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RESUMO

Os bastfes de luz quimica sé@o dispositivos usapssta comercial para atrair peixes, por meio
da técnica conhecida como espinhel de superfigss®&$ dispositivos, a luz € produzida por uma
reacao de quimiluminescéncia, que ocorre quandormteldos dos compartimentos se misturam,
por quebra da ampola de vidro interna. Apesar daensessivo e indevido destes dispositivos, 0s
riscos de contaminacdo ao ambiente costeiro aidaa foram devidamente pesquisados e
avaliados. Por exemplo, existem registros de mai®.800 bastbes terem sido recolhidos em
2004 nos 172 km de praias da Costa dos Coqueird@ahe. Este trabalho teve por objetivo
identificar, por cromatografia a gas acoplada &espmetria de massas (GC-MS), as principais
substancias presentes na fracdo soluvel em agmaaddFSA) do conteldo de bastbes de luz
comercializados e descartados na costa da Balsan ammo avaliar os efeitos do tempo,
temperatura e exposicado a luz solar na estabilidadesuas FSA& os seus possiveis efeitos
ambientais adversos por meio de testes de toxieidadcurta duracdo com embrides da ostra
Crassostrea rhizophoraeBastbes novos foram adquiridos em lojas de atide pesca de
Salvador, BA. Além destes, dispositivos descartddeam coletados em praias da Costa dos
Coqueiros, na Bahia. O conteudo dos bastfes foiddilna propor¢cdo 1/9 em agua esterilizada
com salinidade 28 e mantido durante 20 horas sifcag, obtendo-se assim a FSA. Dentre os
métodos de extracdo testados e otimizados ldedelspaceacoplado com a anélise por GC-MS
foi 0 mais eficiente permitindo a identificagdo dezenove substancias. A identificacdo dos
compostos foi realizada através da comparacao we espectros de massas aos existentes na
biblioteca eletronica NIST 147. Quanto ao dimetdldto (DMP) e dibutil ftalato (DBP),
compostos predominantes no conteddo dos bastbeaseF8A, foram identificados por
comparacgdo a padrées. Os valores de concentragticaeflas FSA que causam alteracdes em
50% dos organismos (Gdt foram obtidos pelo métoddrimmed Spearman-KarberNo
conteudo da ampola interna, além do DBP predomeénaat composi¢do, foram identificados
outros ésteres de &cido ftalico, registrando-sebéam o acido 3,5,6-triclorosalicilico,
1[3H]Isobenzofuranona e 2,4,6-triclorofenol. Naugdlo que circunda a ampola, além do DMP,
foi possivel identificar o 2-etil nitrofenilacetatAs FSA testadas demonstraram alta toxicidade.
Para os bastdes novos, asgy&édia foi de 0,35+0,06% e mesmo para FSA prepama@astir de
bastbes apdés um ano de sua ativacdo, a toxicidgad®usteve alta, com Ggigual a0,65%. As
FSA, tanto do conteldo que circunda a ampola, conde dentro da ampola, demonstraram
persisténcia na toxicidade apos seis meses, amadenCky = 0,54% e Ck = 1,45%,
respectivamente. Apesar dos testes isolados coPbédo DMP, compostos predominantes no
contetdo dos bastdes, terem também demonstrado ®feico, as demais substancias presentes
nos bastdes potencializaram a sua toxicidadeersisténcia no ambiente. Estudos adicionais
demonstraram que alteracdes de temperatura e edpasd sol num periodo de seis meses nao
causaram mudancas significativas na toxicidade=&#s Os resultados deste trabalho apontam
para a importancia de se estudar com maior detatemposicdo dos bastbes de luz e os seus
efeitos toxicos sobre organismos, ja que demomstrafeitos toxicos nos testes realizados no
laboratorio, tendo as substancias contidas nodmsapresentado elevada persisténcia no
ambiente.

Palavras-chave Bastfes de luz quimica. Composicao. Toxicid@dassostrea rhizophorae.



ABSTRACT

Lightsticks are artifacts used in commercial fighin order to attract fishes by means of the
techniqgue known as surface longline gear. In thimseaces, light is produced by means of a
chemiluminiscent reaction, which occurs when theteots of the compartments are mixed, as a
result of the breaking of the internal glass ameolr spite of the excessive and improper use of
these devices, the contamination risks of the ebastvironment have not been yet properly
investigated and evaluated. For example, thererecerds of more than 5,500 lightsticks
collected in 2004 over 172 km of beaches in Cds&Coqueiros in the State of Bahia, Brazil.
Thus this study is aimed at identifying, by mearisgas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS), the principal substances gmiesin the content of lightsticks
commercialized and discarded over the coast ofStia¢e of Bahia, as well as evaluating the
effects of time, temperature and sunlight expasita the stability of the water-soluble-fractions
(WSF) and its possible environmental adverse effects bgma of a set of short term toxicity
tests usingCrassostrea rhizophoraeyster embryos. New lightsticks were acquired raips
commercializing fishing articles in the city of 8atlor, State of Bahia, Brazil. Besides these new
ones, discarded artifacts have also been colleatethe Costa dos Coqueiros beaches. The
lightsticks content was diluted in the proportidnlé® in sterilized water with salinity of 28 and
was maintainedinder agitation during 20 hours, thus obtaining\W@F. Among the extraction
methods tested and optimized, the most efficierst tha Headspace together with the analysis by
GC-MS, making possible the identification of niregtesubstances. The identification of the
compounds was carried out by means of comparisaimesf mass specters with those of the
electronic library NIST 147, as for dimetil phthi@la(DMP) and dibutil phthalate (DBP),
predominant compounds in the lightsticks conterwt ianthe WSF, these have been identified by
pattern comparison. The values of the WSF effeattwgcentration that cause alterations in 50%
of organismgEGCsg), were obtained by th&rimmed Spearman-Karbenethod. In the content of
internal ampoule, besides the DRRedominant in its composition, other phthalic aegters
were identified, registering also 3,5,6 trichlodasdic acid, 1[3H]-isobenzofuranone and phenol,
2,4,6 - trichloro.In the solution that surrounds the ampoule, besidesDMP was possible to
identify the ethyl 2-nitrophenylacetafehe WSF tested have demonstrated a high toxicgyfoA

the new lightsticks, the Egmean (average) was 0.35% and the same thing ioatbe of WSF
prepared out of the lightsticks after one yeartefactivation, showing that the toxicity was
maintained high, with E& equal to 0.65%. The WSF, with reference to thentext that
surrounds the ampoule as well as the content insideampoule, have demonstrated toxicity
persistence after six months, showings&E@f 0.54% and E§; of 1.45%, respectively. In spite of
the fact that isolated tests with the DBP and tMPPD- which are predominant compounds in the
lightsticks content- have shown toxeffect, the other substances present in the lighsst
increased its toxicity and persistence in the emvirent. Moroever, additional studies have
demonstrated that alterations in temperature apdsitton to the sun during the period of six
months have not caused significant changes in t8€ Wixicity. The results of this study indicate
the importance of further and more detailed ingagion of the composition of lightsticks and
their toxic effects on aquatic organisms, consitgthe toxic effects in the tests carried out | th
laboratory and the high persistence of lightstighkstances in the environment.

Keywords: Lightsticks. Composition. ToxicityCrassostrea rhizophorae
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1. INTRODUCAO

1.1- Cenario da pesquisa

J& que os sistemas aquaticos naturais sdo alerirsamicos ocorrem modificacbes
continuas na sua composi¢do quimica. As aguas maarigdo constituidas principalmente por
ions cloreto, sddio, célcio, potassio, magnésiolfate, os quais sdo denominados componentes
conservativos. Eles constituem aproximadamente @8%nmassa total de solidos dissolvidos na
agua do mar, sendo que os ions cloreto e sédionmdem sozinhos por aproximadamente 86%
(Lombardi e Fernandez, 2008). Além dos componetteservativos (metais pesados e varios
pesticidas), as aguas também sdo constituidas groponentes ndo conservativos, como 0
oxigénio e didéxido de carbono, gases mais abunglarde dguas doces e marinhas; nutrientes
como fosfato e nitrato; compostos orgéanicos disgdoss como aminoacidos e substancias
hamicas; elementos tracos como cobre, zinco, fenagriais particulados como areia, argila,
tecidos néo vivos e excretas (Lombardi & Fernangé@8, Costat al, 2008; Ranckt al., 1995;
Marques Junioet al, 2002).

Embora os habitats marinhos, costeiros e estuasef@n altamente produtivos e suportem
ecossistemas complexos, em geral, também estacstegpao perigo de deterioracdo e de
contaminacdo, devido as atividades humanas e dtanet®uimpacto de suas agbes (Zann &
Kailola, 1995). Estes ecossistemas aquaticos s&itt@m em receptaculos temporarios ou finais
de uma grande variedade e quantidade de polueB&ssp, 1990). Os corpos d'agua sao 0s
recipientes naturais da maioria das substanciasaggeradas pelas atividades humanas. Mesmo
com todos os mecanismos fisicos, quimicos e bioddgique esses sistemas possuem para
assimila-las, quando essas substancias atingens atiena da capacidade assimilativa do corpo
receptor, podem acarretar alteragdes bioquimicagleculares, afetar as respostas fisiologicas e/
ou 0 comportamento dos organismos presentes rastBentes

A poluicdo ocorre como a entrada direta ou indid# elementos ou energia dentro do
ambiente marinho, resultando em efeitos negati®osjo, comprometimento na qualidade da
agua e consequentemente diminuicdo das espécigdhatou da saude humana (Kennish, 1997
Clark, 1992). A contaminacdo ambiental por agegtésiicos tem ocorrido de forma intencional

ou acidental, principalmente a partir de fontes maburais. A contaminacdo refere-se a
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concentracdo de algum elemento introduzido na gmaendo ser acumulado no sedimento ou
em organismos, apresentando teores acima dos qumealnmente sdo encontrados nestes
compartimentos. Dependendo do tipo de contamindatesua propriedade fisico-quimica e das
condi¢cbes do meio, 0 mesmo pode manter-se em sahacagua, ser adsorvido no sedimento ou
ser absorvido pelos organismos (Harding, 1992; @iaap et al.,, 1982). Os agentes
contaminantes que alteram o equilibrio natural deiommarinho sdo os metais pesados,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, compostganoclorados, radiatividade, contaminacao
térmica, residuos solidos, etc. Da mesma maneea/giacdes nas condicbes ambientais afetam
a disponibilidade de agentes quimicos na &gua,zenfatambém nos sedimentos. Assim,
variagoes de temperatura, potencial de éxido-rexjugateria organica dissolvida, concentracao
de outros produtos quimicos como nutrientes, emiteos podem atuar direta ou indiretamente
sobre a toxicidade dos contaminantes presentesibiemte.

Atualmente, o lixo deixou de ser apenas um problsar@tario em zonas urbanas e
tornou-se uma das principais fontes de contamisaste ecossistemas marinhos, inclusive em
areas nado urbanizadas (Santos et al.; 2008; Kent®87). Qualquer residuo solido de origem
antropogénica que de alguma maneira tenha sidodiutido no ambiente marinho é definido
como lixo marinho (Coe & Rogers, 1997). Estado isabivariedades de rejeitos de atividades
antrépicas, como plasticos (ex: nailon, garrafdsgaeos plasticos, etc), residuos de dragagens e
particulas em geral. Elevadas densidades de masflatuantes tem sido encontradas nos
oceanos desde a década de 1970 (Carpenter & SHif2). Desde entdo, o lixo tem sido
reconhecido como uma das principais formas de g@dumarinha, podendo afetar a respiracao
dos organismos marinhos pelo bloqueio das viasraé§pas e pela diminuicdo da atividade
fotossintética do fitoplancton, devido a reducaopéaetracdo da luz na coluna d’agua; pode
prejudicar o desenvolvimento dos organismos torodrsd mais vuneraveis ao estresse e as
doencas, causando mudancas no comportamento,noeesai reduzido, reducdo no potencial
reprodutivo, reducao na tolerancia a enfermidaéies,Juntamente com outros poluentes, como
petréleo, metais pesados e excesso de nutrienlige, marinho tem ameacado a saude humana e
o equilibrio ambiental de diversas formas (Sant@d, 2005).

O efeito do lixo marinho atinge principalmentedasas costeiras, que em escala mundial
exibem densidade demogréafica bem superior as ten@soranas. O estado da Bahia possui 0

mais extenso litoral do Brasil, com aproximadamehi®0 km (BRASIL, 2004). A Zona
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Costeira Brasileira de 8.500 km inclui diferentesssistemas de alto interesse ecoldégico como
recifes de corais e manguesais (BRASIL, 1996),ada@reocupacdo quanto a manutencdo do
equilibrio nesta regido. Atualmente, cerca de 5@papulacdo mundial vive préxima a regiao
litordnea, com conjecturas de que este numercese phra 75% até o ano de 2020 (Charlier &
Bologa, 2003). Por outro lado, 90% de toda a pr@aduparinha (8 milhdes e 5 milhGes de
toneladas métricas oriundas da pesca e mariculespectivamente) advém de areas costeiras,
sobretudo das zonas tropical e subtropical (ProéspeNascimento, 2008). No Brasil, as
atividades econdmicas costeiras sao responsaveisepta de 70% do produto interno bruto
(PIB) nacional, principalmente devido a existémggportos nos quais é realizada grande parte da
atividade econdmica exportadora brasileira (Frei¥4). As areas costeiras sdo também
essenciais a vida marinha e a manutencdo da bisiigde, proporcionando locais de
reproducéo, desenvolvimento e crescimento paramagpéecies (Prosperi & Nascimento, 2008).
Em decorréncia da poluicdo nos ambientes costeitwmgem prejuizos sécio-econdmicos, como
aumento de doencas na populacdo (Milaré & Mag®2}),9diminuicdo da balneabilidade das
praias, desvalorizacdo imobiliaria, contaminacdopdecado, entre outros (Lamparelli et al.,
2001; Bonetti, 2000).

A degradacdo da qualidade ambiental dos ecossistanuaticos vem acontecendo de
forma intensa e global, sobretudo em ambientesamstis e proximos ao litoral, onde estéo
sujeitos a eventos de contaminagdo severa deviduiaseras atividades antropicas que geram
efluentes e residuos com alto grau de toxicidades &mbientes costeiros o decréscimo nas
concentracdes de contaminantes pela difusdo edsc@orrentes é mais dificil que em oceano
aberto, especialmente em ambientes de baixa ereengia 0s estuarios e manguezais (Bicego et
al., 2008). Uma vez lancado no ambiente aquatiococomposto xenobidtico tem distribuicéo
complexa, determinada pela dinamica dos processparticdo entre a fase aquosa, o sedimento
e biota (Buratini & Brandelli, 2008).

1.2- Caracteristicas fisico-quimicas dos contan@sa@ influéncia do ambiente
A vulnerabilidade do ambiente aquético as sub&arguimicas depende: da localizagc&o

do ecossistema em relacdo ao sitio de langcamentordaminantes, das propriedades fisicas e

guimicas dos contaminantes e dos produtos resestatd@ sua transformacéo; da concentragcéo
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dos contaminantes no ecossistema; da duracaoigoddet descarga dos contaminantes (descarga
intermitente ou continua); da resiliéncia do eatesia que Ihe permite resistir as alteracdes
resultantes da presenca dos contaminantes, corapagidade tamponante da dgua do mar e a
concentracdo de matéria organica nela dissolvidadqret al, 1995). Cada um dos ecossistemas
aguaticos se constituem em produto dindmico deaicdes complexas entre componentes vivos

€ nao-vivos com caracteristicas que podem sofmémgiges no tempo e no espaco (Lombardi e

Fernandez, 2008).

O efeito toxico no ambiente marinho depende daacteristicas fisicas e quimicas do
produto (solubilidade em &gua, persisténcia, lipidiade, densidade, viscosidade, etc) e do
ambiente (grau de exposi¢cdo do ambiente as onpasld substrato, amplitude das marés), como
também das caracteristicas biolégicas da propriaun@ade atingida (Lopes et al, 1994,
Milanelli, 1994). A estabilidade dos compostos prees na dgua do mar pode ser influenciada
por outras condigcbes ambientais (e.g., pH, sald@daemperatura, pressdo). Tais compostos
podem permanecer na superficie da agua, na colagaad dissolvidos ou em forma particulada,
ou precipitados e acumulados nos sedimentos maroidéundo.

A disponibilidade dos compostos quimicos em um mesta governada por suas
propriedades fisico-quimicas, sua concentragdo respa reatividade quimica, que também
determina a facilidade para que se acumulem e @xeefeitos tOxicos nos organismos. A
biodisponibilidade ou disponibilidade de um compogtiimico para o organismo pode ser
definida como a fragdo que atinge o organismo calssaele alguma reacéo adversa (Lombardi
& Fernandez, 2008)Os processos de transformacdo e degradacdo comeaporacao,
emulsificacdo, dispersao, dissolucdo, sedimentdgdmlise, fotooxidacdo e biodegradacdo séo
extremamente importantes na definicdo da formamg®cto do contaminante em comunidades
afetadas (Milanelli, 1994).

A dissolugéo € a principal rota pela qual varidssgincias entram nos corpos d’agua. A
solubilidade em &gua é uma propriedade extremamanportante, por influenciar na
biodisponibilidade potencial da substancia, intantéo na toxicidade aquatica, na biodegradacao
e bioacumulagéo. Deste modo, € um fator determenamtcontrole da distribuicdo de produtos
guimicos no ambiente. Os xenobidticos organicomabnente encontrados nos sedimentos dos
ecossistemas aquaticos sdo compostos de baixdliseldd na adgua e baixa pressdo de vapor,

apresentam como caracteristica comum a baixa idgdizy no ambiente e alta hidrofobicidade, o
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gue lhes confere altos tempos de residéncia nosneetbs (Mozeto & Zagatto, 2008)
Contaminantes com as caracteristicas supra cjtagaslem a se adsorver nos materiais
particulados e nos sedimentos (Kruijf, 1988), angde dos metais pesados, pesticidas e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos que podenadsorver nos sedimentos e, em seguida,
podem ser transferidos para os organismos queahatgstes ambientes (Baird, 2002). Os
contaminantes organicos com baixa solubilidade gma,dmas com alta pressao de vapor, como
benzeno e diclorometano, tendem a volatilizar (Adne1996; Kruijf, 1988). Quanto maior a
massa molecular dos compostos organicos, menossaraolubilidade em agua, a ndo ser que
existam grupos polares nas moléculas, tais comdiid ou amino, ou se esses compostos
forem ibnicos (Mozeto & Zagatto, 2008). Em se tndta de contaminantes organicos, grupos
polares como hidroxilas, aminas e carboxilas auamergua solubilidade em agua e fazem com
gue eles sejam volatilizados mais lentamente (Kri§88). Na agua, os compostos com menor
massa molecular causam mais danos devido a maiobilstade e, portanto, maior
disponibilidade (Bicego et al., 2008). Os hidrocatos de baixa massa molecular apresentam
maior efeito toxico agudo, principalmente devidesua elevada solubilidade e consequente
biodisponibilidade (GESAMP, 1993).

Os contaminantes oleosos podem se apresentar aos \&stados de emulsificacdo
(Bicego et al., 2008). Uma emulsédo é formada pauleodter de 20 a 80% de agua e, a partir
dai, os compostos tendem a ser dissolvidos (Bieegd., 2008). A parte dissolvida representa
uma pequena fracdo do 6leo na agua, que podetagntreser importante por causa de seu efeito
possivelmente toxico no sistema biologico (NRC,2®ernandes, 2001).

Apesar de um elemento/composto estar presente bt sua disponibilidade pode
sofrer variagdes dependendo da forma quimica ensguancontra e das interagdes com outros
componentes presentes na agua. A hidrolise é umghgeimportante porque os produtos
resultantes dela sao tipicamente mais solUveisgera @ menos volateis do que seus precursores.
Um exemplo desse tipo de reacdo é a conversadatesa acidos (Shaw & Chadwick, 1998).

A luz tem importante efeito sobre as alteracfesal#gaminantes que atingem a agua.
Principalmente a radiacdo UV, é capaz de provocguebra de ligacdes quimicas e assim
contribuir significativamente para degradar algurmalstancias. A fotodegradac&o constitui o
modo predominante de degradacdo de muitos composinginando produtos mais

hidrossolUveis, menos volateis e menos assimilayeisa molécula original (Lyman, 1995). As
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reacOes fotoquimicas podem ser responsaveis porvanedade de transformacdes, incluindo
oxidacdo, hidroxilacdo, ciclizacdo e desalogenagéo.reacbes fotoquimicas ocorrem mais
freqlentemente na atmosfera e nas aguas supsrfieiggodem provocar a degradacdo de
compostos téxicos ou, ainda, promover um aumenttoxiaidade de compostos inicialmente
pouco toxicos (Hodgson, 2004). Por exemplo, a fdtagdo afeta os hidrocarbonetos
arométicos contidos no 6leo bruto e os converteesp€cies polares, aumentando assim sua
suscetibilidade a biodegradac¢ao (Dutta & Haray&0a0).

Os mecanismos de fotolise, por substancias natw@iso a agua, tanto podem ser por
absorcéo direta de radiacdo UV pelo composto goinoig pela absor¢do da radiacdo UV com a
formacéo de espécies ativas, como o oxigénio se@hpresenta todos elétrons emparelhados o
gue corresponde ao estado excitado) ou radicaisd@dio (Staples et al, 1997).

Poluentes organicos e lixo podem ser mineralizguela acdo de potentes agentes
oxidantes, como o perdxido de hidrogénio, que ézxape se decompor para produzir um
poderoso intermediario oxidante, o radical hidrxibanez, 2005). Considerando os poluentes
organicos na atmosfera, as reacdes com radicarexiia sdo geralmente o processo mais
importante de fotodegradacao (Kelly et al, 1994imdon et al, 1988).

Dentre os principais aspectos da poluicdo marimestaca-se a contaminacdo por
residuos solidos (Windom, 1992), dentre os quaisnskiem os bastdes de luz quimica
(lightsticks) alvo deste estudo, cujos riscos detrimentaisnalbiemte costeiro ainda nado foram

devidamente avaliados.

1.3- Bastdes de luz quimica

1.3.1- Caracteristicas, ocorréncia e uso dos bastde

Os bastbes de luz quimica, também conhecidos clightsticks, sdo sinalizadores
luminosos usados pelas embarcacgfes, que buscaptumacdo espadarteXiphias gladiu e
algumas espécies de atuihgnnus albacareg hunnus atlanticys Estes bastdes luminosos séo
presos as linhas secundarias, acompanhando cadaogamm o objetivo de atrair os peixes
aumentando assim a eficiéncia das iscas na pesespael (Haziret al, 2005). Estes tipos de
atratores sao utilizados em grandes quantidadepesaa comercial, por meio da técnica

conhecida como espinhel de superficie ou pelagiégufa 1), que consiste de uma linha



25

principal de poliamida monofilamento com quilébmstoe extensdo, podendo chegar a 80km, na
qual sdo presos 800 a 1.200 anzois iscados emslisbeundarias com grampos de metal
(“snaps”). Numa recente andlise deste tipo de pi@spara captura do espadarte revelou-se que a
média do comprimento da linha era 74,5km, contéftibanzodis em linhas secundéarias usando
397 bastdes de luz quimica em uma profundidadeantirlb4 metros (Bigelow et al, 2006). Por
outro lado, a quantidade de sinalizadarglizada pode ser ainda maior, considerando quenHa

et al. (2005) relatam que na pesca do espadarte gera@ms@ntusados 3 sinalizadopes anzol.

Bdia r
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Figura 1- Esquema de espinhel pelagico (Ilvar dpZ905 ).

No Brasil, na regido nordeste (Recife-PE), a @atfido do espinhel de superficie pelos
atuneiros japoneses teve inicio no ano de 1956vgkke et al., 1999; Dallagnolo & Andrade,
2006). Entre 1983 e 1990 embarcac¢fes nacionais@lespo porte comecaram a pescar na regiao
nordeste. Até esse momento 0s principais compaosieake capturas eram atuns e cagdes (Arfelli
& Amorim, 1988). De 1991 a 1997 este tipo de pdscdirecionado para a captura do espadarte
(Dallagnolo & Andrade, 2006). As principais modifgdes feitas para a captura do espadarte
foram a adocdo do nailon monofilamento e de siadtirzes luminosos, segundo o modelo de
pesca americano (Arfelli & Amorim, 2000).

Este estilo de pesca geralmente ocorre a noiteacbnha colocada no final da tarde ou

inicio da noite e recuperada na manha seguinte.di®gositivos de luz quimica sao
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freqientemente perdidos ou descartados no mar, sgyém utilizados. A ONG internacional
Global Garbage descobriu que dois navios “espiiroalejaponeses, autorizados a pescar nas
aguas brasileiras, utilizaram, em apenas cincoensgle pesca do espadarte, 69.300 atratores
luminosos sem se preocupar com o0 descarte destziahdlalento, 2005). Verificou-se que
tartarugas marinhas séo atraidas pela luz emitilias fpoastdes de luz quimica e capturadas
acidentalmente pela pesca com espinhel pelagian{@rtz, 1988). A intensidade do consumo e
a forma de descarte dos bastbes de luz quimicaptémovido o aumento deste residuo no
ambiente costeiro (Bechae al,, 2009; Pinhcet al, 2008; Santogt al, 2005), podendo estar
contribuindo com problemas ainda n&o devidamemtetificados.

Os sinalizadores luminosos sédo constituidos gerdénée tubos plasticos cilindricos e
semi-transparentes, de polietileno ou polipropijezsireitos e selados em ambas extremidades,
com cerca de 150mm de comprimento e 15mm de diar{leigura 2). Apresentam um liquido
oleoso e componentes quimicos dentro de uma angigohddro fino que, quando quebrada,
permite que 0s reagentes se misturem ao liquidosolexterno a ela, gerando uma reacao
guimiluminescente que pode emitir luz por até 4BaddRibeiro & Hans, 2010; Bechara et al,
2009; Ivar do Sul et al, 2009; Stevani & BaadeQ%Pinho et al., 2008; Ermoshkin et al., 2006;
Karukstis & Hecke, 2003). No compartimento extearampola de vidro do bastdo encontram-se
0s ésteres de acido oxalico e o hidrocarbonetadtoente, dissolvidos em um solvente muito
viscoso (Bechara et al, 2009), como o dibutil ftaleelatado por lan Axford (1999). No outro
compartimento, ou seja, dentro da ampola de vabitdo o oxidante (peréxido de hidrogénio) e o
catalisador, substancia que induz ou acelera @oe@Grukstis & Hecke, 2003; Bechara et al,
2009;American Cyanamid CompaniQ87).
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AMPOLA DE VIDRO
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BASTAO de polietileno ou polipropileno contendo:

1) Reagente quimiluminescente (TCPO)
2) Ativador (HPA)
3) Solvente (DBP)

AMPOLA de vidro contendo:

1) Oxidante (Peréxido de hidrogénio)
2) Catalisador (Salicilato de sédio)
3) Solvente (t- butil alcool)

4) Solvente (DMP)

Figura 2- Representacdo de urtébade luz quimicaom seus componentes.

A luz quimica (Figura 3) destes atratores é prathupior uma reacao a partir de um éster
de acido oxalico e o perédxido de hidrogénio, nagmea de um ativador (tipicamente compostos
aromaéticos policondensados com baixos potenciatxidiacao e altos rendimentos quéanticos de
fluorescéncia) que ira variar em funcao da cowdaalser emitida (Albertiat al, 1998). Alguns
dos compostos policiclicos aromaticos que sdo uwsados bastdes de luz quimica
comercializados sdo o 9,10- bis(feniletinil)antraxe(BPEA), 9,10-difenilantraceno (DPA),
1-cloro-9,10-bis(feniletinil)antraceno e rubrengs(31,12 - tetrafenilnaftaleno) para produzir luz
verde, azul, amarela e alaranjada, respectivam@wéeman, 2009; Fardy & Yang, 2008;
Hanhela & Paul, 1981 a,b,c). Na tabela 1 encodra formula quimica e a estrutura de
compostos geralmente citados nas reacdes que wcaos bastdes. Normalmente, o éster de
acido oxalico usado é o oxalato de bis (2-carbadpent— 3,5,6-triclorofenil) (CPPO) ou o

oxalato de bis (2,4,6- triclorofenila) (TCPO), taénb conhecido com@yalume nome dado a
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marca de bastbes de luz quimica mais difundidaluaida pela empresadyanamid Technologies
(USA), pioneira nesta sintese (Albertin et al,89Bhompson & McBee, 1988).

Figura 3- Quimiluminescéncia do bastdo de luz quayrapos ser ativado pela mistura de seus

componentes internos.

Em temperaturas altas a reacdo de quimiluminestéenie a durar menos tempo que em
temperaturas baixas, jA que a intensidade da loindi a medida que os reagentes sao
consumidos (Karukstis & Hecke, 2003). A duracadrgensidade da quimiluminescéncia podem
ser reguladas pela utilizacdo de determinadasa&utbas, tais como um catalisador, que altera a
taxa de reacdo dos hidroperoxidos, e pela varidgadhidroperéxidos, onde tanto o tipo como

sua concentracdo sao criticos para os fins deagdjul
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Tabela 1 - Compostos relatados como constituiraedstdes de luz quimica.

Composto Formula Estrutura*
9,10- bis(feniletinil)antraceno (BPEA) 36818
9-10-difenilantraceno (DPA) fH1s
1-cloro-9,10-bis(feniletinil)antraceno CsoH1/Cl (N o
~O
Rubreno | CaoHa2g ® 8 ®
(5,6,11,12 — tetrafenilnaftaleno) )
A0

Oxalato de bis(2-carbopentiloxi — 3,5,6-

Cl
. . CHy(CHy)sCH;y O~ N
triclorofenil) (CPPO) Ca6H24Cis0g cl oj(lL 5 o
/\OzCHz(CHz):;CHs
Cl

o

(0]

Cl O
Oxalato de bis(2,4,6- triclorofenila) C14H4Ci604 i
(TCPO) {,%; f{o %
Lol I o ]|
Cl
Acido salicilico C,HNaOs O.__OH
OH

Fonte: www.sigmaaldrich.corf2010)
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Figura 4- Sequéncia proposta para a reacado do iperakato (Mohan & Rauhut,1984
apud Thompson e Mcbee, 1988).

Na figura 4, um éster oxalato comooxalato de bis (2,4,6 triclorofenila), represeota
pelo nimero 1, reage com o peroxido de hidrog@di®,) ao qual € misturadgerando um
intermediario de alta energia (IAB, exemplo da 1,2 dioxetanodiona de numero 2, gfre so
clivagem e transfere energia para um composto a@anagivador (ACT), geralmente um
hidrocarboneto aromatico policondensado com baoternzial de oxidagédo e alto rendimento
guantico de fluorescéncia. Segundo Garcia-Camptiéh (2000), o ACT doa um elétron para o
IAE que posteriormente é devolvido. O ACT, tambénhecido como fluoréforo demonstrado
no numero 3 (perileno), passa para seu estadom@zmente excitado singlete que € instavel e,
desta forma, retorna ao estado fundamental, eroitina féton (Stevani & Baader, 1999; Nery &
Baader, 2001; Albertinet al, 1998). Segundo Hofmannet al (2005), a reacdo de

quimiluminescéncia que ocorre nos bastdes de limigaé catalisada pelo salicilato de sadio,



31

gue induz ou acelera a reacao e tipicamente enefeemacdo de intermediarios metaestaveis
ou produtos no estado eletronicamente excitadajta@slo na emisao de luz pela conversao da
energia quimica das substancias em energia lumifdagbodi et al, 2010; Nery & Baader,
2001; Garcia-Camparit al, 2000; Stevani & Baader, 199%ste mecanismo de luz fria foi
descrito por Rauhut (pesquisador Almerican Cyanamid Co.U$Aque o nomeou de “sistema
peréxi-oxalato”, tendo como primeira aplicacdo ipeats bastdes de luz quimi¢atevani &
Baader, 1999; Rauhut, 1969). O sistema peroxi-txaaum dos mais eficientes dentre os que
apresentam reacgfes quimiluminescentes ndo-enzawsatiwostrando rendimento quantico acima
de 50%, podendo chegar a 60% em condi¢des ideigisaGet al, 2009; Stevaret al, 2000).
Usando ativadores comuns como rubreno (RUB), peri(@ER) e 9,10-difenilantraceno
(DPA) a transferéncia de elétrons do ACT para o (KEermediario de alta energia) no passo
inicial de quimiexcitacdo (Bartoloret al, 2010) indica a ocorréncia do mecanismo CIEEL
(Luminescéncia Quimicamente Iniciada por Intercambide Elétron), na reagéo
guimiluminescente do peroxi-oxalato. Por outro |ageentemente foi relatado por Bartoleni
al. (2010) a ocorréncia de um mecanismo CIEEL invérsmsferéncia de elétron do IAE para o
ACT) na etapa de quimiexcitacdo, quando foram usativadores que possuiam substituintes
receptores de elétrons como o 9-cloroantraceno JClAcianoantraceno (CNA), 9,10-

dicloroantraceno (DCLA) e 9,10-dicianoantraceno KA(.

1.3.2- Consideracdes sobre a ocorréncia, composit@dcidade dos bastées de luz quimica
Coletas sisteméticas de lixo marinho, incluindobastdes de luz quimica, vem sendo
realizadas em praias brasileiras, com apoio finemce logistico de organizacbes nao
governamentais (ONGs) como a Global Garbage (wwabarbage.org), Associacdo dos
Capitaes da Areia kighthouse FoundatiarEm 2001, num trecho de 31 quildbmetros em praias
da Costa dos Coqueiros, Litoral Norte da Bahia,arfor encontrados 1.647 bastbes
(http://globalgarbage.org/). Segundo Ribeiro (20@H17 bastde§/7% cheios e 23% vazios)
foram recolhidos em 2004, nos 172 quildbmetros déapentre Arembepe e Mangue Seco (Costa
dos Coqueiros na Bahia). Em 2007, nos cerca d&@0fla mesma costa do Litoral Norte, foram
coletados cerca de 2.554 bastdes, sendo que @46 estavam abertos, e 63% apresentavam

conteudo de coloracéo laranja (Ribeiro & Hans, 2010
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Além de prejudicar a qualidade estética da praarelgistros de que estes sinalizadores
vém sendo erroneamente utilizados por individuos gaalquer conhecimento acerca de sua
toxicidade, para acender fogueiras, fazer uso camaweiros, lubrificante e bronzeador, aplicar
como solvente para retirada de piche, aplicar caan@dio para dores no corpo, como repelente,
como 6leo massageador, para curar micoses, esealiastées novos sdo usados para obter
efeitos luminosos em festas noturnas, podendo caiss®s a saude ainda ndo esclarecidos
(Bechara et al., 2009; Ivar do Sul, 2005). SeguBelchara et al (2009), as diversas propriedades
benéficas atribuidas aos bastbes de luz quipodem néo ser totalmente absurdas, pois estes
contém derivados clorados do acido salicilico, qagem como os anti-inflamatérios e
analgésicos, além de atuarem como inseticidas as@sil a outros classicos compostos
policlorados téxicos, como PCBs e DDT. Os hidrooadios dissolvidos no solvente oleoso
também podem atuar como fotoreceptores e em ra@spasso, podem agir como elemento de
bronzeamento (Bechara et al., 2009).

O conteudo dos bastdes de luz quimica ndo é pdojgiara ser liberado no ambiente.
Com base nas fichas de dados de seguranSgoea Aldrich(2010), as substancias normalmente
presentes nos bastdes podem causar irritacdo eaneetrato respiratorio, nos olhos, algumas
delas sdo suspeitas de provocar cancer, conside@iao muito toxicas para organismos
aquaticos e/ou como disruptores enddcrinos. A #&aBebpresenta a relagdo dos componentes
geralmente encontrados nos bastdes de luz quirninarcializados e sua fung¢édo na reacdo do
sistema peroxi-oxalato, de acordo com fichas desldd seguranca, patentes e pesquisas.

Embora o conteddo dos bastdes de luz quimica rjaoceasiderado pelos fabricantes
como ambientalmente perigoso em pequenas quargidadeliberado em grande quantidade,
pode ocasionar problemas ambientais e toxicolégw®&do a presenca de contaminantes
marinhos, como o dibutil ftalato e possiveis disotgs endocrinos como o dimetil ftalato. O
dibutil ftalato faz parte da lista das 15 subst@senais perigosas oficialmente publicadas em 28
de outubro de 2008 pelo novo regulamento da CoradeicEuropéia o REACH (Registro,
Avaliacdo, Autorizacdo e RestricAo de Substanciagni@as) por ser carcinogénica, muito
persistente, bioacumulavel e téxica (Burke, 200B).(2-etilhexil) ftalatoDEHP) pode causar
mal formacdo congénita em fetos, desordens repvadutcom relatos de genotoxicidade em

humanos (Kleinsasser et al., 2001, 2000a).
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Tabela 2- Relacdo dos componentes comumente eadostnos bastdes de luz quimica e sua
funcdo na reacao do sistema peroxi-oxalato de acmnh fichas de dados de seguranca, patentes
e pesquisas.

Componentes Funcéo Citacao
Tubo de polietileno Contém os componentes dosZila Technical, Inc. (2005)
bastdes de luz quimica Omniglow Corporation (2003)
Axford I., LFX/40/110 E (1999)
Dimetil ftalato (DMP) Solvente Zila Technical, Inc. (2005)

Pedersen et al. (2003)

American Cyanamid Company, Pat.4,640,193 (1987)
Omniglow Corporation (1997, 2003)

American Cyanamid Company, Pat.3584211 (1971)

Dibutil ftalato (DBP) Solvente Zila Technical, Inc. (2005)
Pedersen et al. (2003)
Axford 1., LFX/40/110 E (1999)
American Cyanamid Company, Pat.4,640,193 (1987)
Nanjing Sinoglow Industrial Co., Ltda(2008)*

Butil benzil ftalato (BBP) Solvente Nanjing Sinogl Industrial Co., Ltda(2008)*
Di (2-etilhexil) ftalato (DEPH) Solvente Nanjingri®iglow Industrial Co., Ltda(2008)*
Dietil ftalato (DEP) Solvente Albertin et al., 1998

Alcool tert-butilico Solvente Zila Technical, In@005)

American Cyanamid Company, Pat.4,640,193 (1987)
Omniglow Corporation (1997, 2003)

Octanol Solvente American Cyanamid Company, Pat.35842171(19

Dietil éter Solvente American Cyanamid Company, 384211 (1971)
Ermoshkin et al., 2006

Acetato de etila Solvente American Cyanamid CompBRay.3584211 (1971)

Peréxido de hidrogénio Oxidante Bartoloni et 01@

Zila Technical, Inc. (2005)

American Cyanamid Company, Pat.4,640,193 (1987)
Omniglow Corporation (1997, 2003)

Wang et al, 2009

American Cyanamid Company, Pat.3584211 (1971)
Albertin et al., 1998

Oxalato de bis (2-carbopentiloxi- Reacao Axford ., LFX/40/110 E (1999)
3,5,6-triclorofenila) (CCPO) de quimiluminescencia  Wang et al, 2009
American Cyanamid Company, Pat.4,640,193 (1987)
Oxalato de bis (2,4,6-triclorofenila) Reacao Bartoloni et al., 2010
(TCPO) de quimiluminescencia  American Cyanamid Company, Pat.3584211 (1971)
Ermoshkin et al., 2006
Bis (2-nitrofenil) oxalato Reacédo American Cyanamid Company, Pat.3584211 (1971)
de quimiluminescencia
Bis  (2,4-dinitrofenil)  oxalato Reacao American Cyanamid Company, Pat.3584211 (1971)
(DNPO) de quimiluminescencia  Ermoshkin et al., 2006
Composto triclorado - Pedersen et al (2003)
5,12-bis(feniletinil)naftacene Ativador Coleman (20
1,3-difenil-isobenzofurano Ativador Albertin et,al998
9,10-Bis(feniletinil)antraceno Ativador Axford ., LFX/40/110 E (1999)

Wang et al, 2009
Albertin et al., 1998

9,10-difenil-antraceno (DPA) Ativador Albertin dt,&998

Salicilato de sddio Catalisador American Cyananudn@any, Pat.4,640,193 (1987)
Wang et al, 2009

5-clorosalicilato de sédio Catalisador American @ymaid Company, Pat.4,640,193 (1987)

Imidazol (IMI-H) Catalisador Bartoloni et al., 2010

Albertin et al., 1998

* |dentificado no liquido viscoso amarelo
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Os problemas associados ao lixo marinho levaraneedo de protocolos internacionais
com o intuito de prevenir os aportes, sendo queis rmportante foi o Protocolo da Convencéo
Internacional para a Prevencédo da Poluicdo por Eabdes de 1978 (conhecida pela sigla
MARPOL). Nessa convengédo, os residuos sélidos faransiderados um dos cinco maiores
problemas referentes a saude dos oceanos (Sargbs208). Devido a auséncia da facilidade
de recepcao de lixo na maioria dos portos, assa@ddlta de fiscalizacdo e multas para navios
“faltosos”, apOs sua utilizacédo estes dispositiveglientemente séo perdidos ou descartados no
oceano ao longo da costa brasileira, podendo gadds pelos ventos e marés até as praias onde
poderdo causar danos ambientais (Santos et alg),200ntrariando assim, o anexo V da
MARPOL 73/78.

Nao apenas centros de pesquisas, mas algumas Qs & Global Garbage estao
tentando viabilizar financeiramente andélises mataldadas do produto. Apesar de varios
estudos do sistema peroxi-oxalato desde a décafl@, dkevido ao seu alto rendimento quéantico
de quimiluminescéncia e ao fato de poder ser usadgrande variedade de aplicacdes analiticas,
seu mecanismo ainda nao foi completamente estat@lgrincipalmente no que diz respeito a
estrutura dos intermediarios de alta energia eaasda excitacdo eletrénica (Stevani & Baader,
1999).

Os ativadores das reacdes que ocorrem dentro dtdebale luz quimica sdo compostos
considerados altamente toxicos pois sdo, na mado& casos, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos como o0 antraceno e seus derivadota Elasse de substancias sofre ativacdo e
conversao metabdlica em agentes toxicos, carcinag@n teratogénicos (Melo, 1999; Solbetg
al., 1987). De modo geral, esses compostos séo fibdl diegradacdo e se acumulam no
ambiente e nos organismos com 0s quais entram etateo

Como resultado da reacéo de quimiluminescénciddst®es de luz quimica é provavel a
producdo de varios intermediarios, e outros conggostomo hidroperdxioxalatos (Milofsky &
Birks, 1991; Chokset al, 1990). Entretanto, ainda ndo ha dados na litexatientifica sobre os
mecanismos de acdo de clorosalicilatos como oglgeraas reac¢fes quimiluminescentes de
bastdes de luz quimica (Bechatal 2009).

Os dispositivos de luz quimica sdo praticamentebidadegradaveis devido ao plastico
utilizado na sua construgéo. Esse fato tem criadblgmas e preocupacdes por envolver 0 uso

de grandes quantidades de sinalizadores que ficgrardos no ambiente, persistindo ao longo de
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décadas ou mais. Uma possivel solucdo para o pnakderia utilizar recipiente e contetudo que
fossem biodegradaveis. Em relacdo ao recipienteéigbossivel, de acordo com a patente de
Cranor Earl CA 2478069 (http://wikipatents.com).a@to ao conteldo, 0 processo é mais
complexo, pois deve ser eficiente na producéo zieskem colocar em risco a saude humana e do
ambiente.

Nos bastdes de luz quimica que apresentam embglagéas trazem informacgdes quanto
a sua nao toxicidade (Figura 5). Entretanto, nbalteo de Pinhet al (2008) o conteudo dos
bastbes se mostrou toxico tanto na sobrevivénciaadplios como no processo de eclosdo dos
cistos deArtemia sp Para os nauplios, o GJ-(concentracdo letal do contaminante que causa
mortalidade em 50% da populacéo exposta) foi d&3iL L e o CEO (menor concentracédo de
efeito observado) de 0,04 mL*LBaseado neste estudo, Pirgtoal. (2008) sugeriram que o
conteudo do bast& potencialmente perigoso para o ambiente marfbiem, € muito instavel
em condi¢bes ambientais, podendo assim acarretaauséncia na sua forma original apos horas
ou dias de exposicdo. Ribeiro e Hans (2010) coremigm o liquido contido nos bastbes
coletados nas praias potencialmente téxico poracaeteitos deletérios no desenvolvimento
embrio larval dos ouricos do ma&chinometra lucunter(CEsp36n = 0,062%) eLitechinus
variegatug(CEsp-24i= 0,0285%).

APRs gégégﬁgééégég.
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Figura 5 —Tipos de bastdes de luz quimica com eagbal encontrados a venda em lojas de

pesca de Salvador-BA.



36

Outro aspecto preocupante € que muitos tipos dédsasle luz quimicastdao sendo
comercializados com composicao diferente dos jhecdos (de patentes e fichas de seguranca
de empresas que comercializam estes bastbesk,qds se tem pouca informacdo. A depender
do fabricante, pode haver diferencas nos composiengcessarios para a reacao de
guimiluminescéncia. A maior parte dos bastdes coialérados nas lojas de pesca em Salvador
(Figura 6) ndo apresentam embalagem, ndo havesdo asnhum tipo de informagcdo quanto a
sua origem; quanto aos que apresentam embalaggurg ), esses sdo vendidos geralmente por
unidades e, além de ndo apresentarem informac@goga sua constituicdo, muitas vezes so
indicam a importadora, ndo sendo possivel ideatifcmarca. Como os bastdes nao apresentam
nenhum tipo de identificacdo, fica dificil respdnifiaar o fabricante se houver algum tipo de
dano ambiental ou a saide humana.

Figura 6- Tipos de dispositivos dedwimica vendidos em Salvador-BA.

1.4- Caracteristicas e efeitos registrados dogipars contaminantes encontrados nos bastées de

luz quimica

1.4.1- Ftalatos

Os ésteres de &acidos ftalicos, conhecidos comatdtl sdo substancias organicas
derivadas do acido 1,2-benzeno dicarboxilico. Gmesh um grupo de compostos quimicos
inertes e hidrofébicos derivados do acido ftaliatiljzados como aditivos para deixar o plastico

mais maleavel (Mozeto & Zagatto, 2008; Fontem¢lal, 2010). S&o produzidos comercialmente
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a partir do anidrido ftalico (obtido por oxidacd® chaftaleno) e &lcoois, por processos
convencionais de esterificagdo (Loureiro, 2002p Séplamente utilizados nas mais diversas
atividades industriais, podendo-se citar: produd@glasticos, principalmente de policloreto de
vinila (PVC), vernizes, resinas, papéis de embruémire outros (Junior & Brito, 2006). Esses
plastificantes ndo estdo ligados de forma irreveltshio polimero produzido, podendo migrar
para o ambiente, dependendo das condi¢cdes de ig@pdSalazaet al, 2004). Devido a sua
persisténcia no meio ambiente, os ftalatos sdo pwnte encontrados em aguas superficiais e de
subsolo (Frommet al, 2002; Hutchins & Ward, 1984).

Esteres de &cido ftalico tém ponto de ebulicicamat entre 230°C até 486°C (Stages
al., 1997). Dentre os ftalatos existentes, o di(Rwetil)ftalato (DEHP) é um dos mais dificeis de
serem biodegradados (Tabela 3). A solubilidade goaé& uma propriedade extremamente
importante que influencia a biodegradacao e o pakde bioacumulagcédo das espécies quimicas,
além da toxicidade aquética (Stap&sal, 1997). O DEHP apresenta massa molar de 390,56 g
mol™?, ponto de ebulicio de 384°C, e solubilidade era &égu0,285 mgt a 24°C (Lide, 1999).

Tumores de figado e testiculos em ratos, foramzidds por exposicbes de longa
duracdo ao DEHP. Em humanos, a toxicidade dessssiffdantes leva a problemas hepaticos
(Latini et al, 2004; Marinet al, 1998;). As células de linfocitos humanos e deosas do trato
aerodigestorio, sofreram dano no DNA por exposigéaeste ftalato (Kleinsasset al, 2001,
2000a). Nos Estados UnidosU& Consumer Product Safety Commisstonsiderou o DEHP
um produto carcinogénico ao ser humano (Setzd, 2009). Os organismos aquaticos e varios
tipos de peixes podem acumular DEHP por fatoresitde4000 vezes, sugerindo uma maior
susceptibilidade a bioacumulacao, em relacdo aosifier@s (Browret al, 1996).

Devido ao fato dos ftalatos trazerem riscos a ediignana, diversos 0rgdos ambientais
estabeleceram limites maximos para a concentragdged compostos. A Unido Europeia
publicou uma lista de substancias com evidéncigsotencial interferéncia enddcrina, nela estdo
incluidos o DBP e o DEHP, e juntamente com a Omgepdio Mundial da Saude estabeleceram o
valor maximo de 8,0 pg'tem agua potavel (EU Council, 2001; WHO, 2003)aReDEHP, um
dos ftalatos mais produzidos em todo o mundo, a RASEecomenda a presenca de
concentracdes inferiores a 6,0 pijjtossa estar presente na agua tratada (USEPA,. 1991)

O dibutil ftalato (DBP) € usado em resinas eposieres de celulose e formulacdes

adesivas especializadas. O DBP apresenta massa aeo2¥8,3 g mal, ponto de ebulicdo de
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340°C, e solubilidade em agua de 13 rilglPederseet al, 2003). E classificado como perigoso
ao ambiente e muito tdéxico para organismos agua{imma-Aldrich, 2010). Segundo Thuren
(1986), DBP ¢é bioacumulado por organismos de aglgada apds 24 horas de exposicao, sendo
bioacumulado 41,6 e 30,6 vezes pela ostra e camasjrectivamente. Os organismos aquaticos
usados em testes de toxicidade demonstraram texeiélevada, como no teste de Microtox
(Tarkpeaet al, 1986), em algas de agua doce e dinoflageladasdlyal, 1995; Kiihn & Pattard,
1990; O’'Connoeet al, 1989; Acelet al, 1987; Yoshiokat al, 1985; Wilsoret al, 1978); e em
microcrustadceos marinhos como misidaceos, arteraiafifpodas e copépodas harpacticéides
(Lindén et al, 1979; Mayer & Sanders, 1973). Estudos sugeramadormacdo dos sistemas
reprodutores de roedores contaminados por DBP z2&ad4 al, 2004). Mesmo em pequenas
concentracdes, quando em contato com a pele, tatsgho, queimaduras e coceiras e, quando
ingerido, causa irritagcdo no trato gastrointestim@luseas, vomitos, diarréia, dor de cabeca e
fraqueza (Elsiset al, 1989; Scotet al, 1987; Kawano, 1980; Tomitt al, 1977; Williams &
Blanchfield, 1975).

O dimetil e dietil ftalatos sdo usados tipicameate plasticos a base de ésteres de
celulose (Staplest al, 1997). O dimetil ftalato (DMP) apresenta massdamde 194,2 g md
com ponto de ebulicdo de 283,7°C e solubilidadéigua de 4 gt (Pedersert al, 2003).0
dietil ftalato (DEP) apresenta massa molar de 22g,2nol*, com ponto de ebulicdo de 299°C
(Sigma-Aldrich, 2010) e solubilidade em agua de0Old®y L* (Harris & Sumpter, 2001). Dados
obtidos a partir de experimentos com animais der&brio (ratos e camundongos), tratados com
dialquilftalatos e seus homoélogos, tém demonstpao causam danos na reproducéo, afetando
testiculos, Utero e o desenvolvimento dos orgarssiilem disso, sdo suspeitos de interferir no
sistema enddcrino (Kirat al, 2004).

Em brinquedos e artigos para bebés, testes maostragie os ftalatos podem ser
disponibilizados na saliva das criancas e seregrithgs por elas (Fernandetzal, 2005). Nesta
fase os seres humanos sdo mais suscetiveis dos efaildcrinos desses compostos, uma vez que
seu sistema reprodutor ainda esta em formacaois@snas reprodutor, nervoso e imunologico
sdo os principais alvos dos interferentes endésriistudos observacionais sugerem que 0s
ftalatos apresentam acdo antiandrogénica em hunfBaotenelest al, 2010), como relatado por
Main et al (2006) que demonstraram uma associacao invesssdipendente entre ftalatos no

leite materno e niveis de testosterona em menm®E@s meses de idade.
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No trabalho de Liet al. (2009) foi avaliada a toxicidade de sete esteadstds através de
testes de toxicidade com desenvolvimento embrioréfarval do abalonEaliotis diversicolor
supertextaAtravés da analise dos valores desgibtidos, os resultados demonstraram o grau de
toxicidade na seguinte ordem: butil benzil ftal@®BP) > di-n-hexil ftalato (DNHP) > dibutil
ftalato (DBP) > dietil ftalato (DEP) > dimetil flo (DMP) > di-n-octil ftalato (DOP) > di(2-
etilhexil) ftalato (DEHP). Portanto, dentre os dtals estudados o butil benzil ftalato (identificado
como um dos solventes usado nos tubos de luz cirfitico que apresentou maior toxicidade.
Testes de toxicidade realizados por Yahg@l. (2009), avaliando o efeito do DBP, DEP, DMP e
DEHP no desenvolvimento embrionario e larval dol@amHaliotis diversicolor supertexta,
demonstraram o mesmo resultado. A tabela 3 apeesam relagéo de ftalatos com identificagédo
guimica, propriedades fisico-quimica e toxicidaddculada em relacdo a glde testes de
toxicidade com peixes, segundo Netzeva & Worth 7200

Tabela 3- Identificacdo quimica, propriedades disjaimicas e toxicidade. CAS significa
numero daChemical Abstract Servic®W é a massa molecular, WSol é a solubilidadéguoa,

Log Kow € 0 logaritmo do coeficiente de particdo octarpled

Substancia CAS MW WSol (mg L) Log Kow Classificacéo
da toxicidade
1-butil 2-ciclohexil ftalato 84640 304,39 ,28 541 Muito Toxico
Dietil ftalato 84662 222,24  1080,00 2,42 Nocivo
Diisobutil ftalato 84695 278,35 6,20 4,11 oxico
Dibutil ftalato 84742 278,35 11,20 4,50 Taxic
Butil 2-etilhexil ftalato 85698 334,46 0,02 6,50 Muito toxico
Di (2-etilhexil) ftalato 117817 390,57 0,27 7,60 Toxico
Dimetil ftalato 131113 194,19  4000,00 1,60 Nocivo
Mono (2-etilhexil) ftalato 4376209 278,35 9@, 4,73 Nocivo

Fonte: Netzeva & Worth (2007)
A fotodegradacéo via ataque por radical livre desea forma dominante de degradacgéo

de ésteres ftalatos na atmosfera, com previsdoeige-vida de aproximadamente um dia para a
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maioria. Além disso, numerosos estudos indicam fjaktos sdo degradados por ampla
variedade de bactérias e actinomicetos, tanto endigiies aerobicas, quanto anaerodbicas
(Staples et al, 1997).
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Figura 7 — Proposta do mecanismo de degradacdoMi® pelo processo de microondas e
fotodegradacéao (Liao & Wang, 2009).

Ftalatos sdo suceptiveis a hidrdlise, todavia eirabataxas. Segundo Liao e Wang
(2009), pelo sistema de microondas e fotodegradacéwioria dos intermediarios do processo
de degradacdo do DMP ¢é formada pelo ataque dearsdhiciroxila na sua cadeia alquil, e devido
as diferentes posi¢cfes deste ataque, diferentgsiadiarios sdo produzidos (Figura 7).

Os produtos de hidrélise sdo o acido ftalico e cifcoFtalatos podem passar por duas
etapas hidroliticas, produzindo primeiramente unmagster e uma molécula livre de &lcool e na
segunda etapa da hidrdlise o acido ftalico e arsgmolécula de alcool (Staples et al, 1997). A
hidrolise de ésteres pode ser catalisada por aeitb@ses, bem como por ions de metais, anions,
ou substancias organicas (Harris, 1982). Os eéstweedtalatos sdo hidrolisados em taxas
insignificantes em pH neutro (Staples et al, 198Midrolise acida € possivel, mas se estima em
guatro ordens de magnitude menor do que a veloeidadidrolise alcalina (Mabey et al, 1982).
O pH médio da agua de superficie do oceano € der@l (Baird, 2002); como ecossistemas
marinhos normalmente apresentam um pH bésico espajae estas reacdes de hidrélise sejam
frequentes. Varios experimentos demonstram queoacbinulacdo de ésteres de ftalatos na
cadeia alimentar aquatica e terrestre é limitada ppotransformacdes, que aumentam
progressivamente com o nivel tréfico (Staples etl@97). Espécies de algas e invertebrados

podem bioconcentrar ftalatos mais facilmente queestebrados por apresentarem diferengas no
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metabolismo (Van Wezel et al., 2000). De acordo @mstudo de Wofforaet al(1981), a
biotransformacao de ésteres de &cido ftalico aarm#aiseguinte maneira: moluscos< crustaceos
< peixes. Portanto, espera-se que concentracoésteles de acido ftalico diminua a medida que
se avanca na cadeia alimentar (Staples et al.)) 188 padréo inverso foi observado em outras
classes de compostos quimicos organicos metabeiizésais como hidrocarbonetos policiclicos

aromaéticos (McElroy et al ,1989).

1.4.2- Compostos Aroméaticos

Os compostos aromaticos contém um ou mais anésodes de carbono em estruturas
similares a do benzeno. Os hidrocarbonetos patioglaromaticos (HPA) sdo formados por dois
ou mais anéis benzénicos ordenados de forma limegolar ou agrupada, sendo hidrofébicos e
bastante resistentes a biodegradacdo microbiolégjqaortanto, consideravelmente persistentes
no ambiente. A pressdo de vapor dos HPA contribta jp sua distribuicdo ambiental entre ar-
agua-solo e, também, entre a fase gasosa e apeoathosfera (Bidleman, 1988; Finlayson-Pitts
& Pitts Jr., 1986; Sonnefeld et al, 1983). Seguinolees & de Andrade (1996), a grande variacédo
dos HPA nas faixas de pressdo de vapor (da ordef®deé refletida no fato de que, no ar
ambiente, a 25°C, o naftaleno existe virtualmed@0%) na fase vapor, enquanto o BaP
(benzo[a]pireno) e outros HPA de 5 ou mais anéifoepredominantemente adsorvidos em
material particulado atmosférico. Os HPA de presii@apor intermediaria (3 e 4 aneis) estédo
distribuidos em ambas as fases. De acordo com Ma&kshiu (1977), a solubilidade em agua
também afeta a distribuicdo entre ar-agua-solcsap#a baixa solubilidade dos HPA em agua
pura. Contudo, a oxidacéo pode ser acelerada efoiespnais polares devido ao aumento de sua
solubilidade (Finlayson-Pitts & Pitts Jr., 1986).

Os HPA, apés transformacdo quimica ou metaboléa,eficazes agentes cancerigenos
e/ou mutagénicos (Selkirk, 1980). Comprovadamemdguns HPA apresentam atividade
cancerigena e mutagénica, pois provocam tumorag@carémais e mutacdo em bactérias
(Moreira & Barek, 1995; Selkirk, 1980; Pitts et, 41978). Entre seus efeitos nocivos também tem
sido mencionado o seu potencial como disruptoregsiema enddcrino. A acao danosa dos HPA
sobre o0s organismos vivos pode ser exercida diegtame, principalmente, através de seus
derivados, muitos deles ainda desconhecidos (L&msAndrade, 1996).
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Segundo Johnson et al. (1977), tumores em orgasismarinhos, como moluscos e
briozoarios, estdo associados a contaminacdo pgosdarbonetos aromaticos e poliaromaticos.
Em seres humanos, foi comprovada por Cole (197%ndéncia destes compostos serem
incorporados nos tecidos adiposos e de causarens éam 6rgaos como figado e rins. Disturbios
no figado e sistema imunoldgico, leucemia, canden®res no pulmao e estdbmago sdo alguns
dos efeitos reportados destes compostos (CETESE,)2Durante a transformacao enzimatica,
certos HPA s&o convertidos em compostos altamesdBvos, que podem formar ligacOes
covalentes com macromoléculas, como proteinas e,DhAlificando-as. O DNA modificado
tende a evoluir, provocando disfuncdes bioquimiogesando mutacdes, malformacbes e
desenvolvimento de tumores (Neilson, 1998).

O mecanismo de toxicidade dos HPA se baseia emnfarg@acias nas funcbes da
membrana celular e nos sistemas de enzimas ass®a@adsta membrana (Albers, 1994). Os
HPA néo transformados séo relativamente inertedaxiaidade aparece ap0s um processo de
ativacdo, que pode ser produzido através de umegsocmetabodlico ou por efeito da luz. Os
HPA tem muita afinidade pelos lipidios, fazendo cgue tenham tendéncia a se acumular no
tecido adiposo dos organismos marinhos. Na litexagfo citados valores que variam entre 0,01
e 5000 pg kg para HPA individuais (Kennish, 1997). Esta dife@se deve fundamentalmente
a distinta capacidade que os organismos tém paabaiea-los, mediante o sistema oxidase de
funcdo mista (MFO). Entre os invertebrados marinlgp® tem menor capacidade para
transformar HPA encontram-se 0s bivalves e, par, isgstuma-se utiliza-los como organismos
sentinelas (Martins et al, 2005; Kira et al, 20B@umard et al, 1998). Por outro lado, outros
grupos, como peixes e crustaceos, que tem o sistEdkabem desenvolvido, sé acumulam HPA
guando habitam zonas muito contaminadas. Quantor rfa@i a massa molecular do composto,
maior sera a toxicidade (Bicego et al.,, 2008). éfafito, na agua, 0S compostos com menor
massa molecular causam mais danos devido a maiobilstade e, portanto, maior
disponibilidade. Para muitos organismos, os HPA bdéxa massa molecular (2-3 aneis
benzénicos) podem apresentar toxicidade agudanpaor@ baixo potencial cancerigeno. No que
se refere aos organismos aquéaticos, a baixa taxieidguda dos hidrocarbonetos de maior massa
molecular se deve provavelmente ao fato de que didmeque o mesmo aumenta, sua

solubilidade diminui, e a sua concentracdo na agoaé suficiente para causar efeitos letais nos



43

organismos plancténicos. Contudo, a exposi¢cdo dgensmos a baixas concentracdes de HPA
de alta massa molecular produz efeitos subletdiz(s, 1994).

Segundo Neilson (1998), a exposicao a luz UV padeeatar a toxicidade de certos
HPA. Isto foi observado em diversos organismos caracalgaSelenastrum capricornutum
(Valério & Lazzarotto, 1985; Tanner & Fajer, 1983)nos microcrustaced3aphnia magna
(Alebic-Juretic et al., 1990) &rtemia salina(Chmielowiec & George, 1980).

O tipo de reacao que um HPA pode experimentar diepda sua prépria estrutura e das
espécies com quem interage (Dewar, 1952). As pesign que ocorrem as reacbes sao
determinadas pela estabilidade das espécies indEmas, sendo mais reativas aquelas
adjacentes a fusdo dos anéis, por serem energetitarfavorecidas (Lopes & de Andrade,
1996). Por exemplo, as reacdes em HPA linearesp abantraceno, ocorrem nas posicdes 9 e
10, denominadas de regido L (Figura 8).

Antraceno

57, Adicio 1.4

R, Substitvigio

Figura 8- Posi¢cdes mais reatda antraceno (Lopes & Andrade, 1996).

No meio marinho, os principais processos de degédalos HPA sdo a oxidacao
fotoquimica e a transformacado bioldgica. Os hidfo@aetos policiclicos aromaticos absorvem
fortemente na regido do UV acima de 300nm (preseateadiacdo solar) e muitos deles sé&o
rapidamente fotooxidados. Este é, provavelmentedasprincipais processos de remocao de
HPA da atmosfera, juntamente com a deposicéo Uthimjges & de Andrade, 1996). A reacdo
mais comum dos HPA em solucdo é a formacdo de enalddos. Na figura 9 é possivel
verificar como o 9,10-dimetilantraceno reage com &n presenca de luz, fornecendo o
correspondente 9,10-endoperéxido (Fox & Olive, 1N&usch & Wallace, 1974; Southern &
Waters, 1960).
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Figura 9 Esquema da reacao de fotooxidacdo do 9,10-dimetizeno em solucédo (Lopes &
Andrade, 1996).

Nos sedimentos estes processos de degradacdmiadds pela falta de luz na oxidagéo
fotoquimica e pela falta de oxigénio na transfor@oadpiolégica. Assim, em determinadas
condi¢gbes ambientais, os HPA podem persistir darlamigos periodos de tempo. Contudo, nem
todos tém a mesma meia-vida, pois esta aumentaaaoassa molecular; os HPA de alta massa
molecular séo fortemente adsorvidos aos sedimep#rsistindo por muitos anos no ambiente
(Genthner et al, 1997).

O processo de oxidacdo pela perda de elétron é moema alguns HPA. Os cations-
radicais formados s&o bastante instaveis e reagpidamente com agua e outros nucledfilos,
fornecendo produtos de oxidacdo (Adams, 1969; Vemnl& Weinberg, 1968). Os HPA,
principalmente os mais pesados (maior nimero de)aséo extremamente sensiveis a oxidagéo
e substituicio eletrofilica. Oxidos de nitrogéni@cgdo nitrico diluido podem interagir com HPA
resultando em reacdes de adi¢do, substituicao idagio. O antraceno é facilmente oxidado por
acido nitrico diluido ou 6xidos de nitrogénio, fecendo a antraquinona. Pela acdo dg NO
antraceno é convertido em 9-nitroantraceno (Fig@ja O Benzo[a]Pireno (BaP) é rapidamente
nitrado com &cido nitrico diluido em &cido acético benzeno, a temperatura ambiente,
fornecendo o derivado mononitrado como produtocgal (Polycyclic Aromatic Hidrocarbons
1983).
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MNO3
— —
HNO dil. m NC:

ou NOx
Figura 10 — Esquema da reac&o do antraceno cong ENGM NQ (Lopes & Andrade, 1996).

O alto grau de mutagenicidade dos nitroderivadosila, aliado a constatacdo de que
muitos deles sdo amplamente distribuidos no andieatultou em crescente interesse pelas
reacdes entre esses hidrocarbonetos e 6xidosrdgémio (Lopes & de Andrade, 1996).

As zonas costeiras e 0s estuarios sdo os maisdadetpela contaminacdo por
hidrocarbonetos. Além disso, representam a area sedrealiza a maior parte das capturas
pesqueiras. O impacto dessa contaminacdo pode @HeeacOes a biota local, uma vez que
todos 0s organismos s&o suscetiveis aos hidrocgtdsorfCaprez et al., 2000Eles podem
também afetar a qualidade dos produtos pesqueieoando riscos a saude humana e prejuizos

econdmicos.

1.4.3- Compostos Clorados

Os compostos clorados sao considerados Compost@siCos Persistentes (COPs), que
correspondem a substancias organicas resisterdegradacao fotolitica, quimica e biolégica,
apresentando assim elevada persisténcia no ambfesterganoclorados apresentam elevada
liposolubilidade, permitindo que sejam acumulad@s tecidos adiposos dos organismos,
mediante processos de bioconcentracéo, bioacunoudab@dmagnificacao (Miranda Filtet al,
2008; Pozo, et al., 2003; Fenicula & Oliveira, 2002s clorofendis, compostos aromaticos
halogenados, derivados de hidrocarbonetos arorsatiosm um ou mais hidrogénios substituidos
por grupos —OH, também identificados como um dospomentes presentes em bastdes de luz
guimica, sdo uma preocupacao do ponto de vistaeamali devido as suas propriedades toxicas,
bioacumulacdo e persisténcia no ambiente (Rodrig@&o4). Os clorofendis séo
reconhecidamente substancias muito toxicas intedema sobrevivéncia de organismos devido
ao seu potencial genotdxico. Como exemplo, o pemtdenol (PCF) provoca a atrofia da
medula éssea, cirrose hepatica e desordens nervBsaith et al. (1984) relataram a inducéo de

sarcoma de tecido mole em individuos expostos exfdmerbicidas e clorofendis. Dioxinas e
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furanos sdo suspeitos de serem desreguladoresriemodogodem ser produzidos durante a
incineracdo de hidrocarbonetos clorados e do pagelproducdo de PVC e de compostos
arométicos clorados, como o 2,4,5-triclorofenollgBs. Dezotti, 2007). O 2,4,6-triclorofenol
(CeH3CI30) apresenta massa molecular de 197, com massa&uleolele 288,38, log Kow de
3,38, e tem se mostrado carcinogénico em anirpesiuzindo linfomas, leucemia e cancer de
figado através da exposicédo oral (EPA, 2010). A BRAassificou como provavel carcindbgeno
humano. Pesquisas mostram que essas substanaatepere bioacumulam no meio ambiente
(Louie & Sin, 2003).

1.5- Métodos para analise de compostos quimicos

A escolha da melhor técnica de extracdo é a pranetapa de grande importancia para a
analise dos compostos quimicos. A extracdo comestdvapresenta varias desvantagens, como
lentiddo no processo, gasto de solventes aumentandsto do processo além do perigo causado
pela sua toxicidade, podendo ainda interferir nalisen dos componentes. Apesar destas
desvantagens, a extracdo com solventes a exempatdado liquido-liquido, ainda continua
sendo muito usada, pois possui como vantagensaargrodutibilidade e menor risco de
decomposicdo térmica dos analitos em comparacdo determinadas técnicas de extracao
(Veloso, 2005), como na microextracdo em fase ad8°ME) e ndheadspacesem 0 uso de

solvente.

1.5.1- Extrac@o em fase sélida (SPE)

O principio geral da extracdo por fase soélida (S®¥Baseado na distribuicdo diferencial
de um ou mais analitos entre duas fases imisciligigsdo-solido ou gés-soélido (Rocha Filleb
al., 1980). A primeira aplicacado experimental da SB&mu na década de 1950, quando foram
utilizados cartuchos contendo carvao ativo parlismmpostos organicos a partir de matrizes
aguosas, em analises toxicoldgicas (Liska, 200@cditacao rapida (a partir de 1986) e cada vez
mais abrangente da SPE para o tratamento de asjossale no fato de que esta técnica permite

ndo sO a extracdo eficiente dos analitos, mas Iplitssisua concentracdo e pré-purificacédo
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(Aquino Neto & Nunes, 2003). A SPE sofreu um coesagiel avanco nos ultimos anos, e tem
sido aplicada com uma grande freqiéncia na arddismmpostos organicos volateis (COVs) em
alimentos (Veloso, 2005).

Segundo Aquino Neto & Nunes (2003), a aplicacac&B& implica na percolacdo da amostra
através de sorvente, quando componentes da ansdstraluidos e os analitos ficam retidos.
Pode-se lavar o sorvente que contém os analitos wonmou mais solventes. Em geral, os
procedimentos de SPE contém 5 etapas: i) ativagdeodvente para deixar os sitios ativos
disponiveis; ii) condicionamento do sorvente corlveste adequado para ajustar a forca do
solvente de eluicdo com a do solvente da amodgirantroducdo da amostra, quando ocorre a
retencdo do analito e as vezes de alguns intetésieiv) limpeza da coluna para retirar 0s
interferentes menos retidos que o analito; v) étuie coleta do analito (Lingeman e Hoekstra-
Oussoren, 1997).

Na fase solida, contida em uma microcoluna ou chdutém sido empregadogrios
tipos de materiais (como por exemplo, Tenax, ociégllano, etc). As etapas no procedimento de
extragdo envolvem o condicionamento do cartuchwa@ido do sorvente), a adsorcao/particdo
dos compostos volateis pela passagem da amostreemagdo dos analitos adsorvidos por

processo térmico ou com solventes.

1.5.2- Extracéo liquido-liquido (LLE)

Na extragcdo liquido-liquido ocorre a particdo daostna entre duas fases imisciveis
(organica e aquosa). A eficiéncia da extracao dipeia afinidade do soluto pelo solvente de
extracdo, da razéo das fases e do numero de edréQiieirozet al, 2001). Continua sendo
muito empregada por ser uma técnica simples, goeerie instrumentacdo sofisticada e é de
facil execucgéo (Vieir@t al, 2007). Em um funil de separacgéo adiciona-se@stime 0 solvente,
essa mistura € agitada vigorosamente e posteritem@erdeixada em repouso até separacao
completa das fases para coleta da fase organiex aoscentrada e analisada. A LLE é
considerada uma técnica classica de preparacamalgras e tem sido ainda muito utilizada em
analises de diversos tipos de substancias presemtdluiidos bioldgicos, pois extratos bastante

limpos podem ser obtidos com alta seletividade plyans analitos (Queira al, 2001). Pode-
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se destacar duas técnicas para a extracéo ligauidé, a continua e a descontinua. No método
descontinuo ndo é conveniente separar as substé@tecimistura com muito solvente de uma sé
vez. O melhor é repetir a operacédo varias vezespamuenas porcdes do solvente, sempre puro,
para garantir um maior rendimento na extracdo. @aoécontinuo de extracdo é usado quando a

solubilidade da amostra € maior na agua. Caso &@trcomo o solvente organico passa

continuamente, seria preciso empregar grandesidadas do solvente nas sucessivas extracoes.

1.5.3-HeadspacdgHS)

Headspace2 o termo usado para designar a fase vapor qeacsmtra imediatamente
acima de uma matriz solida ou liquida. Deste medta técnica desenvolvida na década de 60 do
século XX (Buttery & Teranishi, 1963) consiste enalgsar a fracdo dos compostos organicos
volateis (COVs) que é transferida para a fase vapque leva a um enriquecimento dos analitos
e, em consequéncia a uma melhoria na sensibiligatée diminuicdo dos limites de deteccdo
(Veloso, 2005).

Existem duas formas de aplicacdo desta técnicheamlspaceestatico eheadspace
din&mico.

O headspacesstatico € um método direto de extracdo, ondaal#t@s volateis da matriz
se distribuem em equilibrio a uma temperatura emtst entre as duas fases (vapor e
sélida/liquida) em um recipiente de vidro hermetieate fechado com um septo polimérico.
Apds um tempo de equilibrio pré-determinado, ungupea quantidade de vapor é removida do
headspaceatravés do septo usando-se uma microseringa de {gdstigh), apropriada para
analise de gas.

Por sua vez, nbeadspacealindmico a matriz liquida ou soélida é purgada iooimente
com um gas inerte e 0os analitos sédo extraidosigpoatados, a partir desta, por meio do gas, para
um sorvente com alto poder de retencdo que funaon@ o “capturador’(Veloso, 2005). Os
COVs podem ser removidos pelo emprego de solveanteaquecimento. A vantagem da
dessorcao por aquecimento sobre a dessorcao coents é a ndo diluicdo dos componentes,
havendo um ganho na sensibilidade. Porém, podeengeacdes entre analito / sorvente ou entre
os analitos, nas temperaturas requeridas no pmcespenas uma analise pode ser feita a partir

da extracéo.
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1.5.4- Microextracao em fase solida (SPME)

Nesta técnica o componente principal € um supdtidos constituido por uma secao de
fibra de silica fundida com aproximadamente 1-2ensugh extremidade terminal, recoberta com
uma fase extratora imobilizada que pode ser ex@ostaa matriz liquida, sélida ou gasosa, por
um periodo de tempo pré-determinado. Apds a exdraggianalitos extraidos e concentrados na
fibra sdo dessorvidos termicamente, em um injetourd cromatografo a gas, normalmente no
modo sem divisdo de fluxcsflittesy ou sdo dessorvidos com uma pequena quantidade de
solvente e transferidos para a valvula de injecdounh cromatégrafo a liquido (Chen &
Pawliszyn, 1995).

A microextracdo em fase soélida (SPME) € uma téamécaxtracdo relativamente recente,
desenvolvida no final da década de 1980 por Pawliszcolaboradores, que pode ser usada em
conjunto tanto com a GC quanto com a HPLC (Bel&dPawliszyn, 1989; Catherine &
Pawliszyn, 1990). O procedimento analitico do métdd SPME é mais simples e mais rapido
gue a extracao liquido-liquido e a extracdo em $&didla. Em geral, extratos mais limpos sao
obtidos e ndo se usam solventes para a eluicAooWRar lado, o analito necessita ser volatil e
termicamente estavel para ser dessorvido e detadmipor GC.

A SPME foi inicialmente descrita para extracdo é-@ncentracdo de poluentes
organicos em aguas. Posteriormente, teve a suzagiib expandida para extracdo de analitos
volateis e semi-volateis de diversas matrizes,c@aiso: fluidos biologicos (Queiroz et al., 2001),
amostras ambientais gasosas (Menezes Filho e2(dlQa; Koziel et al., 2001), farmacéutica
(Bicchi et al, 2000) e principalmente, de acordmazs varios trabalhos publicados, alimentos e
bebidas (Menezes Filho et al., 2010b; Kataoka.e2@00; Yang & Peppard, 1994).

Na microextracdo em fase solida feita por imerséeiad(DI-SPME) a fibra é inserida na
amostra e os analitos sao transportados diretandesta para a fase extratora. Outra forma de
realizar o procedimento de microextracdo em fasidas@ através de amostragem no espago
confinado (HS-SPME). Neste caso, a amostra é fregtieente aquecida e os compostos volateis

sdo retidos na fibra sem que esta tenha contatodiom a amostra.
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1.5.5- Separacéo e identificagdo dos compostos

A cromatografia € um método fisico-quimico de seg@w dos componentes de uma
amostra através da distribuicdo destes entre dsas,fuma que permanece estacionaria e a outra
gue se move através dela em uma direcédo defirida (hdvel). A separacdo cromatografica se
da através dos diferentes graus de interacdo de cachponente da amostra com a fase
estacionaria e com a fase mével, a qual pode sdiquido, um gas ou um fluido supercritico.
Desta forma, cada um dos componentes é seletivametido pela fase estaciondria, resultando
em migrag0des diferenciais dos mesmos (Anazawa,)1996

Na cromatografia gasosa € necessario que a ansegrauficientemente volatil, a fim de
gue possa passar através da coluna na forma de, \&am@stavel termicamente para nao se
decompor nas condicbes de separacdo. Os métoddstelezdo utilizados em GC sdo mais
rapidos e sensiveis, a aparelhagem mais facil denaeipulada e em geral mais barata que a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Devido a sua simplicidade, sensibilidade e efetid@l para separar os componentes de
misturas, a cromatografia em fase gasosa € uméedamentas mais importantes em quimica.
Como técnica analitica ela depende da qualidadetajza de preparo da amostra, pois quase
nenhuma matriz pode ser diretamente injetada nomatdgrafo a gas. A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) éamaanenta muito utilizada para identificar
componentes em misturas organicas ou bioquimicapleaas (Collingt al, 2006).

O espectrometro de massas usado como detector enfats@ identificacdo dos
compostos organicos através de fragmentos ionizamosluzidos pelo bombardeio das
moléculas, na fase vapor, por um feixe de elétdmsilta energia. Este modo de ionizagéo é
denominado impacto de elétrons (El), e a energlaodebardeamento pode variar de 12 a 100 eV
(elétron volt), sendo 70eV a mais comumente enageg

Imediatamente ap0s a ioniza¢do da amostra, osnoteculares ou os seus fragmentos
ionizados entram no setor de analise do espectrémetmassas, onde serdo separados de acordo
com a razdo massa/carga (m/z). O analisador maisuroente utilizado em analise néo
magnética € o analisador de quadropdlo. A veloeid#al varredura € grande o suficiente para
permitir a obtencdo de diversos espectros de massagico eluido na coluna (Braithwaite &
Smith, 1999; Silversteist al, 1994).
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1.6- Testes de toxicidade para avaliacdo de etesss em risco

As técnicas quimicas avaliam as concentracOesutis$dsicias, mas nao a acdo integrada
do seu efeito téxico que sé € possivel atravésédeidas bioldgicas. Enquanto as analises
guimicas identificam e quantificam as substanaiastestes de toxicidade sdo utilizados para
detectar e avaliar a capacidade inerente ao afeite de causar efeito deletério em organismos
vivos. A Ecotoxicologia requer uma visdo mais angmague a simples avaliacdo de efeitos das
substancias sobre os organismos, sendo fundanentainhecimento das fontes de emissao dos
poluentes, bem como de suas transformacoes, difesdestinos no ambiente (Zagatto, 2008).
Quando associados a um sistema de detec¢cdo adegsam@stes ecotoxicologicos possibilitam
avaliar o amplo efeito das substancias presenta® s sistemas biodticos (Costa e Espindola,
2002). Deve-se levar em conta que no meio natuma substancia pode ndo produzir efeitos
adversos sobre uma espécie em particular, mas setapredadores ou sua fonte de alimento,
alterando o equilibrio do ambiente e afetando @tdinente a sobrevivéncia do organismo.

Segundo Metcalfe (1989), o uso das respostas lal®gomo indicadores de degradacao
ambiental é vantajosa em relacdo as medidas fisigasmicas da dgua que registram apenas o
momento em que foram coletadas, como numa fotegragcessitando assim de um grande
namero de andlises para a realizacgdo de um mamiéota temporal eficiente. Outra
desvantagem é que, se forem feitas longe da faiteme, as concentracbes das substancias
serdo muito baixas; assim, as medi¢cdes quimicaserdo capazes de detectar pertubacdes sutis
Nno ecossistema que, por sua vez, acarretam alkésragbcomportamento dos organismos, na taxa
de fecundacao, entre outras (Pratt e Coler, 1H&)uenas diferencas fisicas e quimicas no
ambiente e na composi¢cdo de espécies podem lalifarencas significativas nos efeitos de um
agente téxico no ambiente (RAND, 1995). Assim, peaeacterizacdo adequada e controle de
contaminantes, a estratégia mais eficiente é ointegrado de analises fisicas, quimicas e
ecotoxicoldgicas para avaliagdo e previsdo do resobiental (Costan et al, 1993; Bertoletti,
1990;).

Um dos desafios da Ecotoxicologia € identificar psgicipios comuns que possam
permitir a extrapolacdo e segura predicdo dososfeile substancias toxicas no ambiente,

sobretudo quando o dano € insidioso e perceptiv@leste a longo prazo. Outro desafio é
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desenvolver instrumentos técnicos simples e deobaibsto, capazes de detectar respostas
bioldgicas significativas e ainda reversiveis, @aid preventivas, que possam garantir a
sustentabilidade do ecossistema (Nascimento e2@08). Para a avaliacao ecotoxicolégica de
um determinado ambiente, € essencial o conhecingstoiscos potenciais dos contaminantes a
biota.

Para poder predizer o risco real que implica agmgs de uma substancia toxica no
ambiente, € necessario levar em conta que a taxieide um composto pode ser potencializada
(sinergismo), reduzida (antagonismo) ou pode né@fetada pela presenca do outro composto
(efeito aditivo). A analise experimental mais a#lila para estudar interagbes, € testar a
toxicidade dos compostos combinados e comparadaaefeitos toxicos individuais. Quando
nao existem diferencas significativas entre a tdame combinada e a esperada a partir das
toxicidades individuais, se considera que os efesfm aditivos.

Nos estudos de risco ecoldgico usam-se em gedalsdabtidos por ensaios laboratoriais
padronizados e, usualmente, um fator de extrapmlé&c@isado para determinar critérios de
gualidade ambiental que assegurem a saude dasapoesl e, consegientemente, dos
ecossistemas (Roex et al., 2000). O potencial ¢odee uma substancia é calculado através do
estabelecimento de varios parametros que carantesza acdo, ndo em um individuo isolado,
mas sobre uma populacdo. Os testes de toxicidameerssaios laboratoriais, realizados sob
condicbes experimentais especificas e controladtiiizados para estimar a toxicidade de
substancias, efluentes industriais e amostras aaisg Costa, et al, 2008), através da avaliacao
do grau de sensibilidade (ou resisténcia) de difeseespécies de organismos. Os efeitos toxicos
podem se manifestar em diferentes niveis biologictes organizacdo, tais como o
bioquimico/celular, fisiolégico, em nivel individyae populacdes, comunidades, ou mesmo nos
ecossistemas (Ronco et al.,, 2004; ; Adams & Rowl2@@3; Rand, 1995; USEPA, 1992).
Dentre os efeitos bioquimicos e fisioldgicos pradms pelos agentes toxicos podemos destacar:
modificacbes na permeabilidade das membranas oetdulanterferéncia na producéo de ATP;
inibicdo reversivel ou irreversivel de enzimasildlios no metabolismo de lipidios, podendo
resultar em alteracGes hepaticas; alteracdes si@srsis enzimaticos microssomais, 0s quais sdo
responsaveis pela biotransformacdo de xenobidtaiteracdo na estrutura ou na atividade de
enzimas que participam de processos reguladoresprometendo a sintese e liberacdo de

horménios, bem como reduzindo a velocidade de ionesto dos organismos; disturbios no
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metabolismo de carboidratos e disturbios no pracesspiratério pela inibicdo do transporte de
elétrons e da fosforilacdo oxidativa (Connell & Igli] 1984). Espécies reativas de oxigénio
(ROS) podem ser formadas intracelularmente ameacanthtegridade celular por meio da
oxidacdo de biomoléculas, e podem comprometer gsosebioldgicos importantes. O dano
oxidativo de biomoléculas pode levar a inativacBmiraatica, mutacdo, ruptura de membrana
levando até a morte celular.

A cada degrau que se desce na hierarquia biolo@loa niveis de comunidade,
popula¢bes, organismos para o nivel celular-biomartem-se menor significado ecolégico,
pois torna-se mais dificil relacionar os efeitos @eluentes observados em niveis
bioquimico/celular com as alteracdes do ecossisté&narelacdes especificas entre respostas
bioquimicas e efeitos adversos em ecossistemasaoacaras, o que torna dificil interpretar, em
niveis de organizacdo mais alta, as consequéneiasmad alteracdo bioquimica (Neff, 1984).
Uma forma de minimizar as dificuldades de progrostiliagnostico e monitoramento ambiental
e utilizar testes de toxicidade que fornecam resgasm nivel de organismos, para diagnosticar e
monitorar um ambiente, sendo preferivel nessesscaslizar embrides por ser a fase mais
sensivel do ciclo de vida do organismo. A legistagéual (Resolugdo Conama 357/05), ainda
gue usando as respostas em nivel de organismosérarse baseia em indicadores de danos
ecotoxicoldgicos que geralmente exigem um longopterde resposta como nas analises
exploratorias, sédo dispendiosos e laboriosos, m¥@gmuitas vezes a manutencao de culturas em
laboratério e a importacdo de espécies utilizadagestes internacionalmente padronizados. A
necessidade de respostas em tempo real leva a tesézxnicas rapidas, precisas e de baixo
custo, envolvendo o uso de espécies locais sesdium respondem de forma integrada aos
sinergismos das acfes de contaminantes. O us@édeies locais nos testes propicia resultados
mais facilmente extrapolaveis para os ecossistemasisco, além de se evitar a introducdo e
manutencdo no laboratoério de espécies aldctonesifNantoet al, 2008).

A maioria dos padrdes de qualidade para a protelghambiente foi, e ainda é,
estabelecida com base em estudos de laboratoriofredesses se destacam o0s testes
ecotoxicoldgicos agudos e crénicos com diversoarasgnos, por apresentarem custo reduzido e
simularem o que pode ocorrer nos ecossistemas elativa exatidao (Bertoletti, 2000). Assim,

sob condic¢des controladas, é possivel estimarraentracdes dos agentes quimicos que causam
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efeitos danosos aos organismos, além da possdelida ampla utilizacdo no estabelecimento de
padrbes e/ou critérios de qualidade para a pro@gsicomunidades.

No Brasil, a Ecotoxicologia se iniciou em 1975, nyprograma internacional de
padronizacdo de testes de toxicidade aguda de spabesenvolvido pelo Comité Técnico de
Qualidade de Aguas TC 147 d#ernational Organization for StandardizatiqiSO). A partir
dai, foram desenvolvidos e adaptados varios métdd@nsaios de toxicidade aguda e crbnica de
curta duracao, utilizando outros grupos e espégesrganismos de agua doce, dentre 0s quais
algas, microcrustaceos e peixes, além de testesseniimentos para avaliacdo da polui¢do
hidrica. Somente 10 anos depois foram realizadbssteom espécies marinhas e estuarinas.

Apesar da crescente utilizagdo dos testes ecotogicos no Brasil, segundo Bertoletti
(2000), poucas espécies de organismos aquaticagosiatdo empregadas em métodos
padronizados. Dentre esses, destacam-se o0s castatgciaquicolasDaphnia similis
Ceridaphnia dubiae Hyalella sp o crustaceo marinhdlysidopsis juniag e o0 equindide
Lytechinus variegatusAlém desses, a espédcigassostrea rhizophoraeem sido utilizada com
sucesso para avaliacdo da toxicidade de efluenpesdeitos, e para determinagédo de qualidade
em corpos d’agua (Cruz, 2007; Nascimento, 20023tafse de uma ostra representativa de
ecossistemas locais, que habita os manguezais deGdebe até Santa Catarina (Rios, 1970),
sendo por isso importante na avaliagdo da qualidadses ambientes, uma vez que ndo € uma
espécie introduzida. No que tange a reproducdopemicorram picos, em geral em torno de
margo/abril e setembro/outubro, esta espécie dedanamte todo ano, ndo havendo necessidade
de condicionamento prévio de reprodutores paral&zagdo dos testes (Nascimento & Lunetta,
1978). Um protocolo de teste cdin rhizophoraefoi testado e sugerido por Nascimento et al.
(2002) para determinacdes de efeitos toxicos @eatifes poluentes.

Previamente, a utilizagéo de testes de toxicidasdaedo-se embrides de ostras havia sido
indicada pel&dmerican Society for Testing and Materiatsmo um critério para determinacéo de
gualidade da agua em ambientes marinhos, desde (F&BDM, 1995, 1992). Dados da literatura
relativos a embrides de ostra mostram que estemisrgos respondem a acdo de substancias
guimicas, ou alteracdes de variaveis fisico-quisidasenvolvendo-se de forma anormal (Paixao
et al., 2007; Nascimento, 2002; Martin et al., 98acinnes e Calabrese, 1979, 1978; Calabrese
et al., 1973; Calabrese e Davis, 1970). A exposigétinuada dos organismos a agentes toxicos

presentes nos ecossistemas muitas vezes nao prdiretamente a sua morte, mas afeta a
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estrutura e fungcdo de alguns Orgéos vitais comogbids, rins, gdbnadas, figado dentre outros,
comprometendo a viabilidade do organismo. Por issadancas morfologicas decorrentes da
toxicidade do meio, constatadas em escala micrastdmw laboratério, sdo indicadoras de
possiveis alteracfes no ecossistema em questao.

Geralmente os valores de concentracoes efetivetsie 540 expressos em relacdo a 50%
dos organismos porgue estas respostas sdo maislutpeis, podem ser estimadas com maior
grau de confiabilidade e sdo mais significativasa pserem extrapoladas para uma populacdo
(Costaet al, 2008). Portanto, a interpretacéo dos resultadsstestes de toxicidade, analisados
por estimativas pontuais, tem sido usualmente egpsepelo calculo da concentracdo letal,
efetiva ou inibitoria (Cko, CEsp ou Chkg) causando, respectivamente, mortalidade, anoraudid
e inibicdo no crescimento ou reproducéo a 50% dysnasmos testes.

O efeito biolégico de uma substancia toxica solmneouganismo vivo depende das suas
propriedades quimicas, de sua concentracéo e gmtdenexposicdo (Rared al, 1995). Porém,
na pratica os fatores concentracédo e tempo de ig&pomteragem diferentemente na fisiologia
dos organismos, fazendo com que doses agudas ieaxGrem sempre apresentem o mesmo
efeito biologico (Westman, 1985). Isto significazel que uma espécie pode apresentar maior
resisténcia a uma baixa concentracdo de uma sglzsf#or um longo periodo e ao mesmo tempo
ser a mais sensivel a esta mesma substancia, altar@ncentragcdo por um curto periodo de
tempo.

Para atribuir maior confiabilidade aos testes adcidade, sdo usados controles de
precisdo e sensibilidade. O Controle negativo (secontaminante a ser examinado) serve para
monitorar a qualidade do experimento e o posita@ @ padronizacdo do nivel de sensibilidade
dos organismos-teste. Neste Ultimo se utiliza umlasténcia toxica com efeito conhecido
(substancia de referéncia), a ser comparado coefedss do contaminante testado. Segundo a
USEPA (1993), deve-se estabelecer a qualidadetieaaa(QA) dos resultados baseando-se,
mediante a confeccdo de cartas contfglafico-controle) elaboradas com base nos resadtad
dos testes com substancia de referéncia. Estaasgizs€ um agente quimico como, por exemplo,
o Dodecil Sulfato de Sodio, fenol, 4-clorofenok.et

O Dodecil Sulfato de Sdédio (@HsNaO,S) € um exemplo de substancia comumente
utilizada como toxico de referéncia por ser de agfuda, ndo seletiva e consistente em sua

toxicidade a animais aquaticos (Araujo e Nascimetf?9; Davis e Hoos, 1975). As substancias
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de referéncia possibilitam estabelecer a faixa agtagdo de resultados da sensibilidade dos
organismos usados nos testes de toxicidade. Cas estultados o laboratorio pode tracar a
carta-controle, ferramenta de registro que estebets intervalos aceitaveis de variacdo da
resposta dos organismos, a um determinado toxicefdeencia, com uma margem de confianca
de 95%. Representam assim, um meio de detectamgagiaa performance de organismos-teste
e de avaliar a preciséo destes testes (EnvironGeemada, 1990).

Organismos vivos podem exibir diferentes reacdasma mesma substancia toxica,
dependendo das quantidades absorvidas e do teng@dsicdo. Desta forma, os parametros de
avaliacdo da toxicidade podem compreender desdealidade até alteracbes fisioldgicas,
bioquimicas e histoldgicas. Os testes de toxicidgagada ou crbénica) se subdividem em estéatico
(sem renovacdo ou com renovacdo) e de fluxo camtidsualmente os testes agudos avaliam
efeitos severos e rapidos, como a letalidade ehililade dos organismos que foram expostos a
altas concentracdes da amostra por um curto pededempo (geralmente até 96h), enquanto
gue os testes cronicos medem parametros subletascifnento, sucesso reprodutivo, alteracdes
histologicas, efeitos bioguimicos) por um period® ekposicdo relativamente longo e sob
concentracdes menores. Os dados de testes ded&macicronica normalmente sdo mais
confidveis, fornecendo respostas relacionadascio @e vida completo ou parcial das espécies
teste. Assim, testes cronicos ou sub-crénicos pagermaior relevancia ecoldgica quando se
referem ao desenvolvimento embrionario de espétiage para o ecossistema em risco
(Nascimentoet al, 2000; Norberg-King, 1989; McKim, 1977). Essaewéincia € assegurada
guando os resultados do teste apresentam estintiicamo o efluente ou a concentragao do
contaminante age produzindo efeito toxico créniadbiota local. Esta concentracdo estimada é
comparada aos limites permitidos de toxicidade aucentracdo de exposicdo ambiental para
indicar o risco de impacto ambiental (Crtzl, 2007).

As respostas dos organismos podem ser mais ewdeote periodos mais longos de
exposi¢ao. Porém, em casos de contaminantes gie@med degradacdo ou no caso de amostras
guimicamente instaveis, torna-se essencial o usesties rapidos (Pereieaal,, 2010).

Os testes embriolarvaisedrly-life stage tes)sfornecem respostas de toda a fase
embrionaria do organismo, sendo portanto consideradmo testes de efeito sub-crénico ou
cronicos de curta duracdo (Nascimeetal, 2000; Nascimento, 2002). Os testes de toxicidade

com duracdo de até 96 horas podem ser consideoe testes agudos. Entretanto, os
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embriolarvais por envolverem a fase completa, emhdcial, do ciclo de vida do organismo,
guando ocorrem muitas divisdes celulares, e partaaior suscetibilidade do DNA a influéncias
externas, sdo hoje considerados testes espemeasdé classificacdo de agudos ou crbnicos
(McKim, 1985).

Sempre que possivel, € recomendéavel avaliar maleiuma substancia ou efluente para
mais de uma espécie da biota aquatica para quengiordo resultado obtido com o organismo
mais sensivel, seja possivel estimar com mais aegaro impacto do contaminante no corpo
d'’agua receptor (Gherardi-Goldsteiet al, 1990). Apesar disso, por razdes praticas e
econbmicas, muitas vezes os testes de toxicidamlaesdizados com uma Unica espécie de
organismo-teste (Ribo, 1997).

A sensibilidade do organismo vai depender da espdai etapa de desenvolvimento em
gue ela se encontra e das caracteristicas do gemsgiem que estad. Um bom indicador bioldgico
deve apresentar algumas caracteristicas esseoam ser séssil, de facil coleta, possuir vasta
distribuicdo, estar presente ao longo de todo oeaser sensivel ao estresse (USEPA, 1988).

Contaminantes solUveis em agua sao introduzideorganismos aquéticos por meio da
superficie do corpo (exposicdo dérmica), pelos dteci respiratorios ou por ingestao.
Contaminantes presentes nos alimentos podem senidog (exposi¢do oral) e absorvidos pelo
trato gastrointestinal, enquanto que contaminadssrvidos em particulas e sedimentos podem
penetrar no organismo por exposi¢cao dérmica ouraédpa ou também por ingestdo (Costa et
al, 2008). As rotas de exposicdo podem afetar atican de absorcdo, distribuicdo,
biotransformacédo e excre¢do dos contaminantes &sad®rma, pode influenciar na sua
toxicidade (Rand et al., 1995).

Contaminantes absorvidos podem ser retidos nosigrgas e provocar efeitos deletérios
guando niveis elevados séo atingidos. Os proceksasumulacdo nos organismos envolvem a
bioconcentracdo, a bioacumulagdo e biomagnificagdm. processo de bioconcentracdo a
substancia quimica é absorvida do ambiente aqugélm organismo por meio das superficies
respiratorias e dérmicas. A bioacumulacédo é umaderais abrangente que inclui todas as rotas
de exposicdo ao contaminante, inclusive a dietmegliar. O aumento da concentracdo de
contaminantes nos tecidos a medida que se avasgaves tréficos, resultantes principalmente
da acumulacdo ocasionada pela dieta alimentarbe@ecenome de biomagnificacdo (Arnot &
Gobas, 2006; Spacie et al., 1995).
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Os resultados obtidos nos testes ecotoxicolégi@aerp ser usados para controlar o
lancamento de efluentes, hierarquizacdo das caigdibs de industrias na toxicidade do “corpo
receptor”, avaliar a eficiéncia de estacdes dartrahto para realizar o monitoramento ambiental,
a avaliacdo de impacto ambiental, além de indiogrios e determinar padrbes de seguranca
contra efeitos tdxicos de poluentes.

No Brasil, os padrdes e critérios de qualidadegims foram estabelecidos em junho de
1986, pela Resolugdo n° 20 do CONAMA. No entangiudos realizados com diferentes
organismos tém demonstrado que alguns padroeselestalos por esta resolucdo, ndo estao
isentos de causar efeitos toxicos a biota. Somemte 1987 o 6rgdo responsavel pelo
desenvolvimento de protocolos de testes de toxdeida Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), por meio dos trabalhos desenvoligpelo GTO2 (Grupo Toxicidade) da
Comissé&o Técnica de Qualidade das Aguas, comegohbli@zar suas primeiras normas relativas a
testes ecotoxicolégicos com organismos aquaticagg@o, 2008). Através da Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado dePa&to (CETESB) também tem sido
padronizados testes de toxicidade. Assim, outrodgraavanco foi a publicacdo da Resolugéo
CONAMA n° 357/2005 que indica a investigacdo atsawe ensaios ecotoxocoldgicos,
toxicologicos ou outros métodos cientificos recandhes que possibilitem avaliar interacdes
entre substéncias e a presenca de contaminantst/giasde causar danos aos seres Vivos
(Présperi e Nascimento, 2008). Convém ressaltstermntexto que uma das limitacdes da atual
legislacao € o fato da maior parte dos dados adstpelo CONAMA ser proveniente de regides
temperadas, sendo, portanto, de extrema importancevisao destes padrdes, pois ainda séo
poucos os estudos de avaliacdo dos limites permisgie poluentes que permitem o diagnéstico
seguro das menores concentracOes de poluentesdqueansam efeito adverso em ambientes
tropicais (Marques Jr. et al., 2002).

A utilizacdo de ensaios padronizados apresentanagwantagens em relacdo aos demais,
como a de permitir que os resultados gerados esredies laboratérios possam ser comparados
entre si. Assim, testes realizados sob condigdesatadas e padronizadas vém servindo como
fonte de informacdes para avaliar os efeitos edmddgde contaminantes toxicos (Ronco et al.,
2004). Entretanto, deve-se levar em conta a esemlbguada do ensaio a ser utilizado em cada

estudo, que ird depender dos objetivos do trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1- Geral:
Avaliar a composigéo quimica e a toxicidade do edad de sinalizadorebéstdes de luz

guimica” comercializados e/ou encontrados em praias daa@ostCoqueiros.

2.2- Especificos:

1- desenvolver e otimizar método, baseado em GC-M& paextracdo e analise dos
compostos organicos presentes nos bastdes deilucqgu

2- identificar as substancias presentes nos bastddsizdguimica comercializados em
Salvador e/ou encontrados na area costeira da Gost@oqueiros;

3- estudar as variacdes no perfil de composicéo gadraolivel em agua do mar (FSA) das
substancias contidas nos sinalizadores, em fung&erdpo, temperatura e exposicao a
luz;

4- avaliar a toxicidade da FSA, através de testes eombrides da ostr&rassostrea
rhizophorae estudar as variagfes na toxicidade da FSA enafudg tempo, temperatura
e exposicao a luz.

3. MATERIAL E METODOS

3.1- Amostragem

3.1.1- Coleta do material a ser analisado (bastédsz quimica)

Os bastdes de luz quimicaletados na praia eram oriundos da plataformaraonttl na
Costa dos Coqueiros, regido relativamente estgeigapermite as embarcacdes transitarem em
areas proximas a praia. Essa proximidade, aliadgda dos ventos, faz com que os residuos
flutuantes oriundos dos navios cheguem com fregéaé@npraia.

A Costa dos Coqueiros (15°54’S,38°20'W a 11°34BLBW) é formada por sete
municipios localizados ao norte da capital baidaaro de Freitas, Camacari, Mata de S&o Joao,

Entre Rios, Esplanada, Conde e Jandaira); nestextoreve ser ressaltado que a faixa litoranea
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7

da Costa dos Coqueiros é uma das zonas turistiags procuradas do Estado (Figura 11),
compreendendo destinos conhecidos como Praia de, kbosta do Sauipe (maior conjunto de
“resorts” da Ameérica do Sul), Imbassai e MangueoSHéo se deve esquecer que esta regido de
guase 200 quilometros de litoral abriga um doscpais bolsées de desova de tartarugas
marinhas do Brasil (Marcovaldi & Marcovaldi, 199%ssim, a ocorréncia de lixo nesta area

representa um risco potencial para esta e outpggies de organismos.
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(Fonte: http://www.diarioturismo.com.br/costa-dospgeiros.php, 2010)

Figura 11- Mapm@osta dos Coqueiros.

O tipo de bastdo de luz quimica encontrado com mig@giencia nas coletas foi o que
apresentava contetdo de cor amarela a laranjadqquasvos sdo amarelos e com o tempo vao

adquirindo a cor alaranjada), indicando ser o mg@do na regido (Figura 12). Os bastdes
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amarelos sdo também os mais comercializados nas g artigos de pesca de Salvador,
justificando, assim, a escolha deste tipo parestedado.

3cm

Figura 12- Bastao novo antes de theaido (a) € um ano apds ser ativado (b).

3.1.2- Coleta e manutencédo de organismos testémbematorio

Nos testes ecotoxicolégicos @a rhizophoraeforam usados organismos coletados em
area nao contaminada da llha de Itaparica. As 9é$tram lavadas e limpas de incrustacdes
(Figura 13), foram aclimatadas por 24 horas enpi@ties contendo dgua do mar filtrada com
salinidade 28, esterilizada em autoclave e sobtaotesaeracdo (Figura 14). Os procedimentos
para correcdo da salinidade, filtragem e estegéiaada agua do mar encontram-se descritos no
item 3.3.1.

Figura 13- Limpeza das ostras. FiguraAclimatacao das ostras.
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3.2- Metodologia analitica

3.2.1- Limpeza da vidraria

Toda a vidraria utilizada na execucédo dos testegpreviamente limpa por meio de
enxague em agua corrente por trés vezes, lavagensa@ocdo de Extran neutro a 3%, enxague
com agua corrente por mais cinco vezes, descordgaoncom acido nitrico a 10%, durante 24
horas, lavagem novamente em agua corrente por vewes e trés vezes em agua deionizada,
sendo entdo levada a estufa para secagem. A wdiaser usada na analise quimica ainda foi

lavada numa etapa final com acetonitrila.

3.2.2- Reagentes e solventes

Padrbes de dibutil ftalato (Sigma-Aldrich, Inc. US%e 046K0686) e de dimetil ftalato
(Sigma-Aldrich, Inc. USA lote 02825EE) ambos corawgde pureza superior a 99,9%.

Substancia de referéncia usada no controle positgaestes de toxicidade foi o Dodecll
Sulfato de Sédio (GH2sNaO:S) com massa molar de 288,38 g Tolote: 8170341000,
fabricado pela MERCK.

Diclorometano com grau de pureza de 99,9% (UltifiARallinckrodt Baker, Inc. USA
lote H19J00) e hexanos com grau de pureza de 985#omAR®, Mallinckrodt Baker, Inc.
USA lote G37E81) como solventes.

Acetonitrila, grau HPLC — Merck S.A. Industrias @ugas

Acetona, grau de pureza 99,5%, lote 1216057003¢R®IA. Industrias Quimicas

Metanol, grau de pureza 100%, Mallinckrodt Bakec, USA lote C52E02

3.3- Procedimento analitico
Os procedimentos para analise do conteldo dosdsadtd luz quimica e avaliacdo da

toxicidade encontram-se resumidos na figura 15sgueegue.
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FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS

q CONTEUDO DE
CONTEUDO DE =
BASTOES COLETADOS BASTOES NOVOS DMP DMP + DBP DBP
e \
CONTEUDO QUE CONTEUDO
CIRCUNDA A AVMPOLA DA AMPOLA

PREPARO DA FRACAO SOLUVEL EM AGUA DAS AMOSTRAS

- =

TEMPO 0 APOS 6 MESES SOB EXPOSICAO SOLAR APOS 6 MESES NO ESCURO
EXTRAGAO B
/ \ TESTES DE TOXICIDADE

SPE LLE

\ HS
GC-MS GC-MS

CE 50.24n
Identificagdo dos componentes Quantificagéo do DBP e DMP

Figura 15- Fluxogrados experimentos.

3.3.1-Preparo da agua de diluicao

A agua do mar utilizada no presente estudo fatadh na praia do Forte (Litoral Norte
da Bahia), filtrada em filtros Whatm&rGF/C (capacidade de retencdo de particulas 1,2am);
salinidade foi verificada com o auxilio do refragimo (ATAGCT® modelo s/Mill), a fim de
ajusta-la para 28 através da diluicdo com agualatist Apos a correcdo da salinidade, 8 litros

da &gua foram transferidos para um garrafdo de \pitex® tampado com papel aluminio e
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esterilizada em autoclave (FABBER-PRIMAR, model@)1& uma temperatura de 127°C, e sob
pressdo de 1,5kg/é@ndurante 20 minutos. A seguir foi estocada poo peénos 48 horas antes

de ser utilizada, para garantir a estabilizacépHigue variou entre 8,2 a 8,6.

3.3.2- Preparo das Frac6es Soluveis em Agua (F&&putetdo dos bastdes e de DBP e DMP

A grande maioria dos bioensaios com organismosnh@s é realizada com substancias
gue sao sollveis em agua do mar. Porém, no cassubstincias encontradas nos sinalizadores,
€ necessario um procedimento especial, por se ttatama mistura liquida pouco sollUesh
agua. O preparo da Fracdo SollGvel em Agua (FSAbdseado na técnica de Anderson et al.
(1974). O conteudo dos sinalizadores, DBP e DMBnfiodiluidos na proporcéo 1/9 em agua do
mar filtrada (100 mL / 900 mL), esterilizada e caalinidade ajustada para 28, por ser a
salinidade usada nos testes embriolarvais da Gstit@izophorae As suspensdes foram mantidas
sob agitagdo, com agitador magnético, na velocidade50 rpm por 20 horas; apos este periodo
esperou-se por uma hora o extrato decantar. Esteegimento foi baseado nos trabalhos
realizados por Anderson et al. (1974), Winters let(2976) e Singer et al. (2000), os quais
demonstram que, agitando durante 20 horas a baikxaidade em sistema fechado, pode-se
alcancar o nivel maximo de dissolucdo de hidrogeetos em fase aquosa com o minimo de

contaminacéo bacteriana.

Figura 16- Frasco M#g usado no preparo da FSA.
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No preparo da FSA de DBP e DMP puros ou combinade#icou-se que, devido a sua
alta densidade, havia uma tendéncia dessas substée depositarem no fundo do frasco
Mariotte com torneira de vidro acoplada (Figura &yesentando, porém, fina camada na
superficie da agua. O contetdo dos bastdes daulorapapresentou 0 mesmo comportamento.
Isso se deve principalmente ao fato do DBP e DM@&ns®s componentes que prevaleceram nas
amostras das FSA dos bastdes analisados, indicsgrdon oS principais responsaveis pela
constituicdo do liquido viscoso observado. Por,ipaoa 0s experimentos de toxicidade e analises
guantitativas das amostras foi necessario fazetedacda FSA na regido intermediaria do frasco
Mariotte entre o fundo e a superficie, evitandanasa interferéncia do liquido viscoso na
concentracdo das amostras e no efeito toxico ekestbre os organismos-teste.

3.3.3- Preparo das amostras

Foram preparadas amostras de Fracdo Sollvel ema fgBA) usando contetdo de
bastbescoletados na regido costeira do Litoral Norte, m fle avaliar a sensibilidade dos
embrides da ostr@rassostrea rhizophoraem relacdo ao conteudo dos referidos sinalizadores
de luz quimica. Também foi verificada a toxicidadi® Fracdo Solivel em Agua (FSA) do
conteudo destes dispositivos novos (Figura 17)Jisdg o mesmo procedimento em ambos 0s

Casos.

Figura 17- Detalhe da ampola de vidrdidandentro dos bastbes antes de ser quebrada.

Os bastdes de luz quimica foram abertoem seu contetdo (interno e externo a ampola,

isolados e juntosipi preparada a FSA como descrito no item 3.3.2afotambém testadas as
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FSA da substancia pura do DBP, DMP e mistura deoamieste caso foram utilizados padrées
das referidas substancias com grau de pureza atém@9,9%. Com o conteldo de bastbes
ativados mantidos durante um ano sob exposicdo &mlaealizado o mesmo procedimento

descrito anteriormente. Com as FSA obtidas, fora@pgradas nos recipientes testes diversas
concentracdes diluidas com a agua de diluicdo iteesw item 3.3.1 para serem avaliadas nos
testes de toxicidade, estas FSA usadas imediatarapis preparo foram chamadas de FSA de

tempo 0.

3.4 - Caracterizacdo quimica das amostras

A caracterizacdo quimica das amostras foi reaizsats instalagbes do Laboratorio de
Pesquisa e Desenvolvimento em Quimica (LPQ) ddtutstde Quimica da UFBA. Para a
extracdo dos componentes dos bastdes, foram tesfaddro procedimentos: extragdo em fase
sélida (SPE)headspacgHS), extracdo liquido-liquido (LLE) e microextéacem fase solida
(SPME).

A composicdo quimica dos sinalizadores foi avaliattavés da analise de suas fracoes
volatil, semi-volatil, polar e apolar. As fracoeslatii e semi-volatii das amostras foram
determinadas usando extracdo peadspacemicroextracdo em fase solida deadspac€HS-
SPME) e microextracdo em fase sélida por imers@ead{DI-SPME). As fragbes polar e apolar,
solaveis respectivamente em agua e solvente affiaano e diclorometano), foram avaliadas
com técnicas de extracdo em fase sélida e extrigélo-liquido. Dessa forma, buscou-se
avaliar quais procedimentos eram mais adequadas @drair os compostos de diferentes
polaridades e pressfes de vapor. Antes e alterradara injecdo das amostras eram realizadas

analises com o solvente (branco) a fim de verifasacondicdes do sistema cromatografico.

3.4.1- Extracdo em fase solida

A Extracdo em Fase Sodlida (SPE) foi realizada cantucho Sep-Pak;g(Waters, 360
mg de fase sélida C18). As etapas no processo tdacém envolveram o condicionamento do
cartucho, a adsorcao/particdo dos analitos pelsagam da amostra e a remocao dos analitos

sorvidos através dos solventes hexano e dicloravoet@ cartucho ¢ era acoplado a uma
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seringa e 3mL de hexano foi usado no condicionaonasuta em seguida o liquido ser descartado
para posterior passagem de 10mL da amostra e 1l@nfexhno, a fim de remover os analitos
adsorvidosO liquido foi recolhido em ambos procedimentosmecentrados para duas fraces de
2mL. Em seguida, com o cartucho acoplado forami@thdos mais 10mL de diclorometano
(DCM), posteriormente o eluato foi recolhido emdut®e ensaio e concentrado para 2mL, sendo

entédo acondicionados em ependorf para em seguigia sgetados no GC.
3.4.2- Extracao pdneadspace

Os compostos organicos volateis (COVs) presergdase vapor foram extraidos através
de headspacestatico. O método de extracao foi otimizado nupaitdo-se a influéncia de cada
uma das variaveis (tempo de extracdo, temperatirexttacdo e efeito da agitacdo) sobre a
resposta experimental.

Para esta técnica de extracao, aliquotas (Imthada amostra foram colocadas em frasco
de headspacguntamente com 9mL de dgua do mar de salinidad®2Basco era a seguir selado
com um septo de silicone facetado com teflon. Fotambém avaliadas amostras das FSA
prontas, usando mesmo procedimento para acondi@en#os frascos deeadspaceBuscou-se
otimizar a extracdo através de trés procedimentmgs com aquecimento da FSA a 90°C
mantendo a amostra durante 15 minutos sem e cdatagie a 30 minutos sem agitacao.

Os recipientes contendo as amostras foram aqueeidoglaca aquecedora (IRA
modelo HS7) na temperatura de 90°C e sob agitagamté 15min, de acordo com a otimizacao
das condi¢cbes de extracdo. ApOs este periodo 30dafase vapor eram retirados por meio de
seringa cromatograficgastight(Hamilton) e injetados num cromatdgrafo a gas para anatise d

COVs, seguindo as condi¢des otimizadas descrit@sezo 2.

3.4.3- Extracao liquido-liquido.

A extracao liquido-liquido (descontinua) foi ieatla adicionando-se 25 mL da FSA da
amostra dos bastdes de luz quimica (conteudo meexterno a ampola isolados e juntos) a ser
analisada e 5 mL do solvente organico (DCM) nolfaei separacdo, sendo entdo agitados

durante 15 minutos (sempre tendo o cuidado de albameira para aliviar a presséo), seguindo-
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se 5 minutos em repouso mantendo o funil no sugata entdo realizar a retirada da fracédo
organica. Adicionou-se mais 25 mL da FSA da amasamL do DCM para apés 5 minutos de
repouso retirar a fracdo organica que foi adicianadcoletada anteriormente, sendo entdo
concentrada @ mL através de placa aguecedora com temperatus@°@: Apds procedimento

de LLE foi injetado 0,5 pL do extrato concentradbtido da FSA) no GC-MS nas condi¢cOes

descritas no Anexo 3A e 3B.

3.4.4- Microextracdo em fase sélidaltEadspac€HS-SPME) e por imersao direta (DI-SPME)

Para executar a extragdo por SPME, as amostrasdé®BP e DMP puros e misturados
e contetdo dos bastbes da porcéo interna e exdesingola isolados e juntos) foram colocadas
em frascos de vidro hermeticamente fechados coro sip teflon. Em seguida o septo foi
perfurado a medida que a seringa de SPME foi ioridd. Empurrando o émbolo da seringa
para baixo se expde a fibra na amostra de duasagprpela extracdo via headspace e por
extracdo direta. Na microextracdo em fase solidhedalspac€dHS-SPME) a fibra revestida de
polidimetilsiloxano (PDMS) de 1001. foi inserida no espago acima da amostra contideasco
selado, ou seja, na fase gasosa em equilibrio camastra, na temperatura de 50°C com
agitacdo de 250 rpm, para os compostos volatemmevelateis serem absorvidos/adsorvidos.
Posteriormente, por exposi¢cao da fibra no injetocmatografo, ocorreu a dessorcao térmica
pela exposicdo a temperatura de 260°C durante Btaosimue resultou na extracdo dos analitos
volateis. Visando a quantificacdo do DBP e DMP, rfealizado novo protocolo baseado em
microextragdo em fase solida por imerséo diretaSPME), usando a mesma fibra de 100e
sistema amostrador automatico (AOC-5000) acoplad@ramatografo. Na extracdo direta, a
fibra foi colocada diretamente em contato com astradazendo com que os analitos (volateis
ou néo) fossem transportados para a fase extralora.o0 emprego da DI-SPME realizou-se a
analise do conteudo interno e externo da ampolaGi&MS no modo qualitativo (SCAN -
varredura) e no modo quantitativo, por monitoramesgletivo de ions (SIM), segundo as

condi¢cbes cromatograficas descritas no Anexo 4.
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3.5- Analise das amostras por GC-MS

Apoés as extracdes, os compostos foram separadestificados por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS). Asndatcdes foram realizadas usando
sistemas de GC-MS (Figura 18 e 19), sendo um petrap (Varian Saturno Il GC/MS 3900)
acoplado a autoamostrador pdm@adspacee SPME (detector Saturno 2100T) e o outro por
guadrupolo (Shimadzu modelo QP 2010 Kyoto, Japdw) autoamostrador (AOC-5000), ambos
usando injetor no modo split. Nos dois casos, ssoh€lio (pureza de 99,99%) como gas de
arraste e colunas capilares de 30 m de comprimer@i®5 mm de didmetro x 0,2om de

espessura. As condi¢des de analise, em cada st&o descritas nos anexos 1, 2, 3A,3B e 4.

Figura 18- Cromatoégrafo Varian GC/MS 3900. Figw@a Qromatografo Shimadzu GC-QP
2010.

A identificacdo dos compostos extraidos e separpdo GC foi baseada na comparacéo
de seus espectros obtidos aos espectros de mabdaliol@ca NIST, disponivel nasoftwares
dos equipamentos. No caso do DMP e DBP, a idemfic foi inequivoca, pela comparacdo aos

espectros e tempos de retengéo de padrdes.
3.5.1- Preparo da solucéo de {t§ L™ do dibutil ftalato e dimetil ftalato e das curyirdo

Para preparar solucdo padrdo deid@* do DMP e DBP, retirou-se 100 pL da solucéo
de 10 mg [* (41,9uL do DMP + 47,9L do DBP diluido em acetona até o volume de 5 na.) d
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mistura de DBP e DMP diluida em acetona preparadanesmo dia, tendo sido o volume
completado para 100mL com agua do mar esteriliziglasalinidade 28 obtendo assim a
concentragéo de 1@ L™

A quantificacdo do DBP e DMP nas FSA foi realizada @&-MS por meio da
construcdo de curvas analiticas para as referidbst@icias a partir de diversas diluicdes da
solucdo padrdo de 10y L™ do DBP e DMP(0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0 e i L™
analisadas em triplicata no GC-MS por DI-SPME.

Para calcular o limite de deteccdo da curva acalito DBP e DMP, o erro padrdo da
intersecdo foi multiplicado por trés e posteriorteedividido pelo coeficiente da variavel X
através das ferramentas do programa Excel. Patalaab limite de quantificacédo realizou-se
procedimento semelhante, tendo como Unica diferammaltiplicacéo do erro padréo por dez ao
invés de trés. Para efeito préatico, foram constteyaos menores valores obtidos na curva

analitica.

3.6- Estudo da influéncia da exposi¢cédo ao sol @éeatura na composicao e toxicidade da FSA

do conteudo dos sinalizadores e das substancias garDBP e DMP apds seis meses

Para avaliar a interferéncia do tempo e condigbeisientais no perfil da composicao e
toxicidade das FSA do contetdo dos sinalizadordesesolventes DBP e DMP, amostras das
FSA dos conteudos interno e externo dos bastdparg#os e misturados), do DBP e do DMP
(separados e misturados) foram acondicionadas &uds de 500mL com tampa esmerilhada
(frasco de DBO) em triplicata e mantidos durantegges sem exposi¢ao solar e com exposicao
solar na temperatura ambiente (29 °C). Foi também avaliada a concentracdo do DBRIE

da FSA mantida no escuro por 6 meses em refrigesadtC.
3.7- Ensaios Bioldgicos: testes de toxicidade

Os testes de toxicidade foram realizados no Lafwoatde Biologia Marinha e
Biomonitoramento Ambiental situado no InstitutoRlelogia da Universidade Federal da Bahia.
Estes testes foram realizados com embrides da©sdssostrea rhizophoraelevido sua

eficiéncia para diagnosticar e monitorar o ambi@wgeatico. Por ser filtradora a ostra apresenta
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alta sensibilidade a alteragbes ambientais e osi@esbse constituem na fase mais sensivel do
ciclo de vida destes organismos. Os testes emdmvaib Early-life stages testsfornecem
respostas de toda a fase embrionéaria do organpmamdo ocorrem muitas divisdes celulares e,
portanto, maior acessibilidade do DNA a influén@aternas.

Além dos testes de toxicidade com o contetdo debs de luz quimica novos e usados,
foram realizados testes de toxicidade com as duzsancias que prevaleceram nas amostras dos
bastes, o dibutil ftalato (DBP) e dimetil ftalqfdMP). Para estes testes a FSA foi preparada
usando a solucéo padrédo de DBP e do DMP. A tagedcem funcdo do tempo e da exposicao
solar foi avaliada.

Como controle negativo foi usada agua do mar naidatle 28, filtrada e esterilizada (a
mesma usada como agua de diluicdo). O toxico amémdia usado no controle positivo foi o
dodecil sulfato de sodio (DSS). No preparo da saumée, o produto foi dissolvido, lentamente,
evitando formacéo de espuma. Apos a avolumaca@ldo bolumétrico, agitou-se a solugdo em
baixa rotacdo durante 30 minutos, em placa magnéiara total homogeneizacdo. As solucdes-
teste de 0,32; 0,56; 1,0; 1,76; 3,2 my foram preparadas a partir da diluicdo da solugae-de
100 mg L.

Os testes de toxicidade foram executados em dapase na primeira foram realizados
ensaios preliminares exploratériceienning, para estabelecer o intervalo de concentragbes a
ser utilizado no teste definitivo; na segunda etfmpam realizados os testes definitivos, para
determinacdo do GEk(concentragdo que causa anormalidades em 50% ddapap exposta).
Nos testes ecotoxicoldgicos com FSA do DBP e DMBrfousadas as concentracdes de 10, 18,
32 e 56% e para o conteudo dos bastbes de luzagufaiide 0,32; 0,56; 1,0; 1,76 e 2,24%. Nao
houve necessidade de realizar a correcdo do pHlaeévpequena quantidade do conteddo dos
bastbes necessaria para causar efeito toxico, ardprometendo assim o desenvolvimento dos

organismos presentes nos recipientes testes.

3.7.1 Parametros fisico-quimicos medidos

Nos testes de toxicidade o pH foi determinadonfca (Oh) e final do experimento (24h),

com auxilio de um potencidmetro marca Analyser, o€cisdat 0,01.
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O controle da temperatura foi realizado com teretdonde maxima e minima dipfx

preciséo 0,1°C.
3.7.2 Montagem e realizac&o dos testes de toxieidah aCrassostrea rhizophorae

Os testes de toxicidade foram realizados com embrife ostras seguindo-se a técnica
desenvolvida por Nascimento (2002). Os gametas uliags e femininos da ostr&.
rhizophoraeforam coletados diretamente das gonadas e confoeeles preparadas suspensodes
concentradas de ovdcitos e espermatozoides. Arsdp de ovocitos foi agitada e removeu-se
uma aliquota de 1 mL, contando os mesmos em céaegbadgwick-RafterA fecundagéo foi
feita mantendo-se de 48 4x16 ovécitos / litro. A suspensdo de ovdcitos foirditta em malha
de 150um para a retirada de particulas teciduais maiéi@sacrescentado 1,0 mL da suspenséo
semi-espessa de espermatozoides em 500 mL da sé@epas ovécitos. Apés uma hora foram
retiradas trés sub-amostras de 0,1 mL, diluindpasa 1 mL e contados os embrides em camara
de Sedgwick-RafterFoi calculada a média de embribes na suspenfdara feitos os calculos
necessarios para se ter nos recipientes-teste b@ides mL*. Em agua do mar filtrada e
esterilizada (S= 28, T°C = 27 = 1°C, pH= 8,2 a &6)embrides foram distribuidos nos
recipientes testes, com cinco réplicas para cadeettracdo da FSA analisada (FSA do DBP e
DMP, puros e misturados, e contetdo dos bastépergao interna e externa a ampola isolados e
juntos), incluindo nos controles com agua de ddlai¢controle negativo) e com a substéncia de
referéncia DSS (controle positivo).

Amostras de 10 mL foram retiradas dos recipiergstetapos 24 h da fecundacéo e foram
fixadas (usando-se formol célcico a 4%), sendorwhdas ao microscopio para determinacdo do
percentual de anormalidades (extrusdo do matetiino, deslocamento do manto, reentrancias
e fraturas na concha, concha aberta, concha \&t@eacdo no tamanho e auséncia de concha na
larva) ou falhas no desenvolvimento embriondrio etacdo ao controle (Figura 20). A
normalidade foi verificada pela presenca de layas apresentavam a concha no formato da
letra D, sem apresentar nenhum tipo de alterac&ormea ou tamanho, sendo assim chamada de

larva D normal.
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embrides lanaanormais larva D (normal)

Figura 20- Anormalidades no desenvolvimento emidrionda ostreCrassostrea rhizophorae,
usadas na avaliacédo do efeito adverso em relat@waaD normal obtida em cerca de 24 horas

apos fecundacéo

3.7.3- Estatistica aplicada aos resultados

Como o0s organismos utilizados como bioindicad@®s muito sensiveis e o proprio
controle ja apresenta um certo percentual de iddod anormais, foi calculado o percentual
liquido de anormalidade€4 Net Riskusando a férmula de Abbott (Finney, 1971), atsalet qual
o numero de individuos anormais do controle é dbatlos anormais dos tratamentos. A
interpretacdo dos resultados dos testes de todeidam a ostr&. rhizophoraefoi realizada
calculando-se, com base nos valores%leNet Risko CE 50240 (@ concentracdo que causa
anormalidade a 50% dos organismos, considerantimises de confianca de 95%).

O método estatistico apropriado para analisar slaéotoxicidade deve apresentar trés
caracteristicas principais: ser razoavelmente goeei acurado; ser programavel, para que os
calculos possam ser realizados por um computadar suficientemente robusto, o que significa
gue nao deve falhar quando os dados forem atif@osta et al, 2008). Dentre os métodos para
determinar o Cgnos testes de toxicidade com embride€dessostrea rhizophoraescolheu-se
usar otrimmed Spearman-Karbef(Hamilton et al, 1977), que utliza os logaritmos das
concentracdes testadas nas amostras versus atpgeranliquida de anormalidade em cada
tratamento. E um método ndo paramétrico, validdotgara curvas dose-resposta simétricas
como assimétricas sendo, portanto, recomendadccalnaos precisos de GgEom intervalo de
confianca de 95%. A Unica limitacdo desse métodoedatdo aos métodos paramétricos € que
devem cobrir o intervalo de zero a 100% de momdkdou de efeito agudo (American Public
Health Association, 1998; Baez et al., 2004; Hamikt al., 1977).

A precisdo analitica dos resultados foi avaliade gélculo do coeficiente de variacao

(C.V.) de acordo com a seguinte formula: C.V. x)(8/100; onde s= desvio padrdo e x = média
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dos resultados dos testes efetuados. O desvio padhedia e comparacdo de medias foram

obtidas através do programa computadorizado Gralplmgéant (1997), verséo 3.0.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Extragéo e Analise dos Compostos PresenteBagides

Desde 1960, a cromatografia gasosa tem sido um pdosipais métodos para a
determinacdo de compostos organicos em ambierib@sias e em zonas industriais (Lopes &
Andrade, 1996). A modernizacdo dos instrumentosuitoaos anos, a fabricagdo de detectores
altamente sensiveis, colunas capilares de alttugésoe a utilizacdo de técnicas hifenadas como
a GC-MS, tornou possivel uma consideravel melhdegaseletividade e da eficiéncia deste
método para a analise de contaminantes organi@sa Bscolha da GC-MS para identificar os
componentes presentes nos bastdes de luz quimicanéificar o DBP e DMP nas amostras de
FSA testadas.

A identificacdo das substancias por tentativa mmtdeita pela obtencdo de um espectro
para cada componente da mistura e, também, pelatidpde e qualidade das informacfes
contidas nos espectros de massas (Lopes & Andt886). Portanto, pela analise do conteudo
dos bastdes de luz quimica novos foi possivel ifilgart por tentativa os componentes e as
alteracfes sofridas relacionadas com o periodoage8A estudada foi submetida a diferentes
condicbes de temperatura e exposi¢cdo solar. Tamfbéam identificados por tentativa os
componentes presentes no contetdo de bastdes geilniza ja ativados e coletados nas praias,
demonstrando a persisténcia das substancias amalenpara o risco de impacto ambiental.

Por outro lado, a identificacdo de DBP e DMP eatrsubstancias presentesfeita por
comparacao dos espectros obtidos nas amostrassohtidos usando as substancias padréo. As
substancias que prevaleceram nos sinalizadoreszdguimica foram o dibutil ftalato e dimetil
ftalato, atuando como solventes nestes artefatesre@ultados confirmaram os obtidos pelo
Danish Technological Institut¢Pederson et al. 2003) que, usando o diclorometamo
solvente e a Cromatografia Gasosa acoplada a espettia de massa (GC/MS), detectaram a
presenca do dibutil ftalato e dimetil ftalato com@amponentes organicos dos bastdes de luz
guimicag ressaltando assim o interesse em se avaliar sugdede e o efeito sob diversas
condi¢cbes ambientais.
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4.1.1- Selecdo do método de extracdo e pré-coag@otrdos constituintes quimicos presentes

nos sinalizadores

Desde que os resultados de extracdo obtidos coenwaddos métodos testados foram
diferentes, em termos de numero total e tipos bst&ncias extraidas, procurou-se otimizar cada
método e as condi¢cdes de analise por GC-MS parar poamparar o melhor conjunto de
resultados. Dentre os métodos de extracdo otimizadoque se mostrou mais eficiente,
considerando a quantidade de compostos extraido® lieadspacesendo identificadas por
tentativa até 19 substancias diferentes em bastiéesluz quimica coletados, gerando
identificacdes com altos percentuais de similagdagicos bem definidos.

No processo de otimizagcdo da extracdo pwmadspace,foram avaliados trés
procedimentos, todos com aquecimento da FSA a 9988tendo a amostra durante 15 minutos
sem e com agitacdo e durante 30 minutos sem agitAséanalises foram realizadas injetando-se
500 pL do vapor e as condigBes cromatograficasdetietor estdo descritas no anexo 2. Os trés
procedimentos resultaram na identificagdo das mesmastancias, o acido benzdico butil éster;
DMP e DBP. Optou-se por se utilizar o procedimartim a manutencdo da amostra a 90°C por
15 minutos sob agitagéo, por ter proporcionado arethresultados com picos bem definidos em
curto espaco de tempo. Dentre as rampas de tetm@etastadas, a que se mostrou mais
eficiente foi 45°C (4min) — 5°C/min — 100°C (0jBn— 20°C/min — 200°C (2min) —
10°C/min — 270°C (10min) por permitir a identiffé@ de maior numero de substancias, além de
apresentar picos bem definidos.

Com a extracao liquido-liquido, foi possivel exteiidentificar em bastdes nov@ém
do DMP e DBP, o 3,5,6 acido triclorosalicilico, [8H] Isobenzofuranona; o 2,4,6 triclorofenol;

o 2-etil nitrofenilacetato e o Di(2-etilhexil) fatb (anexo 5 Fig.21 a 27). J& no conteudo dos
bastbes coletados foi possivel extrair e identifc®MP, DBP, o anidrido ftalico e butil metil
ftalato (Figura 23).

Por outro lado, o processo de extracdo em fasdas¢BPE) foi o menos eficiente,
possivelmente devido a baixa capacidade de elud@® solventes testados (hexano e
diclorometano) ou baixa afinidade com o adsorvesteolhido Assim, na amostra analisada,
usando o referido procedimento com hexano, sodssipel identificar o DMP. Usando o DCM

foi possivel identificar, além do DMP, o anidriddlico, DBP e acetato de butila. Entre os dois
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tipos de solventes utilizados (hexano e o diclotam® nas extracdes por SPE e LLE, pela
analise qualitativa das substancias presentesiceerd$e que o mais eficiente foi o
diclorometano.

Com base nestes resultados, pode-se concluir guet@lologia mais adequada para a
extracdo, a fim de identificar mais substancdiasa deheadspaceseguida da extracao liquido-
liquido, usando-se a programacdo otimizada parbsangor GC-MS, a qual é apresentada nos
anexos 2 e 3A, respectivamente. Apds o0 uso dasdoletpias de extracdo descritas, foram
identificados por tentativa 23 compostos que se@mnam listados na Tabela @. sistema de
extracdo era testado nas mesmas condicbes a seaasuno HS, SPE e LLE apls sua
descontaminacgdo (branco), e como pode ser verifjqaat exemplo, no cromatograma da Figura
21 onde, nenhum pico era detectado, garantindenpelia do mesmo e confiabilidade dos
resultados.

(=1,000,0007% M Intensity : 1,226,728
iz

1253 [Tl Titme: Soand Iriter. Dven Temp

1.004

0.75

0.50

0,254

Figura 21 - Cromatograma tipicéulf scan para o branco do sistema de extracdo usado para
verificar limpeza do mesmo.

Para cada procedimento de extracdo, os resultdudiol®s com as amostras analisadas nas
condicOes otimizadas estdo apresentados na Talmplie 4ontém os compostos identificados nos
bastbes de luz quimica (usados e novos). Os comfnioram identificados por tentativa, de
acordo com o maior percentual de similaridade obfmhra cada substancia, quanto na
comparacdo a biblioteca eletrbnica NIST 147 e bgho do compartimento em que 0S
compostos se encontravam, ao se tratar de bastd¥es antes de serem ativados (conteudo
interno da ampola ou externo a ampola).

As Figuras 22 a 24 a seguir apresentam exemplasodgatogramas obtidos pela analise
da FSA do contetudo dos bastdes coletados usant@agéon no MS realizada por impacto de
elétrons a uma energia de 70eV, empregando-se wadalos procedimentos de extracdo
discutidos.
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Figura 22 - Cromatograma obtido na andlise da F8Aahteddo dos bastbes de luz quimica
apos extracao por SPE, nas condicdes descritasexo 4.
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Figura 23 - Cromatograma obtido na analise da B8A&onteludo dos bastdes de luz quimica
apos extracao por LLE, nas condi¢gBes descritan@xoa3A.



78

(10,000,000 Mz Intensity | 27 570,863
qTIC DL . Time 27654 Scand 23963 Inten. 267 495 Owen Temp231 G4
] g 2w
&
] N3
2.5 R
] ¥ I 3,5.6 acido triclorosalicilico
207 A 212 37 sose
] 3 K |
j £ £E| = 45
159 1 g B3 g E HE
] B 3 g ] I
b = o b} _8 E “E g 4 o
& 3 d 2818 |58 | |
1.0 s"; B 1 i ?; = i-lg e Bl &
B 3 4 S5 E 2d| #]4
EREE o b 4.8 i Ell
0.5 dfe B o R P N B R
i i ki W8] 2| Z|3 i
1 A I'ﬂ‘u 5 ' l 20 8| &=
U'D_—“ ':‘I ‘I T ) Clq| T 1 1 |J |Il I|l i' .ll T = ) 1] I
50 75 10.0 125 150 175 200 225 2810 75 30.0 325 380 37 Sminutos

Figura 24- Cromatograma obtido na analise da FSgotteudo dos bastdes de luz quimica apos
extragdo por HS, nas condi¢des descritas no ghexo

De acordo com a Tabela 4, confirmou-se a presemcalichetil ftalato, além da
identificac@o por tentativa do 2-etil nitrofeniléa® no compartimento externo a ampola de vidro
de bastbes novos (Anexo 5- Fig. 27). No conteudandpola de vidro foi possivel confirmar a
presenca do dibutil ftalato e identificar por téint o diisobutil ftalato; acido benzdico, butil
ester (benzoato de butila); butil 2-etilhexil ftalaftalato de dietila; 2,4,6 triclorofenol (Figura
25a); acido 3,5,6 triclorosalicilico (Figura 25b}[3H] isobenzofuranona (Figura 25c) ; e di(2-
etilhexil) ftalato. Pedersen et al. (2003) consegguiidentificar por GC-MS o DBP , DMP e um
composto triclorado que poderia corresponder a6 2ftriclorofenol ou &cido 3,5,6
triclorosalicilico encontrado neste trabalho. OdécB,5,6 triclorosalicilico, também conhecido
como acido 2,3,5-tricloro-6-hidroxibenzoico, € uomposto utilizado em processos envolvendo
reacoes de quimiluminescéncia (Cosmos, 2010). Hoepso de degradacdo do DMP estruturas
intermediarias como o monometil ftalato e o anidrtélico (Figura 25d) identificados, podem
ser formados pelo ataque de radicais hidroxilasuas cadeias alquil. O mesmo pode ocorrer
com o dibutil ftalato formando o benzoato de buslacom o DEHP formando o mono(2-
etilhexil)ftalato. Portanto, as diferentes posic@esataque de radicais hidroxila nas suas cadeias
alquil podem ter produzido diferentes intermedgripistificando assim a grande variedade de
ftalatos identificados. Quanto ao 2,4,6 triclorafe(25a) e ao acido 3,5,6 triclorosalicilico (25b)
identificados, é possivel que tenham sido formagartir de clivagens do TCPO ou CPPO,
oxalatos normalmente utilizados no processo de itpritmescéncia dos bastdes de luz quimica.
N&o ha dados na literatura cientifica sobre os msweps de acdo de clorosalicilatos, como os

presentes nas reac¢fes quimiluminescentes dos $adriz quimicgBecharaet al, 2009).
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Esteres de acido clorosalicilico sdo compostosifitgl dlegradacdo e se acumulam no ambiente

€ Nos organismos com 0s quais entram em contath@Beet al., 2009).

Cl
O OH 0 o
HO il cl OH ‘i{
(L ;
a) b} cl c) 9
Cl e

Figura 25- Estruturas de: (a) 2,4,6 tricloroferfb); acido 3,5,6 triclorosalicilico;

(c) 1[3H] isobenzofuranona e (d) anidrido ftalico.

De acordo com a descricdo contida em patentes,lugaso fluorescente deve ficar
preferencialmente dentro de uma fina ampola deovmbntendo um oxalato. O fluoréforo
presente nesta solugdo pode ser rubreno, 9,10Hdifeaceno; 1-cloro-9-10-
bis(feniletinil)antraceno entre outros, e o dibfialato deve atuar como solvente. A outra
solucédo, responsavel por induzir a reacdo de quinmilescencia dos sinalizadores, pode conter
agua, um catalisador (preferencialmente salici#osodio, 5-bromosalicilato de sédio ou 5-
clorosalicilato de sédio), o peroxido de hidrogéri@ solvente (preferencialmente mistura de
dimetil ftalato e alcool t-butilico). Essa solugdode ser usada fora da ampola, desde que fique
separada da solucéo fluorescente, estando assanodéo com o tipo de sinalizadanalisado
neste estudo, diferindo apenas quanto a presencacido 3,5,6 triclorosalicilico que foi
identificado por tentativa dentro da ampola juntsoducéo, contendo o fluoréforo que por sua
vez foi o responséavel pela cor amarela do refer@eudo.

Pela LLE de bastdes novos identificou-se a presén@4,6 triclorofenol, que pode estar
relacionada a sintese do TCPO, a partir da reagéccloreto de oxalila, citado como reagente da
reacao peroxido-oxalato (Mohan & Turro, 1974).

No presente trabalho foram identificados por térdatdentre as varias substancias
presentes nos bastbes de luz quimica usados, td isbpropil éter e o hidrogeno ftalato de t-
butila, os quais podem representar produtos déioeacorrida com o alcooért-butilico, citado

como componente de bastdes de luz quindida Technical2005).
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Tabela 4- Substancias encontradas nos bastfez dgeifuica (novos e usados) usando os diferentesdogtle extracdo otimizados

Composto Método de extragéo Similaridagé@ Contetdo Origem do Anexo 5
bastao (Figura)
SPE LLE HS SPME-ID (%)
Dimetil ftalato * + + + + 97 T Novo/Coletado 9
2-etil nitrofenilacetato - + - - 75 T Novo 27
1[3H] Isobenzofuranona - + - - 88 A Novo 24
2,4,6 triclorofenol * - + - - 71 A Novo 25
Di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) * - + - - 85 A Novo 22
Dibutil ftalato * + + + + 97 A Novo/Ctddo 16
Ftalato de dietila (DEP) * - -+ - 91 A Novo/Coletado 11
Diisobutil ftalato - - + + 94 A Novo/Coletado 15
Butil 2-etilhexil ftalato - - + - 93 A Novo/Coletado 17
Acido benzdico, butil éster (Benzoato de butila ) - - + - 97 A Novo/@thdo 8
3,5,6 acido triclorosalicilico* - + o+ + 68 A Novo/Coletado 18
1- Pentanol - - + - 96 A+T @vhdo 2
t — butil isopropil éter - - + - 90 A+T Coletado 3
Acetato de butila + + + - 95 A+T Coletado 4
Butanoato de butila - - + - 96 A+T Coletado 5
Acido benzdico, metil éster - -+ - 95 A+T Coletado 6
Anidrido ftalico (1,3- isobenzofurandiona) + - + - 96 A+T @thdo 7
Monometil ftalato - - + - 85 A+T Coletado 10
Butil metil ftalato - - + - 86 A+T Coletado 12
Acido benzenesulfonico, 4-metil, butil éster - - + - 91 A+T Coletado 13
hidrogénoftalato t-butila - -+ - 82 A+T Coletado 14
Butil ciclohexil ftalato - - + - 82 A+T Coletado 19
Mono(2-etilhexil)ftalato (MEHP) - - + - 97 A+T Coletado 20

a — similaridade do espectro do composto em relag&xtraido da biblioteca eletrénica do softwdHST 147 Lib.).
Conteudo do tubo externo a ampola -T Conteludangaola- A Mistura do conteldo interno e externc- A
Composto detectado pelo método (+) Composto niztdelo pelo método (-)

Relatado como componente dos bastdes de luz qufmica
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4. 1.2 — Avaliacéo de alteracdes sofridas nos ooeiptes da ampola dos bastdes de luz quimica
durante preparo da FSA

Um estudo cinético com ésteres de &cido ftalicoE®Aem agua do mar feito por
Sullivanet al. (1982), mostrou que uma maior adsor¢do do DEHBezlimento marinho e vidro
dos tubos-teste ocorre durante a primeira horaegapos 12 horas, o adsorvente sélido e a fase
aquosa ficam essencialmente em equilibAssim, foram avaliadas amostras da FSA do
conteldo da ampola do bastdo novo durante 13 hatasiés da extracdo pbeadspacee
analise por GC-MS a fim de identificar o comportatnedos componentes presentes e possiveis
alteracbes ocorridas durante o preparo. As amoduesm analisadapor HS/GC-MS, com
programacéao de 120°C (1min)- 15°C/min — 160°C(3nfiAE/min — 180°C(1min)- 20°C/min —
230°C(1min), em intervalos de 30min, 1h, 2h e T3hcromatogramas sdo mostrados no Anexo
7. Os compostos foram identificados por tentativea relacdo entre as areas normalizadas dos
picos obtidos para cada componente, ao longo dpaesdo mostrados na Figura 26 e Tabela 5.
Para calcular a area normalizada considerou-se cobd0% a maior area de cada substancia. Os
unicos compostos identificados que desapareceragecmrer do tempo foram o 1,4-diisobutil-
1,4-dimetilbutil; nitrito de butila e butil 6-clof@-tioxo-1,3-benzoxazole-3(2H)-carboxilato. As
substancias em questdo apresentavam baixas abiasjés quais diminuiram com o tempo
devido provavelmente a reacdes ou adsorcao nadegsad® recipiente, impossibilitando sua
identificacdo apds uma hora. Das 11 substancetifitadas por tentativa (Tabela 5 e Figura
26), o benzoato de butila e o acido cloroacético 4-pewrihdister foram o0s Unicos que
demonstraram aumento na sua concentracdo fissth. pode ser devidosiua dessor¢cédo, com o
tempo, das paredes do recipiente ou por condigdesédveis a sua solubilidade. Em todas as
outras substancias identificadas verificou-se caideento das concentracdes de acordo com a
analise de abundancias relativas, sendo qumitio 2-etilhexil ftalato, diisobutil ftalato e DBP
identificados na FSA da ampola do bastédo de lunigaipermaneceram na FSA pronta para uso
como pode ser visto na TabelaAs concentracdes das substancias com duas horsepar
comecar a entrar em equilibrio, ndo apresentandodgs diferencas na area observada em
relacdo ao tempo final analisado (13 horas). Dedac@om a andliseficou registrada a
concentracdo consideravelmente maior do dibutiatibaem relacdo aos outros compostos

(Tabela 5), apesar de ter ficado claro que suaettragdo diminuiu sensivelmente (£ 42%) com
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0 passar do tempo. As outras duas substanciasivgrant maior abundancia em relacédo as
demais substancias identificadas foram o butiliiZtetato e o diisobutil ftalato, indicando sua

importancia na composicao da ampola dos bastkez dgiimica analisados.

Tabela 5- Relacdo de compostos identificados paatiga durante preparo da FSA do contetdo
da ampola dos bastdes de luz quimica, em intend@o30min, 1h, 2h e 13h, com a éarea dos
picos e area normalizada obtida de cada componasteondi¢cdes descritas no anexo 2.

Composto Tempo Area Area
normalizada (%)
acido benzdico butil éster 30min 124.859 20,0
1 hora 355.938 56,9
2 horas 635.817 100,0
13 horas 546.176 87,3
1,4-diisobutil-1,4-dimetilbutil 30min 545.832 100,0
nitrito de butila 30min 143.788 100,0
butil 6-cloro-2-tioxo-1,3-benzoxazole-3(2H)-carbaxd  30min 100.226 100,0
acido pentadecanoico 30min 525.036 100,0
1 horas 250.518 47,7
2 horas 232.050 44,2
13 horas 297.007 56,6
2,3-dimetil-2,3-difenilbutano 30min 331.549 100,0
1 horas 325.679 98,2
2 horas 162.000 48,9
13 horas 161.861 48,8
butil 2-etilhexil ftalato 30min 1.791.495 100,0
1 horas 971.369 54,2
2 horas 776.118 43,3
13 horas 734.092 41,0
diisobutil ftalato 30min 1.590.965 100,0
1 horas  1.051.828 66,1
2 horas 749.449 47,1
13 horas 613.252 38,5
dibutil ftalato (DBP) 30min 10.469.935 100,0
1 horas 9.213765 88,0
2 horas  5.191.889 49,6
13 horas 6.026.920 57,56
acido hexadecanoico 30min 864.531 90,2
1 horas 958.244 100,0
2 horas 586.645 61,2
13 horas 608.701 63,5
acido cloroacético 4-pentadecil éster 30min 159.620 71,2
1 horas 195.233 87,1
2 horas 168.281 75,0

13 horas 224.219 100,0
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Figura 26- Representacao grafica da area normalidad substancias identificadas pela analise
de abundancias relativas dos compostos contidesnpala dos bastdes de luz quimicavos),

em intervalos de 30min, 1h, 2h e 13h durante peegarFSAnas condi¢cdes descritas no Anexo
2.

4.2- Quantificacdo do DBP e DMP

As curvas analiticas para DBP e DMP foram cordisia partir de cinco padrdes, cujas
concentracdes variaram entre 0,02 e 10Ty A partir das curvas analiticas (arearsus
concentracdo), construidas, foram obtidas equagies as quais foram calculadas as
concentracdes destas substancias nas amostramdaalno tempo inicial e apés 6 meses (Tabela
6). Observou-se uma boa relacao linear para ovalteestudado, uma vez que o coeficiente de
correlacdo foi superior a 0,99. Para o DBP a falgalinearidade foi de 0,02 a i@lL, o
coeficiente de correlacéo YRfoi de 0,992 a 0,997 e o limite de quantificagitre 0,02 e 0,05

ng/L baseado na menor concentragdo utilizada naacanalitica. Para o DMP a faixa de
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linearidade foi de 0,1 a 10,4y L™, o coeficiente de correlac&o variou entre 0,999987 e o

limite de quantificacéo foi 0,1g L™

Tabela 6- Dados das curvas analiticas de dibatdtfi e dimetil ftalato e limites de quantificacédo
(LOQ) obtidos com método desenvolvido para DI-SPME.

Composto Faixa de Equacao da curva Coeficiente de LOQ
linearidade correlacéo (B (ng L'
(g L)
Dibutil ftalato 0,02-1,0 A=3.106 c + 25980 0,992 0,02
0,05-1,0 A=1.107c-245172 0,997 0,05
Dimetil ftalato 0,1 -5,0 A=16642c + 2624 0,999 0,1
0,1-10,0 A=56642c— 3161 0,997 0,1

O protocolo usando microextragdo em fase solidehemdspacegHS-SPME) néo foi
eficiente para a quantificagdo do DBP e DMP, prelraente devido a grande quantidade de
vapor d’agua nas amostras analisadas, que tersdiui@r os sitios ativos da fibra. Sendo assim,
escolheu-se o procedimento de microextragdo emsfadita por imerséo direta na amostra (DI-
SPME) para avaliar as concentragcbes do DBP e DMP,spr um procedimento rapido e
eficiente. Além disso, as substancias em quest@seauaram grande afinidade a fibra utilizada.
As concentracdes de DBP e DMP nas FSA dos bas&kg djuimica novos recém preparadas

sao apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7- Concentracdo médjeg(L* ) e desvio padrdo (N=3) do DBP e DMP nas FSA das
amostras analisadas de bastdes de luz quimica.novos

Fracado soltvel em agua do Mistura dos Conteudo interno Conteudo externo
contelido dos sinalizadores contetidosi(g L% (ng L' (Lg LY
Concentracéo do DBP 18,8+ 0,6 78,4t 7,2 -
Concentragcdo do DMP 2860,7+ 7,0 - 4514,3+ 22,3

4.3- Avaliacdo do efeito do tempo, temperaturaposicdo a luz no comportamento das FSA do
DBP e DMP

Tendo em vista o DMP e DBP serem os compostosopriedntes no conteldo dos
bastbes, além de apresentarem toxicidade paraismyas vivos, tais como microcrustaceos

marinhos como misidaceos, artemias, anfipodas époaias harpacticéides (Mayer & Sanders,
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1973; Lindén et al., 1979) e serem suspeitos @ef@rir nosistema endaocrino (Kim et al., 2004),
0 comportamento de ambos foi estudado nas FSA.

As concentracfes do dibutil ftalato e dimetil ftal]goresentes nas FSA preparadas tanto a
partir das substancias puras quanto do conteldsidakzadores, foram avaliadas com relacéo
aos efeitos do tempo e exposicdo a luz solar erdpdratura, em relacdo a possiveis processos
de degradacao que possam causar mudancas. A Ba@ygtasenta os valores determinados para
as diferentes condic¢des testadas.

A concentracdo do DBP e DMP nas FSA preparadata gastassubstancias puras logo
apos seu preparo foi de 83t68,5 ug L' e 4833,3+ 208,2ug L* respectivamente (Tabela 8),
semelhante as encontradas nas FSA do conteldasi@®s de luz quimiddabela 7)com 78,0
+ 7,2ug L' de DBP dentro da ampola e de 4514,3 + 22,28 " do DMP no compartimento
externo a ampola. Essa grande diferenca de coa¢ées entre as duas substancias se deve,
principalmente, a maior solubilidade em agua do D{tRAndo comparado ao DBP. Observou-se
gue as concentracdes do DBP e DMP diminuiram nAspf&paradas com a mistura de ambos
(DBP= 4,9 + 0] pg L* e DMP= 318,7 + 10,3g L") e também com a mistura do contetdo dos
bastdes (DBP= 18,8 + O46g L* e DMP= 2860,7+ 7,0 ug L"), embora nesse segundo caso
(Tabela 7) a diminuicdo néo tenha sido tdo acentyavavelmente pelo efeito de cossolvéncia
exercido por outras substancias lipofilicas presentPossivelmente a reducdo observada em
relacdo as FSA preparadas a partir de cada sulsstiura se deve a uma interacdo entre o DMP

e DBP, levando a uma diminui¢do na solubilidadedgoa de ambos.

Tabela 8- Concentracdes médiag (') e desvios padrdo (N=3) do DBP e DMP nas FSA
preparadas a partir das substancias puras e darantee ambos: no momento de preparo (0);
mantidas em temperatura ambiente durante 6 mesescom (6E) e sob radiacdo solar (6S).

Tratamento Substancie 0 6E 6S 6G *
(ug L) (ug L) (ug L) (ug L)
DBP Pura 83,6t 8,5 15t 0,7 10,3 0,6 17,31 0.3
DMP Pura 4833,3+208,2  4986,F 3372 4563,3+ 351 4760+ 176,9
DBP 4,9 +0] 0,6+ 0,02 0,5+ 0,02
Mistura
DMP 318,7 + 10,3 189,3+ 2,5 158,7+ 1,5

* mantidas durante 6 meses no escuro a 5°C (6@)gvaliar estabilidade das FSA.
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