo . .
Butiril Enzima Acetoacetil enzima

Figura 1.6 - Biossintese dos acidos graxos saturados de plantas e animais. O
palmitato é formado por sucessivas adicdes de Malonil Coenzima A na cadeia
enzimatica com a perda de uma molécula de CO; em cada adicio, resultando na
adicdo de -(CH;),- a cada passo. Detalhes da formacio do Butiril (C4) a partir do
acetil (C;) é demonstrada, enquanto que a adi¢io subseqiiente de seis metilenos a
partir do malonil forma o palmitato.

As ceras naturais sdo misturas de varios constituintes. As ceras diferem dos
acidos graxos no seguinte ponto, o glicerol é substituido por complexos grupos de
esterois e, ou alcoois com grandes cadeias alifaticas, com predominancia de numeros

pares de carbono. Ambos, acidos graxos e alcoois nas ceras, possuem suas cadeias
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alifaticas semelhantes, com maximas concentragdes entre Cp4 € Cpg, pois 0s numeros
pares sdo sintetizados preferencialmente (Figura 1.6).
Equacao:

CH3(CH)nCH2COOH —— CH3(CH2)aCH2CHO ——> CH3(CH2)aCH2CH20H
acido aldeido alcool

(onde n = nimero impar)

Como pode-se perceber na equagdo acima, existe ainda a possivel formagao de
aldeidos e outros sub produtos como cetonas e hidrocarbonetos ramificados, mas estes
sdo encontrados em menores quantidades.

As ceras das plantas também podem conter hidrocarbonetos, principalmente de
longas cadeias alifaticas. Em contraste com os alcoois e acidos, os hidrocarbonetos
contém preferencialmente niimeros impares de atomos de carbono. Esse fato, resulta da
biossintese dos mesmos, no qual o acido ¢ descarboxilado (Tissot & Welte, 1984;
Killops & Killops, 1993).

Equacao:

CH3(CH).CH2COOH —!CHa(CHz)nCHa + CO2
acido alcano

(onde n = nlimero impar)

Os terpenos sao uma classe de lipidios com uma grande variedade de estruturas e
funcdes, mas com a semelhanga de serem construidos a partir do isopreno, que contém 5
atomos de carbono. Sendo portanto classificados de acordo com o numero destas
unidades: monoterpenos contém duas unidades, sesquiterpenos contém trés, diterpenos
contém quatro e assim por diante. As suas fung¢des s3o as mais diversas possiveis, eles
atuam como: feromonios, 6leos de plantas, antibidticos naturais, agentes de proteg¢ao

contra insetos (inseticidas) e resinas (Killops & Killops, 1993).
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Existe ainda os esterdis, outra importante classe de lipidios, comuns em animais
e plantas. Estes compostos sdo biossintetizados a partir da oxidagdo do esqualeno
seguido de ciclizacdo. Os esterdis geoquimicamente importantes encontram-se na faixa
dos compostos entre 27 e 30 atomos de carbono, B-hidroxilados no Cs, e geralmente
com insaturagio na posi¢do 5 ¢ 6 (A’). Alguns exemplos sio o stigmasterol e B -
sitosterol, encontrados em plantas; outros podem ser encontrados em plantas e animais,
como o colesterol (Tissot & Welte, 1984; Killops & Killops, 1993).

Nas plantas superiores existe ainda uma classe de composto denominado de
lignina (caracterizada por estrutura aromatica fenolica). A lignina ¢ uma molécula de
alto peso molecular, polifenolica, formada por reagcdes de condensacdo (envolvendo
desidrogenacdo e desidratacdo) de trés principais constituintes: coniferil, sinapil e
coumaril. A lignina ¢ encontrada como uma rede tridimensional localizada entre as
micelas da celulose, nos tecidos de sustentacdo da planta, funcionado como um
importante suporte para o crescimento da planta (Tissot & Welte, 1984; Killops &

Killops, 1993).

1.5 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromadticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem uma grande
classe de compostos organicos, provenientes da pirdlise ou combustdo incompleta da
matéria organica.

As principais fontes naturais dos HPAs sdo os incéndios em florestas e erupgdes
vulcanicas (Baek et al, 1991). Como exemplo pode-se citar que cerca de 2000 t/ano de

HPAs ¢ liberado para a atmosfera por incéndios naturais em florestas. O carvdo ¢ outra
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importante fonte natural dos HPAs, cerca de 15 - 25 % do carvdo ¢ representado por
estruturas aromaticas.

Muitos HPAs sdo formados durante a combustdo ¢ em outros processos
utilizados pelo homem. Somente alguns HPAs s3o empregados comercialmente, nos
quais incluem o naftaleno (inseticida, repelente) e o fenantreno (intermedidrio nas
sinteses de inseticidas e resinas) (Internation Programme on Chemical Safety, 1998). A
produgdo e emissao dos HPAs para o ambiente pode ocorrer a partir de uma fonte fossil,
tal como o petroleo. Significantes quantidades de HPAs s3o produzidas a partir dos
combustiveis fosseis e seus derivados: creosote, alcatrdo, betumem, ou em seus
processamentos como, por exemplo, o refino do petréleo e a queima do carvao
(Anderson et al, 1986). Os HPAs sdo formados também durante a pir6lise de alguns
materiais comumente utilizados no lazer pelos seres humanos, como por exemplo:
alimentos assados e defumados, a fumaca do cigarro, escapamentos de automoveis,
incineradores, etc (Internation Programme on Chemical Safety, 1998).

A toxicidade dos composto HPAs parece ser moderada a baixa (LDsy para o
naftaleno introduzido via intravenosa e oral, em camundongos, apresentam valores entre
100-500 mg.kg" de massa corporal). A administracio destes via subcutinea, em estudos
laboratoriais, demonstram reagdes adversas como a hiperqueratoses, a qual esta
relacionada com seus potenciais carcinogénicos. Estudos comprovaram a capacidade
que alguns HPAs (Benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno, dibenzo[a,h]antraceno,
naftaleno) possuem de atravessar a barreira placentaria e induzir no embrido algumas
reacOes adversas, e conseqiientemente apresentando efeitos embriotoxico. A
mutagenicidade dos HPAs ¢ altamente estudada, e sabe-se por ora que somente o0s

compostos naftaleno, fluoreno e antraceno nao possuem tal caracteristica. Muitos
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compostos aromaticos possuem testes carcinogénicos negativos, mas possuem
caracteristicas mutagénicas confirmadas (Internation Programme on Chemical Safety,

1998).

1.6 Lipidios como biomarcadores

A matéria organica presente em sedimentos consiste em uma mistura complexa
de varios compostos organicos, abrangendo compostos dos mais diversos pesos
moleculares e estruturas funcionais. O termo biomarcadores (marcadores bioldgicos) ¢
usado para alguns compostos organicos encontrados em amostras geologicas, cuja
estrutura basica sugere uma verossimil ligacdo com seus precursores bioldgicos
(http://www.main.com/~pra/webhand.htm, 1998).

A distribuicdo de certos grupos quimicos em um ambiente, como alcoois e
acidos saturados de cadeias lineares e hidrocarbonetos alifaticos (alcanos), pode ser
estudada a partir dos Indices Preferenciais de Carbono (IPC) para alcoois, dcidos graxos
e hidrocarbonetos com cadeias lineares (Tissot & Welte, 1984; Killops & Killops,
1993). Os Indices Preferenciais de Carbono baseiam-se na razio impares/pares de uma
determinada familia de compostos e sdo extensivamente utilizados para estimar a
presenga de compostos terrestres em sedimentos. No caso das ceras epicuticulares de
plantas superiores o IPCya para alcanos assume valores entre 4 €10, em contraste os
valores dos IPCys para compostos de origem marinha como bactérias e algas, com
cadeias alquilicas superiores a 20 atomos de carbono, que assumem valores entre 1,0 e
1,5. O mesmo ocorre para os alcanos de origem antropogénica e compostos derivados
naturalmente do petroleo/querogénio e pirdlise, nos quais a preferéncia impares/pares

nao predomina (Madureira et al, 1995). Os IPCs podem também ser aplicados para
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alcoois e acidos carboxilicos saturados, nos quais a preferéncia impares/pares ¢
invertida (ver se¢do 1.4).
IPC para alcanos:

2(Y impares n-C23 ao C31)
[>(pares n-C22 a0 n-C30) + ¥ (pares n-C24 a0 n-C34)]

IPCHA =

onde: C pode ser a concentragdo do referido composto saturado ou a integragdo de sua
area fornecido pelo cromatograma ou fragmentograma caracteristico.
IPC para acidos e 4lcoois:

2(3Y., pares n-C22 ao C30)
[>(impares n-C21 ao n-C29) + ¥ (impares n-C23 ao n-C31)]

IPCAc/oH =

onde: C pode ser a concentragdo do referido composto saturado ou a integragdo de sua
darea fornecido pelo cromatograma ou fragmentograma caracteristico.

Outro indice bastante utilizado ¢ o RTA (razdo entre a matéria de origem
terrestre ¢ aquatica). Esse indice fornece uma relagdo entre compostos da mesma
familia, mas com diferentes origens biogé€nicas. Por exemplo, a presenca de C,7, Cy9 €
Cs; para os alcanos indica a contribuicdo de ceras epicuticulares de plantas superiores,
j& os alcanos Cis, C;7, Cjo, indica a contribuicdo de algas (RTAya). O mesmo indice
pode ser utilizado para acidos carboxilicos (RTAc) nos quais os acidos Cas, Cas, Cos,
sdo originados preferencialmente por plantas terrestres, ¢ os Cjz, Cis, Ci6 possuem
origem de plantas aquaticas (fitoplancton). De maneira que: RTA > 1 indica a
predomindncia de matéria organica terrestre ¢ RTA < 1 indica a predominancia de
matéria organica aquatica (Bourbonniere & Meyers, 1996).

RTA para alcanos:

(C27 + C29 + C31)
(Ci5 + Ci7+ Cro)

RTAHA =
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RTA para écidos:

(C26 + C28 + C30)
(Ci1a + Cis + Ci3)

RTAAc =

onde: C pode ser a concentragdo do referido composto saturado ou a integragdo de sua
drea fornecido pelo cromatograma ou fragmentograma caracteristico.

Outras caracteristicas relevantes de contaminagdo por combustiveis fosseis
podem ser vistas em analises por CG, como o UCM (do inglés “unresolved complex
mixture”), hidrocarbonetos ndo aromaticos (derivados dos hopanos e esteranos) e a
presenga dos HPAs nos sedimentos, os quais sdo considerados, hoje em dia, um reflexo
desta fonte de contaminacdo, assim como a combustdo da matéria organica através de

queimadas, por exemplo (Killops & Killops, 1993).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Analise qualitativa de amostras de sedimentos superficiais (até¢ 0,10 m de
profundidade) provenientes dos manguezais de Itacorubi, do Rio Ratones e da Baia de
Babitonga. Avaliagdo do aporte de material organico de origem terrestre, aquatico e

possiveis contaminantes de combustiveis fosseis.

2.2 Objetivos Especificos
e Identificar os compostos orgénicos presentes nos sedimentos dos manguezais,

avaliar a presenca de biomarcadores, tais como: hidroxiacidos, alcoois, acidos
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carboxilicos, hidrocarbonetos, possiveis poluentes oriundos de combustiveis fosseis,
assim como outros compostos de origem antropogénica.

e Otimizacao de um método de fracionamento para a analise de biomarcadores
no sedimento e estudo da proficuidade desse com a utilizagdo dos padrdes
hidrocarbonetos alifaticos e policiclicos aromaticos; pretendendo observar o
comportamento desses padrdes durante as etapas que compdem o processo global,
sendo essas a extracao (E), liofiliza¢ao/extragao (LE),
liofilizacdo/extragao/fracionamento em micro coluna cromatografica de vidro (LEF).

e Estudar o fracionamento de um extrato total do sedimento através de uma
micro coluna cromatografica de vidro (silica gel/alumina) em trés fragdes distintas, F1
(eluente: hexano), F2 (eluente: DCM) e F3 (eluente: Acetato de Etila/MeOH (3:1)).

e Aplicar alguns indices disponiveis na literatura entre os compostos
identificados nos extratos totais e fracionado, como os Indices Preferenciais de Carbono
(IPC).

e Identificar a origem da matéria orgdnica majoritaria, isto ¢, qual ¢ a sua

procedéncia aquatica ou terrestre.

3. JUSTIFICATIVA

A importancia dos sistemas costeiros de manguezais para a manutengdo do
equilibrio essencial a fauna e a flora endémica e de suas periferias ¢ inegavel. O estudo
da matéria organica desses ambientes e adjacéncias pode fornecer importantes dados
relacionados a sua origem, estado de conservacdo e grau de impactacdo. Sendo os

manguezais ambientes costeiros, sua posi¢do ¢ estratégica no que diz respeito a
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recepcao dos mais variados tipos de compostos organicos, tanto de origem biogénica
como antropogénica, pelos mais diversos meios de transportes naturais como ventos,
rios, chuvas e através do influxo das marés.

A obten¢do de informacgdes a respeito destes ecossistemas com relagdo a
composicdo da matéria organica pode servir de base para futuras comparagdes e
também de apoio para pesquisas em dareas afins. A busca pela compreensdo da
composicao da matéria organica, as suas influéncias no ambiente, suas origens, sdo
dados que futuramente poderdo auxiliar cientistas na busca de informagdes referentes a
tempos idos, e langa-los na comparagdo de suas futuras pesquisas. A identificacdo de
compostos de origem antropogénica, como DDTs e HPAs é uma comprovagao da real
impactagdo do meio e, conseqiientemente, um alerta a sociedade, pois os danos desses
na cadeia tréfica e na preservagdo dos ecossistemas sdo extensivamente ressaltados por
ambientalistas.

Outra importante ressalva é quanto aos métodos de analise utilizados para a
identificagdo dos lipidios e poluentes na matéria organica. A analise do extrato dos
lipidios totais presentes no sedimento pode ser eficiente para a identificagdo e avaliagdo
dos compostos mais abundantes na matéria organica como os acidos graxos,
hidrocarbonetos e alcoois. Mas a identificacdo de outros compostos menos abundantes
torna-se dificil. Trabalhos em laboratérios ¢ manuais de andlise demonstram a
importancia do fracionamento do extrato total dos lipidios obtido da matéria organica e,
ou de organismos vivos, para a identificacdo dos compostos em menores quantidades
(Warner, 1976; Aceves et al, 1988; Porte et al, 1990; Hiihnerfuss & Kallenborn, 1992;

Wang et al, 1994a, b e ¢; Schulz - Bull et al; 1998).
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O trabalho foi desenvolvido a partir da coleta de amostras em trés locais
distintos do litoral catarinense (ver secdo 1.2), onde buscou-se informagdes gerais e
especificas no que tange o estudo dos compostos organicos (lipidios soluveis e possiveis
poluentes) encontrados nos sedimentos destes locais, assim como a otimizagdo de um

método de fracionamento para um estudo mais detalhado da matéria organica.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Solventes, padroes, adsorventes e reagentes

Os solventes utilizados foram previamente analisados, sendo a pureza constatada
a partir da concentragdo de 50 mL a um volume final de aproximadamente 500 pL.
Posteriormente um volume de 1,4 pL do concentrado foi injetado no cromatdgrafo a
gas. Somente depois de confirmada a pureza, esses foram utilizados nas analises.

Os padroes empregados foram: naftaleno, pireno, criseno, colestano,
heneicosano (C,)), tricosano (C,3) e pentacosano (C,s) € as solugdes padroes foram

preparadas em tolueno (Tabela 4.1).

4.2 Limpeza da vidraria

Os vidros foram inicialmente fervidos com uma solu¢do diluida de detergente e
depois enxaguados com agua em abundancia. O passo seguinte constava na imersao da
vidraria em uma solu¢@o hidroalcodlica (100 g de KOH em 1 litro de solugdo etanol -
agua destilada (9:1)). Em seguida os vidros foram enxaguados com agua e agua

destilada, respectivamente, e seco em estufa a uma temperatura de 160°C.



Tabela 4.1 - Relacao dos solventes, padroes, absorventes e reagentes utilizados
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Solvente, padroes e reagentes Fabricante Pureza
Acetato de Etila Tedia Pesticida
Diclorometano Tedia ABSOLVENTE
Diclorometano Carlo Erba Analitico

Hexano Tedia HPLC
Metanol Tedia HPLC
Tolueno Tedia ABSOLVENTE
Sa colestano Sigma Cromatografia
Criseno Sigma Cromatografia
Heneicosane Alltech Association Cromatografia
Naftaleno Sigma Cromatografia
Pentacosano Alltech Association Cromatografia
Pireno Sigma Cromatografia
Tricosane Alltech Association Cromatografia
Alumina neutra Carlo Erba Analitico
Silica Gel Carlo Erba Analitico
Sulfato de S6dio Anidro Nuclear Analitico
Cobre metalico Nuclear Analitico
Acido Cloridrico Grupo Quimica Analitico
BSTFA Sigma Cromatografia
Hidroxido de Potéssio Nuclear Analitico
Metanol Tedia HPLC
Nitrogénio (N3) White Martins 4.6
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4.3 Coleta das amostras

4.3.1 Manguezais de Itacorubi e do Rio Ratones

Os sedimentos foram coletados até uma profundidade de 0,10 m em uma
superficie isenta de folhas com o auxilio de uma espatula e transferidos para vidros
limpos com a precaugdo de envolver as maos com luvas de polietileno.

O ponto escolhido no manguezal de Itacorubi (ponto I) ¢ apresentado na Figura
1.2, sendo este estratégico, pois o local era considerado impactado. As amostras
coletadas no manguezal do Rio Ratones sdo apresentadas na Figura 1.1, onde um dos
pontos esta sob a influéncia constante das marés (ponto RC) e o outro muito raramente
(ponto RI). Apds as coletas os sedimentos foram levados ao laboratorio e congelados até

O uso.

4.3.2 Baia de Babitonga

A coleta dos sedimentos foi realizada em dois pontos distintos, um préximo ao
centro da cidade de Joinville (lagoa do Saguagu, ponto BL), e conseqiientemente sob a
alta influéncia desta, e outro proximo a foz da Baia da Babitonga (ponto BF), mais
precisamente no local conhecido como Vila Vigorelli (Figura 1.3). Os sedimentos foram
coletados com o auxilio de um amostrador do tipo Van Veen, e posteriormente
acondicionados com diclorometano em frascos de vidro limpos. No laboratério as

amostras foram congeladas até o momento da anélise.
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4.4 Extracdo dos lipidios totais

Estando as amostras liofilizadas (= 24 horas), uma massa de sedimento em torno
de 8-9 g foi dividida entre dois tubos de ensaio. Em seguida adicionou-se cerca de 10
uL da solugio padrio de 5o-colestano (1.805 pg.mL™) em cada tubo. Seguidamente
efetuou-se trés extragdes (solido/liquido) de 20 min em ultrassom (v = 25 kHz), nesta
ordem: MeOH:DCM (1:1) e DCM duas vezes (Rodrigues - Neto, 1998). O volume de
solvente utilizado em cada extragdo foi proporcionalmente igual a 2:1, ou seja,
adicionou-se sempre o dobro de solvente em relagdo ao volume de sedimento, e o
sistema liquido/sélido foi misturado com o auxilio de um agitador do tipo vortex. A
cada etapa da extragdo os tubos foram centrifugados (g = 167,7 cm.s™ por 2 min.), com
o intuito de separar as fases solida e liquida, e os sobrenadantes transferidos para um
baldo. Os quais foram concentrados a um volume conveniente (= 1 mL) no rota
vaporizador (temperatura do banho 40 °C). O extrato foi entdo transferido para outro
tubo de ensaio e seco completamente sob fluxo de nitrogénio, no qual também se
efetuou a reacao de metilagao.

A reacdo de metilacdo (esterificacao/transesterificagdo de Fisher de acidos
graxos e ésteres de cadeia alcodlica superior a uma metila) tem por finalidade diminuir a
polaridade dos 4cidos carboxilicos.

Reacao:

+
H
R'COOR + CH30OH —30> R'COOCH3 + ROH

onde: R = H (esterificacdo), R = C,Hy, + | (transesterificacao)
O procedimento da reagdo de metilagdo obedeceu a seguinte seqiiéncia: em um
baldo (50 mL) adicionou-se 2 mL de cloreto de acetila sobre 20 mL metanol recém

retirado do congelador. Uma aliquota com cerca de 2mL do reagente foi adicionado no
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tubo de ensaio contendo a amostra previamente dissolvida em =1 mL de tolueno. A
solugdo foi mantida em estufa por 12 horas a temperatura entre 50 - 60 °C sob
atmosfera de nitrogénio. Apds as 12 horas, foi adicionada a amostra 1 mL de DCM e 1
mL de solugdo 10 % de KCl (quando necessario efetuou-se extracdes excedentes com
DCM para evitar perda de material para a fase aquosa). A amostra foi entdo
centrifugada (g = 167,7 cm.s™ por 2 min.) para obter-se uma melhor divisio entre as
fases organica e aquosa (desprezada). A fase organica (inferior) foi retirada e submetida
posteriormente a uma micro coluna de vidro contendo sulfato de sédio anidro. O eluato
foi recolhido em tubo de vidro (=2 mL), e concentrado a um volume apropriado com o
auxilio de um leve fluxo de nitrogénio, antes de se proceder a silaniza¢do (Rodrigues -
Neto, 1998).

A silanizacdo foi realizada pelo mesmo motivo que se pronunciou para a
metilacdo, salvo que a fun¢do quimica silanizada s3o as hidroxilas de 4lcoois,
hidroxiacidos, esterois, etc. O procedimento baseou-se na adi¢do de 30 pL do agente
silanizante bistrimetilsilil - trifluoracetamida (BSTFA) ao tubo de vidro (=2mlL)
contendo a amostra seca. Em seguida esta foi levada a estufa sob atmosfera de
nitrogénio. Ap6s uma hora de acondicionamento a 60 °C, o agente silanizante excedente
foi evaporado com a ajuda de um leve fluxo de nitrogénio. Ao término do processo
adicionou-se um volume apropriado de DCM e acondicionou-se a amostra no

congelador até a sua analise por CG e, ou CG - EM.
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4.5 Extracdo e fracionamento da amostra
4.5.1 Extracdo

Amostras liofilizadas pesando entre § e 9 g foram distribuidas em dois tubos de
ensaio, nos quais adicionou-se 10 pL das solugdes padrdes de Soa-colestano (1.805
pg.mL™) e criseno (1.464 pg.mL™") em cada tubo. Em seguida efetuou-se trés extragdes,
na seqiiéncia: hexano/DCM (1:1), DCM (2 vezes) (Wang et al, 1994c), sempre em
ultrassom por 20 min (v = 25 kHz) em cada etapa. As amostras foram agitadas antes das
extracdes com o auxilio de um agitador do tipo vortex. O volume total de solvente
utilizado em cada etapa da extracdo foi proporcionalmente 2:1 em relagdo ao sedimento.
Os extratos foram entdo centrifugados (g = 167,7 cm.s por 2 min.), combinados e
concentrados a um volume conveniente (= 1 mL) no rota vaporizador (temperatura do

banho 40 °C).

4.5.2 Confecgdo da micro coluna cromatogrdfica de vidro

Os adsorventes utilizados foram a silica gel e alumina neutra (Tabela 4.1),
inicialmente estes foram purificados com diclorometano (grau analitico) no extrator
Soxhlet por 24 horas, e apos secos foram ativados em uma mufla durante 4 horas a
temperatura de 400°C (Collins et al, 1993) e armazenados em um dessecador até o uso.
A micro coluna cromatografica foi empacotada com silica gel (2 g, por¢ao inferior) e
alumina neutra (2 g, por¢do superior) sobre uma la de vidro (0,08 g) (Aceves et al,
1988; NOAA, 1993; Wang et al, 1994a). Os adsorventes foram introduzidos
cuidadosamente no interior da coluna sob um volume de 20 mL de hexano, procurando-
se a0 maximo evitar a retencao de bolhas. Ap6s o empacotamento a torneira foi aberta

para permitir a eluicdo do solvente até uma altura de | mm acima do adsorvente, quando
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entdo foi fechada. Os dados referentes a micro coluna cromatografica de vidro podem

ser encontrados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Dados experimentais referentes a micro coluna cromatografica

Comprimento 25,0 cm
Diametro interno 1,0 cm
Altura da Fase Estacionaria 10,1 cm
Volume da Fase Estacionaria® 2,7 cm’
Volume Morto do Solvente” 3,2 cm’
Massa de Silica Gel 2,00 g
Massa de Alumina Neutra 2,00 g
Massa da La de Vidro 0,08 g
Vazao 1 - 2 mL/min

a, b: Medidas realizadas com agua.

4.5.3 Fracionamento da amostra

Apoés a extracdo do material (secdo 4.5.1), o solvente foi totalmente
evaporado com o auxilio de um leve fluxo de nitrogénio, e a amostra rapidamente
diluida em 1 mL de hexano. Esta solucao foi cuidadosamente inserida no interior da
micro coluna com a ajuda de uma pipeta Pauster. Em seguida, efetuaram-se mais duas
lavagens extras no frasco com 1 mL de hexano, adicionando-se estas intercaladamente
no interior da micro coluna. Um baldo de 250 mL foi colocado embaixo da coluna e
iniciou-se o recolhimento da fracdo um (F1). Para isto abriu-se a torneira e permitiu-se
inicialmente a eluicdo do solvente até a altura 1 mm acima do adsorvente, quando

fechou-se a torneira. Entdo, cuidadosamente, adicionou-se na micro coluna 13 mL de
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hexano; a torneira foi novamente aberta para permitir o escoamento do solvente até a
altura de 1 mm acima do adsorvente, quando entdo foi fechada (final da primeira fracao,
F1). O frasco de 250 mL foi substituido por outro idéntico para dar inicio a segunda
eluicdo. Operou-se desta forma duas lavagens no frasco do extrato com ImL
diclorometano (NOAA, 1993), inserindo-os seqiiencialmente no interior da micro
coluna, com posterior elui¢do o solvente até a altura 1mm acima do adsorvente. Apos
adicionou-se na coluna 18 mL de diclorometano permitindo-se a seguir a eluicdo do
solvente a altura de 1mm acima da fase estacionaria; término da segunda fracdo (F2).
Para o recolhimento da fracdo 3 (F3) o procedimento ¢ idéntico aos anteriores
alterando-se somente os solventes. Foram feitas duas lavagens do frasco do extrato com
ImL de solugdo acetato de etila/metanol 3:1, e posterior eluicdo com 18 mL da referida
mistura de solventes acetato de etila/MeOH 3:1 (F3) (Sicre et al, 1994). Os solventes
dos frascos F1 e F2 foram concentrados a um volume conveniente com a ajuda do rota
vaporizador seguido de um leve fluxo de nitrogénio, e as amostras acondicionadas em
congelador até as andlises por CG e, ou CG - EM. A fracdo (F3) foi silanizada,
procedimento idéntico ao descrito na secdo 4.4, antes de proceder as analises
cromatograficas.

Observacao: Nas fracoes F1 e F2 detectou-se a presenca de enxofre e, portanto,
efetuou-se uma etapa extra nessas. Essa etapa consistiu na retirada do enxofre molecular
com o uso de cobre metalico, previamente ativado com HCI concentrado e limpo,
através de sucessivas extracdes com solventes, na seguinte ordem: MeOH (2x) e DCM

(3x) (NOAA, 1993).
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4.6 Preparo das fortificacoes com padroes
4.6.1 Micro coluna cromatogrdfica de vidro

A aplicagdo do teste de fortificacdo realizado com a micro coluna teve por
objetivo observar a eficiéncia da coluna na recuperacdo de uma mistura de padrdes de
hidrocarbonetos alifaticos e policiclicos aromaticos (Heneicosano (C,;), Pentacosano
(Cys), naftaleno (NAF), pireno (PIR) e criseno (CRI)) quando estes eram submetidos ao
fracionamento. Os procedimentos utilizados na avaliagdo da micro coluna consistiam
em: a) adicionar 100uL da solugdo padrio (Cy; (1.018 ug.mL™), Cps (1.011 pg.mL™),
NAF (1.014 ug.mL'l), PIR (1.071 ug.mL'l) e CRI (995 ug.mL'l)) no interior da coluna
e b) adicionar 100uL de o6leo diesel na coluna, para posteriormente efetuar o

procedimento utilizado no fracionamento da amostra, todavia, somente para as fragdes

F1 e F2.

4.6.2 Testes de extracdo (E), liofilizacdo com extracdo (LE) e liofilizacdo com
extragdo seguida de fracionamento (LEF)

Com o objetivo de observar possiveis perdas dos compostos durante as etapas de
extragdo, liofilizagdo e fracionamento, foram realizados trés testes distintos com uma
mistura de padrdes (C,j, Cp5, NAF, PIR e CRI). No primeiro teste foi realizado apenas a
extragdo dos padrdes, no segundo foi feito a liofilizacdo com extragdo e o terceiro foi
com a liofilizacdo, extra¢do seguida de fracionamento. Dessa forma procurou-se avaliar
as etapas envolvidas no processo progressivamente, ou seja, extragdo (E),
liofilizacdo/extrag¢ao (LE), liofilizagdo/extracdo/fracionamento (LEF).

Em um baldo de 100 mL inseriu-se cerca de 10 g de sedimento seco previamente

extraido. Para os testes LE e LEF além dos 10 g de sedimento efetuou-se a adi¢do de
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agua marinha em porcentagem idéntica a encontrada no sedimento do manguezal do Rio
Ratones (57,2 %). Os testes de E e LE foram realizados em triplicata, com a adi¢ao de
100 pL da solucdo padrao contendo 101,8 pg de Cyi; 101,1 pg de Cys; 101,4 g de
naftaleno; 99,5 pg de criseno e 107,1 pg de pireno. Essas massas sdo semelhantes as
encontradas em 100 pL de petréleo (Wang et al, 1994a). Os baldes utilizados no teste
de liofilizagdo passaram por agitagdes esporadicas, com intervalos de quinze minutos
entre uma agitagao e outra durante uma hora antes de serem levados ao congelador.

Para o teste LEF adicionou-se a mesma solucao de padroes (C,;, Cas, naftaleno,
criseno e pireno). As amostras foram preparadas em duplicata contendo a seguinte
quantidade dos padrdes: 97,4 ug de Csi; 89,3 ng de Cps; 85,3 ng de naftaleno; 74,3 ng
de criseno e 103,1 pg de pireno. Apds a adigdo do padrdo aplicou-se sobre a amostra um
fluxo brando de nitrogénio a fim de evaporar o solvente com o qual a solugdo padrao foi
preparada. Neste interim, com o auxilio de um agitador, fez-se agitagcdes esporadicas do
baldo em intervalos de quinze minutos; processo este que durou além do tempo do uso
do fluxo de nitrogénio, aproximadamente uma hora. Com o término da agitagdo,
deixou-se as amostras em repouso durante a noite a 4°C, para no dia seguinte submeté-
las a mais uma sessdo de 1 hora de agitacdes esporadicas (Swartz et al, 1997). O passo
final foi o congelamento da amostra com posterior liofilizacdo, extragdo, fracionamento

e analise.

4.7 Pardmetros cromatogrdficos
Os parametros cromatograficos usados para as andlises estdo descritos nas
Tabelas 4.3 e 4.4, sendo a primeira utilizada na avaliagdo do método de fracionamento e

a segunda para as analises dos sedimentos.
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Tabela 4.3 - Parametros cromatograficos utilizados na avaliacio do método 4.5

Tempo de “Splitless” 1 min
Divisdo de Fluxo 1:40

Fluxo do Géas Carreador 2 mL/min
Temperatura Inicial do Forno 80 °C
Tempo de Isoterma a 80 °C 2 min

Taxa de aquecimento entre 80 e 300 °C 8 °C/min
Tempo de Isoterma a 300 °C 5 min

Taxa de aquecimento entre 300 e 310 °C 4 °C/min
Tempo de isoterma a 310 °C 1 min

Tabela 4.4 - Parametros cromatograficos utilizados para as analises dos

sedimentos

Tempo de “Splitless” 1 min
Divisdo de Fluxo 1:40
Fluxo do Géas Carreador 2 mL/min
Temperatura Inicial do Forno 40 °C
Taxa de aquecimento entre 40 e 180 °C 10 °C/min
Taxa de aquecimento entre 180 e 310 °C 4 °C/min
Tempo de isoterma a 310 °C 15 min

4.8 Equipamentos utilizados

e (s sedimentos foram liofilizados através do liofilizador EDWARDS

MICROMODULYO 15k acoplado a bomba EDWARDS - E2M2.
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e As amostras de sedimento foram pesadas na balanga analitica METLER -
HS80 (precisdo = 0,5 mg), ja as solugdes padrdes foram preparadas com a auxilio da
balanca analitica METLER TOLEDO - AT21 (precisao + 0,005 mg).

e Os equipamentos utilizados nas extra¢des foram: ultrassom UNIQUE - USC
1450 (25 kHz), agitador de tubos do tipo vortex PHOENIX - AP56, centrifuga FANEN
- EXCELSA BABY II - 206R e rota vaporizador FISATON 802 com banho
termostatizado 550D (1200W).

e Nas analises da avaliagdo do método foi utilizado um cromatdgrafo a gas da
marca Shimadzu, modelo GC-17A, com uma coluna de silica fundida LM-1 (25 m x
0,25 mm d.i. e 0,25 um de espessura de fase), equipado com um detector de ionizagao
de chama (FID), no qual o gés de arraste utilizado foi o nitrogénio. Enquanto que nas
amostras utilizou-se um cromatografo a gas de marca Shimadzu, modelo CG14B,
acoplado a um espectrometro de massas da marca Shimadzu, modelo CGMS-QP2000 A
(impacto de elétrons 70 eV), com uma coluna cromatografica de silica fundida CBP1

(25 m x 0,25 mm d.i) no qual o gas de arraste foi o hélio.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Micro coluna cromatogrdfica de vidro: um estudo do comportamento dos padroes
de hidrocarbonetos alifdticos e policiclicos aromadaticos

Uma micro coluna cromatografica de vidro, preparada conforme descrito na
secdo 4.5.2, foi utilizada para avaliar a eficiéncia na separacdo entre os hidrocarbonetos
alifaticos (HAs) heneicosano e pentacosano, e os hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (HPAs) naftaleno, pireno e criseno.



5.5.1 Diagrama de eluicao dos padroes e de um oleo diesel comercial
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A Figura 5.1 mostra a seqiiéncia de elui¢do de 5 padrdes de hidrocarbonetos

alifaticos e policiclicos aromaticos: o heneicosano (C;;), o pentacosano (Cys), o

naftaleno (NAF), o pireno (PIR) ¢ o criseno (CRI).
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Figura 5.1 - Diagrama de eluicio dos padrdes estudados: heneicosano,

pentacosano, naftaleno, pireno e criseno. Para a eluicio dos compostos utilizou-se

primeiramente 16 mL de hexano (F1) e apds 20 mL de DCM (F2).

A confeccdo do diagrama procedeu-se da seguinte maneira: primeiramente

introduziu-se 100 pL da solugdo padrio contendo os compostos Cy; (1.018 pg.mL™),

Cas (1.011 pg.mL™), NAF (1.014 pg.mL™), PIR (1.071 pg.mL™") e CRI (995 pg.mL™).

Posteriormente os eluatos foram coletados em aliquotas de 2 mL, nas quais foram

adicionados 10 pL de solugio padrio contendo o composto tricosano (1.940 pg.mL™).
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Apos a corrida cromatografica de cada aliquota efetuou-se a divisao das areas dos
padroes (C,;, Cas, NAF, PIR e CRI) pela a area do padrao C,; adicionado depois.

O volume de cluicdo relativo a fragdo F1, 16 mL de hexano, foi determinado
empiricamente, de modo semelhante ao descrito para a confec¢do do diagrama. Testes
com volumes de hexano superior a 16 mL foram realizados, e a constatagdo da total
eluicdo dos hidrocarbonetos alifaticos (C,; e Cys) foi observada aos 16 mL. O mesmo
procedimento foi utilizado para a determinag¢do do volume do solvente DCM, no qual a
total eluicdo dos HPAs foi observada com a utilizagdo de 16 mL de DCM; os 4 mL
restantes de DCM foram utilizados por motivo de seguranga.

A confeccdo do diagrama teve como intuito a observacao do comportamento dos
padroes estudados frente a forca dos eluentes utilizados. O que se pode observar no
diagrama ¢ a completa eluicdo dos hidrocarbonetos alifaticos na primeira fragdo
(solvente hexano), e uma parcial eluicdo do NAF. Os demais compostos, PIR e CRI,
permaneceram adsorvidos na fase estaciondria, e as suas elui¢des s6 foram observadas
apos a adi¢do do DCM (maior polaridade do que a do hexano).

Com o intuito de observar o comportamento da micro coluna cromatografica
frente a uma amostra complexa, efetivou-se um teste de eluigdo com um o6leo diesel
comercial, no qual realizou-se o fracionamento do 6leo diesel em duas fragoes, F1 e F2.
As Figuras 5.2 e 5.3 apresentam os cromatogramas obtidos para as fragcdes F1 e F2
respectivamente. Nos cromatogramas os hidrocarbonetos foram monitorados pelo seu
fragmento caracteristico m/z 85, e os policiclicos aromaticos pelo ion molecular.

O cromatograma da fragdo F1 (eluente hexano) apresenta os hidrocarbonetos
entre Cyo e Cy7, incluindo o fitano, pristano e nor - pristano, assim como o naftaleno e

seus homologos com 1 e 2 metilas ligadas ao anel, somente detectados através dos
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fragmentogramas de seus ions moleculares. A presenca do naftaleno nesta fase ja era
esperada, sendo isto somente uma constatacdo do que ja fora exposto no diagrama
acima (Figura 5.1). A identificagdo de policiclicos aromdticos acima de trés anéis na

fracao F1 nao ocorreu.
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Figura 5.2 - Cromatograma do oJleo diesel, fracio F1 contendo os

hidrocarbonetos alifaticos (Has). Os numeros sobre os picos indicam o niumero de
atomos de carbono do composto. Condi¢des cromatograficas conforme descrito na
Tabela 4.3.

O cromatograma da fragdo F2 apresenta o naftaleno e seus homologos com 1, 2,
3 metilas ligadas ao anel aromatico, sendo que este homdlogo tri-metilado nao foi
identificado na fracdo F1. Outra caracteristica desta fragdo foi a identificagdo do

fenantreno e seus homoélogos metilados (ndo identificados na fracao F1).
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O objetivo da separagdo em microcoluna cromatografica de vidro ¢ de
proporcionar uma melhor visualizagdo e identificagdo dos compostos encontrados em
sedimentos, pois estes sdo misturas complexas dificeis ou praticamente impossiveis de

serem separadas sob o auspicio unico da cromatografia gasosa.
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Figura 5.3 - Cromatograma do dJleo diesel, fracio F2 contendo os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Os numeros 0, 1, 2 e 3 indicam o
numero de metilas ligadas aos homologos dos HPAs. Condi¢cdes cromatograficas
conforme descrito na Tabela 4.3.

A divisao entre as fragoes F1 e F2 foi determinada, como a mais conveniente,
apo6s a eluicdo de 16 mL de hexano, mesmo percebendo a perda de naftaleno e seus
homologos para a fracao F1, pois a redugdo no volume de eluicao na fracao F1 levaria a

presenca de compostos alifaticos na fragdo F2, o que ocasionaria uma perda significante
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dos HAs para F2, uma vez que os HAs ndo foram quantitativamente eluidos, além ¢
claro, de poderem interferir (coeluindo) em futuras analises e identificacio dos HPAs.
Trabalhos em laboratdrios ja demonstraram a eluigdo dos compostos aromaticos
com uma mistura de hexano com DCM (1:1), além do uso de uma quantidade superior
de silica/alumina (8 g de cada) (Warner, 1976; Aceves et al, 1988; Porte et al, 1990;
NOAA, 1993). No entanto, o objetivo era reduzir o volume de solvente utilizado para a
eluicdo dos compostos alvos, motivo pelo qual se procedeu a diminui¢do da fase
estacionaria para 2 g de silica e 2 g de alumina. O aumento da polaridade do solvente na
eluicdo da segunda fracdo, no caso o uso do DCM 100%, teve como objetivo a possivel
identificagdo de organoclorados nesta fase, j4 que dados na literatura apresentaram a
total eluigdo de compostos como DDT, aldrin, enedrin com a utilizagdo do DCM puro

(Aceves et al, 1988).

5.1.2 Calculo do Fator Reposta (FR) entre os padrées utilizados

O método de quantificagdo utilizado foi o da padronizagdo interna, no qual
dentre os compostos estudados escolheu-se um composto de cada fragdo de eluigdo.
Para a escolha do padrdo observou-se alguns cuidados: o naftaleno foi o primeiro a ser
descartado devido a sua eluicdo em ambas as fases; outro fator observado foi o ponto de
fusdo de cada composto estudado pois a perda dos compostos na liofilizacdo era
objetivado. Verificando estas primicias escolheu-se como padrao interno para fragdo F1

0 pentacosano e para fragdo F2 o criseno (Tabela 5.1).
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O FR resposta foi calculado a partir da seguinte equacao:

FR = AACrp1
AriCa
onde:
Ap; = Area do padrdo interno Cp1 = Concentracao do padrao interno
A = Area do analito Ca = Concentragao do analito

Tabela 5.1 - Fator Resposta (FR) determinado pelo método da padronizacgao

interna®
FRs RSD (%) faixa de concentraciio (ug.mL™")
F1 - - -
Cxu 1,192 4,95 2,6 - 407,1
NAF 1,944 17,90 2,2 -405.6
Cys PI PI 2,4 - 4044
F2 - - -
PIR 1,589 16,17 2,7 - 4284
NAF 3,981 17,76 2,2 - 405.6
CRI PI PI 2,0 - 380,2

a: Foram preparadas cinco solugdes com concentragdes diferentes de cada padrao entre
os valores citados na tabela e efetuou-se trés leituras de cada solucdo para a obtengdo
destes valores de FR.

A variacao no valor do RSD ficou entre 4,95 e 17, 90. Esses valores demonstram

um RSD < 20%. Portanto, podem ser considerados como constantes para a faixa de

concentragdo estudada, e entdo aplicados nos célculos (EPA, 1997).

5.1.3 Aspectos quantitativos da micro coluna cromatogrdfica de vidro
A Tabela 5.2 mostra os valores encontrados na recuperacdo dos compostos

estudados. Pode-se perceber uma boa separagdo dos compostos aromaticos, criseno e
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pireno, uma vez que estes ndo foram identificados na fracdo FI, assim como os
hidrocarbonetos alifaticos heneicosano e pentacosano, que nio foram identificados na
fragdo F2. Os valores de recuperagdo para os compostos heneicosano e pireno foram
acima de 80%.

O naftaleno, como ja era esperado, ficou dividido entre as duas fragdes,
apresentando-se em maior quantidade na primeira fracdo. A recuperagdo total do
naftaleno foi de 20,0 % (18,8 % na fragdo F1 e 1,2 % na fragdo F2), este valor foi baixo
provavelmente devido as etapas de concentracdo das amostras, realizadas em um rota
vapor e fluxo de nitrogénio. Pois sendo o naftaleno, dentre os compostos estudados, o
mais volatil (ponto de ebuli¢do = 218 ° C), suspeita-se que a sua perda tenha ocorrido
nessas etapas.

Tabela 5.2 - Resultados quantitativos da micro coluna

compostos map” (Lg) mg;" (1g) mp* (Ug) Rec (%)
Cn 101,8 96,6 £0,2 ND 949
Cys 101,1 PI ND PI
NAF 101,4 191409 | 12+0,1 20,0
PIR 107,1 ND 87,8+ 1,1 82,0
CRI 99,5 ND PI PI

a: massa adicionada no teste de fortificagao.

b: massa recuperada na fragao F1.
c: massa recuperada na fracdo F2.
5.2 Avaliagao do método descrito na se¢do 4.5
O procedimento para se avaliar o método foi dividido em trés partes distintas: a -
liofilizacdo, b - extragdo e c¢ - fracionamento. Com o intuito de observar o

comportamento dos padrdes nas diferentes etapas realizou-se os testes de fortificagdo
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em sedimentos previamente extraidos (ver parte experimental se¢ao 4.6.2). Portanto
avaliou-se as etapas envolvidas no processo progressivamente, ou seja, extracao (E),
liofilizacdo/extragao (LE), liofilizagdo/extragdo/fracionamento (LEF). A Tabela 5.3
mostra os valores encontrados nestes testes.

Tabela 5.3 - Resultados das fortificacoes do processo de avaliaciao por etapas: E,

LE, LEF
compostos | map (ug) | mp (ug) | mp (ug) | mer’(ug) | REC (%) | N
Ca (E)* 101,8 - - 86,3+ 13 84,8 3
Cy (LE)* 101,8 - - 76,5+ 10,8 75,1 3
Cy (LEF)? 97,4 66,9+3.6 ND - 68,7 2
NAF (E)* 101,4 - - 51,9+138 51,2 3
NAF (LE)* 101,4 - - 10,1 £2.4 10,0 3
NAF (LEF)*" 85,2 2,2+40,1 0,8+0,5 - 3,5 2
PIR (E)" 107,1 - - 89,8 +2,5 83,8 3
PIR (LE)" 107,1 - - 95,3 £2.,6 89,0 3
PIR (LEF)" 103,1 ND 60,9+0,6 - 59,1 2

a: Padrao interno C,s utilizado como base nos calculos.
b: Padrao interno Criseno utilizado como base nos calculos.
c: massa total recuperada

Os padrdes apresentaram caracteristicas distintas, no que tange ao
comportamento em cada etapa do procedimento. O composto C,; demonstra uma queda
em sua recuperagao durante os processos, ou seja, com o acréscimo de uma etapa a sua
recuperagdo diminui. Analisando os dados para o composto C,; observa-se um fato

curioso com respeito ao alto desvio encontrado durante a etapa de LE (£10,8), o que

sugere além da perda do composto durante o processo de liofilizagao, que a recuperagao
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varia de acordo como o tempo de liofilizagdo. Quanto a aplicagdo do método total
(LEF), o valor o desvio padrao diminuiu (+3,6) o que indica uma melhor repetitividade.
O fato marcante para a incongruéncia dos resultados entre as etapas LE e LEF, no que
diz respeito ao desvio padrdo, foi causado devido ao fato de duas amostras (teste
realizado em triplicata) terem permanecido um tempo extra no liofilizador, e os
resultados obtidos iguais a 67,5 ng, 73,4 ng e 88,5 pug (média - Tabela 5.4).

O comportamento do naftaleno foi semelhante ao C,;, pois a sua perda aumentou
durante a adigdo das etapas, salvo em relagdo aos seus valores, os quais demonstraram
uma menor recuperacao, o que indica que além da perda na etapa de liofilizagdo ocorreu
também uma significativa perda do composto nas etapas de concentragao.

Os resultados oferecidos pelo pireno a primeira vista parecem inconsistentes,
primeiramente observa-se um aumento na recuperagdo com a adicdo de uma etapa, onde
se esperaria uma diminui¢do. A diferenga entre essas etapas E e LE foi de 6,3 %, sendo
que este valor esta dentro do esperado pela EPA para as curvas de calibragdo, na qual a
diferenca entre os sinais ndo pode ultrapassar £15%. Portanto pode-se considerar que
esta diferenca pode ter sido promovida pelo cromatdgrafo a gas (EPA, 1997) e, ou ainda
pelo analista, ja que os testes foram realizados separadamente, e, ou efeito de matriz.
Este dado forneceu respaldo para a discussdo de que a perda do pireno ndo tenha
ocorrido na etapa de liofilizacdo, ou melhor, se alguma perda ocorreu esta foi
equivalente a do criseno (padrdo interno). J4 a menor recuperagdo apresentada pelo
pireno no teste total (LEF) foi devido a jun¢do de mais uma etapa, no caso o

fracionamento, que conseqiientemente diminuiu a porcentagem de recuperacao.
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5.3 Lipidios

Os procedimentos realizados para as andlises dos lipidios estdo descritos nas
secoes 4.4 e 4.5. A primeira consiste na andlise dos lipidios totais (secdo 4.4), sendo os
resultados apresentados nas se¢des abaixo 5.3.1 e 5.3.2. Na segunda, se¢do 4.5 da parte
experimental, realizou-se o fracionamento da amostra em trés fragdes distintas F1, F2 e
F3, e os resultados sdo apresentados na secdo 5.3.3. Esta andlise envolvendo o
fracionamento teve por objetivo uma melhor avaliagao do sedimento provindo da Lagoa
do Saguacu (BL) e a aplicagdo do método proposto para analise dos hidrocarbonetos
alifaticos (HAs) e policiclicos aromaticos (HPAs). Uma caracteristica peculiar dessa
etapa ¢ a eluicdo da terceira fracao (F3), como ndo havia os padrdes necessarios para
testes prévios, e sabendo de antemao da existéncia de alcoois na amostra BL (através da
extragdo total), efetuou-se testes sobre essa fragdo na tentativa de promover a separagao
dos 4lcoois e esterdis dos dacidos carboxilicos, compostos esses presentes em

abundancia.

5.3.1 Comparacao entre os biomarcadores de cadeia linear identificados nos
sedimentos, a partir de seus extratos totais.

Os biomarcadores foram identificados a partir de seus fragmentogramas, nos
quais detectou-se a presenca dos seguintes compostos: acidos carboxilicos (AC)
metilados, identificados a partir do fragmento m/z 74 (C3HsO,") (pico caracteristico dos
ésteres); hidrocarbonetos alifaticos (HAs), identificados pelo fragmento m/z 85
(CeH13"), e os 4lcoois lineares (OH) silanizados que foram identificados pelos
fragmentos m/z 75 ((CH3),SiOH') e M'-15 (da perda de uma metila do grupo

trimetilsilil). Conseqlientemente, os célculos dos indices apresentados na Tabela 5.4
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foram efetivados a partir das areas oferecidos pelos fragmentogramas comentados
anteriormente, no caso dos alcoois utilizou-se o m/z 75.

Tabela 5.4 - Indices Preferenciais de Carbono (IPC) para acidos carboxilicos
(AC), alcoois lineares (OH) e hidrocarbonetos alifaticos (HAs) e razio Terrestre

Aquatico (RTA) para os acidos carboxilicos

RC* RI® BL* BF* I°
IPCpias 53 8,0 2,8 4,9 52
IPCon 7.9 3,7 59 20,9 55
IPCAc 5,6 6,0 6,0 13,0 6,3
RTAc 0,6 0,4 0,1 0,1 0,8

a: ponto Ratones Costa.

b: ponto Ratones Interior

c: ponto Baia da Babitonga (Lagoa do Saguagu)
d: ponto Baia da Babitonga Foz.

e: ponto Itacorubi.

Os Indices Preferenciais de Carbono apresentados acima sdo baseados em uma
razdo par/impar para acidos e alcoois e impar/par para os hidrocarbonetos (ver
introducgdo secdo 1.6). Esses sdo extensivamente utilizados na avaliagcdo da origem da
matéria organica. Os IPCg para todos os ambientes estudados apresentam valores
maiores 4, exceto para o [PCoy da amostra RI e o ICPyas para a amostra BL. Estes
valores altos de ICPs demonstram a influéncia de matéria organica originaria de plantas
vasculares, especificamente de tecidos epicuticulares. Isto ¢ reforgado pela grande
presenga dos hidrocarbonetos Css, Cys, Cy7, Co9 predominantes na matéria organica de
origem terrestre. A presenca de hidrocarbonetos inferior a 20 dtomos de carbonos foi
inviabilizada devido a presenca de uma enorme quantidade de acidos carboxilicos nas

amostras ¢ que sobrepuseram aos HAs, o que sugere entdo, a “baixa” concentracdo dos

HAs. Alguns valores mostrados na Tabela 5.4 apresentam uma considerada variagdo em
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relagdo aos demais (valores entre 3,7 - 8,0), como por exemplo: o ICPyas para a amostra
BL (2,8), e 0s ICPop e ICPc para a amostra BF (20,9 e 13,0 respectivamente).

O valor encontrado para ICPys da amostra BL significa um relativo aumento na
concentragdo dos hidrocarbonetos pares em relagdo aos impares, valores ICPyas em
torno de 1 e 1,5 sugere a presenca de compostos antropogénicos (Madureira et al,
1994). A presenca de contaminantes fosseis ndo ¢ evidenciada pelo valor oferecido, mas
o seu decréscimo, quando comparado aos demais, ¢ a identificagdo de HPAs na amostra
apontam para este fim. Portanto o “alto” valor oferecido pelo ICPy,s, especificamente
neste caso, pode ser devido a larga influéncia da matéria orgénica de origem terrestre,
pois a Lagoa do Saguacu (BL) se encontra no interior da Baia da Babitonga e recebe
grandes quantidades de matéria organica provinda do continente através dos rios que ali
desembocam. Outro fator que pode contribuir para o aumento deste valor ¢ o fato das
areas envoltas da lagoa terem sido devastadas devido ao crescimento da cidade de
Joinville, o que contribui, através da erosdo, para um aumento da carga oriunda do
continente para a lagoa (Souza, 1991). Os altos valores encontrados para o ICPsc € o
ICPoy, na amostra BF, sugere o mesmo comportamento descrito acima no que tange a
matéria organica de origem terrestre, uma vez que nao foram identificados HPAs no
extrato total na amostra BF. O valor do ICPyas mostrado, nesta amostra, € relativamente
inferior ao restantes (RC, RI, I), o que pode concordar com fato da relativa distancia
entre os dois pontos (BF ¢ BL), onde poderia se esperar uma certa influéncia entre
ambos. Os valores de ICPoy e ICPAc para a amostra BL assemelham-se as demais e ¢
relativamente baixo quando comparados com a amostra BF, o que poderia sugerir uma
alta atividade bacteriana no sedimento da Lagoa do Saguagu, onde existiria uma maior

chance para a degradacdo dos compostos.
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Os valores de RTAs para as amostras indicam a predominancia do material de
origem aquatica. Os valores para todos os pontos apresentam-se < 1. Os acidos de
cadeia longa com Cy4, Cy6 € Cyg sd0 amplamente encontrados em tecidos epicuticulares
de plantas superiores assim como em suas folhas, flores e pdlens, entretanto os acidos
de cadeia curta Cj,, Ci4 ¢ Cj6 sd0 extensivamente produzidos por algas (Bourbonniere et
al, 1980). Entre os valores encontrados pode-se perceber uma grande atividade de algas
em todos os pontos de coleta, destacando os pontos do manguezal da Baia de Babitonga
BL e BF, que apresentam valores menores que os demais.

Comparando os resultados oferecidos pelos indices ICPs e RTAs observa-se a
contribui¢do tanto de matéria organica de origem terrestre quanto aquatica, no qual esta
ultima apresenta-se em maior propor¢ao, fatos estes condizentes com a localiza¢do dos
manguezais, pois estando estes localizados em regides estuarinas pode-se perceber

claramente o porqué da contribui¢do da matéria organica por ambos os tramites.

5.3.2 Outros Biomarcadores identificados nos sedimentos

Os ambientes estudados possuem basicamente as mesmas caracteristicas, ou
seja, todas as amostras sdo provenientes de regides costeiras de manguezais, salvo a
amostra BL, proveniente de uma lagoa, mas que também esta cercada por manguezais.
A Figura 5.4 mostra o cromatograma do extrato total da amostra do manguezal de
Itacorubi, localizado na Ilha de Santa Catarina. Esse apresenta um perfil geral dos
compostos encontrados em todos os locais estudados. Todos os pontos estudados
apresentam uma grande variedade de 4cidos carboxilicos entre os compostos lineares de
14 a 18 atomos de carbono, destacando-se a presenga de acidos lineares ramificados,

principalmente os acidos iso e anteiso com 15, 16 e 17 d&tomos de carbono. Os espectros
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de massas dos acidos iso e anteiso pentadecandico na forma de ésteres podem ser vistos
no apéndice, Figuras 1 e 2, respectivamente. A constatacdo desses acidos nas amostras
indicam a presenga de bactérias, uma vez que estes sdo constituintes de sua parede
celular (Tissot & Welte, 1984; Cranwell er al, 1987; Killops & Killops, 1993). Os
acidos iso e anteiso pentadecandico também foram identificados na Lagoa do Peri, no
trabalho de mestrado desenvolvido por Rodrigues - Neto (1998).

Os m-hidroxiacidos também foram identificados, ¢ sua deteccdo foi realizada a
partir da comparagdo dos espectros fornecidos com os apresentados na literatura, além
da visualizagio dos fragmentos caracteristicos m/z 75 ((CH3),SiOH"), m/z 146
(C6H14Si02+), M" - 15 ¢ M - 47, oferecido pelos -hidroxidcidos metilados e
silanizados (Eglinton et al, 1968). Estes tipos de compostos apareceram sem distingdo
em todas as trés localidades, nas quais citam-se os compostos com 16, 22, 24, 26, 28, 30
atomos de carbono. O espectro de massas do composto m-hidroxihexacosanodico,
silanizado e metilado, pode ser visto no apéndice, Figura 3. Os hidroxiacidos com um
nimero superior a 20 atomos de carbono sdo origindrios de plantas superiores,
especificamente de camadas protetoras como a cutina e a suberina. Ja os hidroxiacidos
com um nimero menor que 20 dtomos de carbono, no caso o w-hidroxihexadecanoico,
pode tanto ser de origem bacteriana como de plantas superiores (Killops & Killops,
1993).

Também foi possivel identificar outros derivados de plantas superiores nos
locais estudados, sendo estes os derivados da lignina. Detectou-se a presenca do
composto 1-fenil metanol em todas as amostras (RC, RI, I, BL, BF). A presenca de
compostos fenodlicos também foi observadas na amostra BL, sendo eles o p-metil fenol e

o m-metil fenol. A presenca do acido ferulico, um dos derivados da oxidacao alcalina
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com cobre do coniferil (derivado da lignina) (Killops & Killops, 1993), pdde ser
detectado nas amostras, todas oriundas de manguezais (RC, RI, I, BF). O espectro de

massas desse composto encontra-se no apéndice Figura 4.

5.3.3 Fracionamento dos lipidios, amostra BL (Lagoa do Saguagu)
Como mencionado anteriormente a amostra BL foi separada em trés fragdes

distintas F1, F2 e F3, contento cada fragao uma diferente classe de compostos.

i) Fracdo F1
eluente: hexano;
volume utilizado: 16 mL.

Nesta fragdo foi detectado a presenga de compostos hidrocarbonetos alifaticos,
além de importantes isoprendides como o fitano, pristano e nor - pristano, largamente
utilizados por varios laboratorios em analises de 6leos, e outros biomarcadores do tipo
hopandides. A Figura 5.5 mostra o cromatograma obtido para F1, no qual percebe-se
claramente a presenca dos hidrocarbonetos alifaticos entre 25 e 37 4&tomos de carbono.

O estudo geoquimico, com relagdo aos indices IPC e RTA para os
hidrocarbonetos alifaticos nessa fragdao, confirmam os dados discutidos na se¢do 5.3.1.
O indice de IPCya; foi igual a 3,4 para a amostra fracionada, sendo neste caso maior do
que o encontrado no IPCyas da analise dos lipidios totais (2,8). Isto é esperado uma vez
que os compostos de menores concentracao (nimero par atomos de carbono para os
HAs) na andlise dos lipidios totais tende a apresentar um maior efeito de matriz, no caso
a coeluigdo com outros compostos, 0 que acrescentaria um ganho no calculo de suas

areas.
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Figura 5.5 - Cromatograma da Fracido F1, amostra BL. Condicoes

cromatograficas conforme descrito na Tabela 4.4. O cromatograma apresenta
predominantemente a presenca dos compostos hidrocarbonetos alifaticos entre 25
e 37 atomos de carbono. Os nimeros acima dos picos indicam o nimero de atomos
de carbono no composto.

O indice RTApas ndo foi possivel de ser calculado na anélise dos lipidios totais
devido a presenca dos acidos carboxilicos de cadeia curta entre 15 ¢ 18 4tomos de
carbono, os quais sobrepuseram os HAs de cadeia curta. Com o fracionamento foi
possivel calcular o RTApas devido a auséncia dos acidos carboxilicos, e o seu valor foi
de 7,88. Tal valor indica que a origem da matéria organica ¢ terrestre, uma vez que os
HAs, C,7, Cy9 € Cs3 sdo originario de plantas superiores, enquanto que os HAs de cadeia

curta, Cys, Cj7 ¢ Cy9, indicam a contribuigdo de algas (Bourbonniere & Meyers, 1996).
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O RTAjc para essa amostra (BL) (Tabela 5.4) mostra a contribui¢do de algas
contrastando com 0 RTAyp,s, resultado mencionado acima, que apresenta a contribui¢ao
de plantas superiores. Este resultado foi observado também em sedimentos superficiais
do lago Huron por Meyers e colaboradores (1980), onde acidos carboxilicos de cadeia
curta indicam a presenga de algas e os HAs sdo majoritariamente de origem terrestre.
Na amostra F1 foram detectados compostos biomarcadores do tipo hopanoides
(triterpenos), que foram identificados a partir do seu pico caracteristico m/z 191 e pela

ordem de eluicdo apresentada no seu fragmentograma m/z 191 (Figura 5.6)(Wang et al,

1994b).
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Figura 5.6 - Distribuicao dos triterpenos (fragmentograma m/z 191) na amostra
BL, o qual é caracteristico de hopandides. Os nimeros grafados sobre os picos sio
referentes a Tabela 5.5.

A presenga de compostos da série de hopandides 17a(H), 21B(H) e 17B(H),
21o(H), em sedimentos recentes pode ser um indicativo de contaminagdo por
combustivel fossil. A confirmagdo deste tipo de contaminagao ¢é reforgada pela presenca

dos epimeros 22S e 22R dos hopandides com 31 a 35 atomos de carbono (Madureira,
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1994 ¢ suas ref.). Os resultados apresentados para a amostra BL levam a evidéncia da

contaminagdo por combustivel fossil, pois a identificagdo dos hopandides entre 28 e 35

atomos de carbono foi comprovada. O espectro de massas de um dos hopandides, o

170(H),21B(H)-30-norhopano, pode ser visto na Figura 5 do apéndice.

Tabela 5.5 - Biomarcadores do tipo hopandide identificados na fracao F1, Baia

da Babitonga, Lagoa do Saguacu (BL)

pico composto formula | MM
1 17a(H),21B(H)-30-norhopano CyHso | 398
2 170(H),21B(H)-30-hopano CioHsy | 412
3 17B(H),21a(H)-30-hopano CsoHsy | 412
4 22S-170(H),21B(H)-30-homohopano CsiHsq | 426
5 22R-17a(H),21B(H)-30-homohopano CsiHsq | 426
6 22S-170(H),21B(H)-30,31-bishomohopano CsoHse | 440
7 22R-170(H),21B(H)-30,31-bishomohopano CsoHse | 440
8 22S-17a(H),21B(H)-30,31,32-trishomohopano CssHss | 454
9 22R-170u(H),21B(H)-30,31,32-trishomohopano CssHsg | 454
10 22S170u(H),21B(H)-30,31,32,33-tetraquis-homohopano CssHeo | 468
11 22R-170u(H),21B(H)-30,31,32,33-tetraquis-homohopano CsqHeo | 468
12 | 22S-17a(H),21B(H)-30,31,32,33,34-pentaquis-homohopano | CssHey | 482
13 | 22R-17a(H),21B(H)-30,31,32,33,34-pentaquis-homohopano | CssHey | 482

ii) Fracdo F2

eluente: DCM;

volume utilizado: 20 mL.
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Na segunda fragdo, definida como a fracdo dos policiclicos aromaticos, os
aldeidos foram identificados como componentes majoritarios. A identificacdo desse
grupo foi feita a partir da comparagdo dos espectros obtidos com os encontrados na
literatura. A identificagdo singular dos aldeidos nao foi possivel devido a falta de
padroes, e da nao detecgdo do ion molecular destes, isto devido aos ruidos naturais do
aparelho, ou ainda a complexidade da matriz ambiental. A preseng¢a dos aldeidos ¢
justificavel uma vez que este ¢ um intermediario na sintese dos alcoois a partir dos
acidos carboxilicos originados nos tecidos epicuticulares de plantas superiores, ver
se¢do 1.4 da introdugao.

A presenga de outros compostos como os ftalatos também foi observada nesta
fragdo, a origem destes ainda ¢ duvidosa, uma vez que podem ser contaminantes do
meio ambiente com origem em plastificantes, ou originarios do proprio processo de
analise, através do contato acidental com substancias plastificantes como as tampas dos
tubos de ensaios ou no rota vaporizador.

A identificagdo dos HPAs foi realizada a partir de seus ions moleculares (M").
Na amostra BL verificou-se os seguintes compostos aromaticos: naftaleno (NAF) e seus
homologos alquilados mono e di e tri; dibenzotiofeno (DBT) e seus homdlogos mono e
di-alquilados; fentantreno (FEN) e seus homoélogos alquilados; fluoreno (FLU) e seus
homologos alquilados (Figura 5.7a e b). Foram identificados também compostos como
0 antraceno, o pireno, o fluoretano, o bifenil ¢ o 3-metil bifenil. A regido do
cromatograma onde os HPAs foram detectados e os espectros de massas de alguns

destes podem serem vistos nas Figuras 6, 7, 8 ¢ 9 do apéndice.
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Figura 5.7 - Fragmentogramas com os homologos alquilados do NAF e FEN,
encontrados na amostra BL. A identificacido foi realizada a partir dos seus ions
moleculares (M), onde os niimeros 0, 1, 2 e 3 indicam o niimero de metilas ligadas

aos HPAs.
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Figura 5.8 - Fragmentogramas com os homodlogos alquilados do FLU e DBT,
encontrados na amostra BL. A identificacido foi realizada a partir dos seus ions
moleculares (M"), onde os niimeros 0, 1 e 2 indicam o niimero de metilas ligadas
aos HPAs.

A distribui¢do dos HPAs nos sedimentos superficiais da Lagoa do Saguagu ¢ um
forte indicativo da contaminacdo por combustiveis fosseis, como petroleo e seus
derivados. Entretanto a origem dos HPAs em sedimentos recentes também pode ser
atribuida a combustido incompleta da matéria orginica, como madeira e combustiveis

fosseis. Os HPAs espalharam-se pelo mundo apds a revolucdo industrial e em
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conseqiiéncia disso estes podem demonstrar a influéncia antropogénica no meio
(Killops & Killops, 1993). Um estudo realizado em amostras de sedimentos da lagoa de
Veneza, Italia procurou distinguir os HPAs originarios da combustido biogénica e, ou
antropogénica dos provenientes de outras fontes, sendo que a predominancia dos
homoélogos ndo substituidos pode sugerir a combustdo como fonte predominante
(Pavoni et al, 1987). Portanto a identificagdo dos homdlogos alquilados no sedimento

superficial da Lagoa do Saguacgu indica a contaminac¢ao por combustivel fossil.

iii) Fracdo F3
eluente: acetato de etila/metanol (3:1)
volume utilizado: 20 mL.

O estudo da terceira fragao neste trabalho teve como primicia basica, a extensao
do método descrito para as andlises dos HAs e HPAs, e a sua possivel aplicagdo em
trabalhos futuros. Como visto anteriormente, no estudo dos lipidios totais, a
visualizacdo mais detalhada das amostras ambientais pode apresentar-se como um
problema na avaliagdo da matéria organica, principalmente nas analises de compostos
em concentracdo menores. Com o intuito de separar os compostos hidroxilados como
alcoois e esterdis dos acidos e dos hidrocarbonetos (F1), aldeidos, ésteres e HPAs (F2),
realizou-se a eluicao dessa terceira fragdo. A Figura 5.8 mostra do cromatograma com a
eluicdo desses compostos, podendo-se visualizar a presenga tanto dos dlcoois como dos

esterois e estanois detectados.
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Figura 5.9 - Ampliacdo do cromatograma da Fracdo F3, amostra BL. Tempo de
retencio entre 34 e 47 min. Condicdes cromatograficas conforme descrito na
Tabela 4.4. Esta faixa do cromatograma apresenta os alcoois (OH) entre 24 e 32
atomos de carbono, e alguns esterois, nomeados na Tabela 5.6.

Na fragdo F3 detectou-se, além dos alcoois entre 15 e 32 atomos de carbono e
esterois, a presenga dos derivados fendlicos da lignina, como o p-hidroxifenil-metanol
(Figura 10, apéndice) discutidos previamente na secao 5.3.2. Os esterois identificados
nessa fracdo ndo foram identificados no extrato total da Lagoa do Saguagu, isto
provavelmente devido a sua baixa concentragdo. Mesmo nessa fragdo os esterois e, ou
estanois apareceram coeluidos com os alcoois 27, 28, 29, e 30.

O que se pode afirmar a respeito destes esterdis ou estanois identificados nesta
fragdo ¢ a certeza de sua eluigdo na fracdo F3. A caracterizagdo destes compostos €

dificultada devido ao problema da coeluicdo com os alcoois, o que interfere na
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seguranca de sua identificagdo. Comparando dados oferecidos pela literatura (Walker et
al, 1982; Smith et al, 1983), com os espectros encontrados para os compostos
identificados no cromatograma acima pode-se verificar os resultados apresentados na
Tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Esteroéis identificados na fracdo F3, amostra baia da Babitonga,

Lagoa do Saguacu (BL)

Esterol MW Fragmentos caracteristicos”
E(1) 5-B-colestano-3(3-ol (coprostanol) 460 371,355, 215
E(2) 5-colesteno-3[3-ol (colesterol) 458 458(M"), 368, 353, 329, 129
E(3) 24-etil-5-B-colestano-3[3-ol 488 431, 398, 385, 215
E(4) 24-etil-5-colesteno-3[3-ol 486 486(M"), 471, 396, 357, 357, 129

a: Fragmentos caracteristicos desses ester6is silanizados.

Em muitos ambientes aquaticos, incluindo sedimento e coluna da agua, a
constatagdo de esterdis ¢ evidenciada, tendo como os mais comuns o colesterol ¢ seus
derivados como o B-sitosterol, o campesterol ¢ o estigmasterol, originarios de plantas
superiores, onde o coprostanol ndo ¢ identificado. A presenca do coprostanol no meio
ambiente foi evidenciada por Loehr e Higgins em efluentes domésticos, e
subseqiientemente por outros pesquisadores em aguas contaminadas (Walker ef al, 1982
e suas ref.). O uso do coprostanol como bioindicador de polui¢do fecal tem sido
extensivamente estudado (Walker et al, 1982). A identificacio deste composto, o
coprostanol (Figura 11, apéndice) na Baia da Babitonga, mais especificamente na Lagoa
do Saguagu, pode ser um forte indicativo da contaminagdo fecal destas aguas. Isto ndo
seria nada espantoso uma vez que a lagoa recebe diariamente uma grande quantidade de

efluentes domésticos.
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6. CONCLUSAO

O fracionamento dos padrdes HAs e HPAs em uma micro coluna cromatografica
de vidro, com adsorventes silica ¢ alumina (1:1), mostrou-se eficiente para os HPAs de
igual e superior a trés anéis aromaticos, pois a eluicdo do naftaleno e seus derivados
(observados na analise do 6leo diesel) foi evidenciada na fragdo F1 (eluente hexano) e

na fracao F2 (eluente DCM).

No fracionamento dos padroes estudados obteve-se uma separacdo quantitativa
dos padrdes C,; e PIR, ja que estes, assim como os compostos utilizados como padrdes
internos (Cys para a fragao F1 e Cri para a F2) foram identificados em suas respectivas
fragoes (F1 - HAs e F2 - HPAs). A recuperagao dos padrdes C,; e PIR no fracionamento
foi de 94,9 e 82,0 %, respectivamente. Faz-se uma ressalva para o caso do naftaleno,
este além de ser identificado em ambas fracdes F1 e F2, apresentou uma baixa
recuperagdao em relagdo aos demais, 20 % (somente na etapa de fracionamento). A sua
baixa recuperacao deve-se as etapas de concentragdo. Portanto, essas etapas devem ser
realizados com extremo cuidado. Por exemplo, o banho do rota vaporizador nao deve

ser aquecido e o fluxo de nitrogénio deve ser o mais brando possivel.

Na avaliacdo total do método proposto para o fracionamento das amostras,
observou-se uma perda gradativa ao longo do processo, este que contava com trés
etapas distintas (liofilizacdo, extragdo e fracionamento). Sendo os valores de
recuperagao final (LEF) para os padroes C,;, NAF e PIR iguais a 68,7, 3,5 ¢ 59,1 %,

respectivamente.
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A perda dos compostos em cada etapa ¢ distinta para cada composto: observa-se
por exemplo, que a perda maior para o C;; € na etapa de extragdo (15,2 %), para o PIR
existe uma equidade na perda entre as etapas de extracdo e fracionamento (= 20 %), ja

para o NAF a etapa determinante ¢ a da liofilizagdo, no qual a perda foi de 80,4 %.

Os biomarcadores presentes nos sedimentos dos locais estudados mostram tanta
a influéncia aquatica como terrestre. Os IPCs para os acidos carboxilicos (em todos os
locais) mostram a contribui¢do da matéria organica de origem terrestre (valores todos
acima de 4,0). O mesmo ocorre para os IPCs dos hidrocarbonetos, com excecdo da
Lagoa do Saguacu, onde a baixo valor (2,8), quando comparado com os demais, aponta
para uma contaminacdo por combustivel fossil. J4 os RTAs para os dcidos mostram uma

contribuicdo predominantemente aquatica.

O tratamento prévio da amostra (fracionamento) antes da anélise por CG-EM foi
util para a diminuicdo de interferéncias como efeito de matriz, além do que o
fracionamento do extrato total mostrou-se imprescindivel para a andlise dos
biomarcadores em menor concentragdo, uma vez que a identificacdo desses

componentes ¢ dificultada pela presenca dos acidos carboxilicos.

Na amostra fracionada (Lagoa do Saguacu - BL) identificou-se os biomarcadores
do tipo hopanoides na fragdo F1 e os compostos HPAs na fracdo F2, indicando assim
uma contaminagdo por combustivel fossil. Nos demais pontos de coleta estas

caracteristicas ndo foram verificadas nos extratos totais.
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Com respeito a contaminagdo por efluentes doméstico, esta ¢ sugerida na
amostra da Lagoa do Saguacgu devido a presenga do bioindicador fecal coprostanol na
fragdo F3, entretanto, a sua confirmagdo requer um estudo aprofundado, como por
exemplo a determinacdo das razdes So:5B - estandis proposta por Grimalt e
colaboradores. Quanto aos demais ponto nada se pode afirmar conclusivamente uma vez

que o fracionamento nao foi realizado.
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