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USE OF BLUE RAYON FOR THE EXTRACTION/CONCENTRATION OF POLYCYCLIC COMPOUNDS IN THE AQUATIC
ENVIRONMENT. This is a review about the use of Blue rayon in the extraction and concentration of environmental contaminants
in the aquatic environment. Blue rayon is an adsorbent composed of fibers covalently linked with copper phthalocyanine trisulphonate
that has the ability to selectively adsorb polycyclic compounds. Blue rayon can be used in situ, in columns or in flasks. This method
showed to be efficient in the extraction of important classes of environmental contaminants like the polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs), aromatic amines and phenylbenzotriazoles (PBTAs) and can be an important tool in monitoring studies for the evaluation

of water quality.
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INTRODUCAO

A poluicdo nos diferentes compartimentos ambientais (dguas,
solos e ar), que resulta como principal conseqiiéncia do processo
de industrializacdo ou simplesmente de atividades humanas, € um
dos principais problemas que o homem tem para resolver ou, pelo
menos, controlar. Os contaminantes ambientais podem ter diferen-
tes caracteristicas quimicas e, em uma classificagdo preliminar,
podem ser divididos em poluentes organicos, inorginicos e espéci-
es metalicas'.

Os micropoluentes organicos sdo um dos problemas mais criti-
cos relativos aos recursos de dgua para consumo humano, e a pro-
tecdo dos ecossistemas aqudticos®. Neste grupo de contaminantes,
os produtos quimicos téxicos ou cancerigenos tém recebido gran-
de aten¢@o’.

Para andlise dos contaminantes presentes em ambientes aquati-
cos, os procedimentos de extragdo/concentra¢do sdo muito utiliza-
dos, pois estes normalmente estdo em concentracdes baixas, dilui-
dos em grandes volumes de amostra, e os métodos seletivos de ex-
tragdo/concentragido de amostras t€m se mostrado bastante tteis no
direcionamento das andlises quimicas de identificagdo, bem como
na descoberta de novas classes de contaminantes ambientais®’

Em 1983 foi descoberto que fibras de algodao ligadas covalen-
temente ao pigmento ftalocianina de cobre tiossulfato, denomina-
das Blue cotton (Figura 1), formavam um adsorvente seletivo para
compostos policiclicos!'®!!.

O Blue rayon, similarmente ao Blue cotton, ¢ um conjunto de
fibras inertes de rayon ligadas covalentemente a0 mesmo pigmen-
to, ftalocianina de cobre tiossulfato, contendo 2-3 vezes mais
ligantes (aproximadamente 30 umol/g peso seco) que o Blue cotton
(10 umol/g peso seco). A estrutura do Blue rayon ndo foi encontra-
da na literatura pesquisada'>'*. O Blue rayon tem sido mais utiliza-
do que o Blue cotton como adsorvente de substancias com estrutu-
ra molecular planar e policiclica presentes em amostras de alimen-
tos, dguas e materiais bioldgicos'1>16,
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Figura 1. Estrutura do Blue cotton
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Com o objetivo de obter um adsorvente com mais moléculas
de ftalocianina de cobre tiossulfato e, portanto, maior nimero de
sitios de ligagdo para os contaminantes ambientais, foi desenvol-
vida a Blue chitin. A quitina em pé € capaz de conter aproxima-
damente 40 umol/g peso seco do pigmento. Normalmente a Blue
chitin € utilizada em pequenas colunas para extracdo em fase s6-
lida''.

O mecanismo pelo qual o Blue cotton, Blue rayon e a Blue
chitin adsorvem os compostos policiclicos estd diretamente relaci-
onado com a caracteristica planar deste tipo de molécula'®. Uma
ligagdo hidrofébica 1:1 € formada com o pigmento ftalocianina de
cobre tiossulfato, que tem uma grande estrutura molecular planar'.
Preferencialmente sido adsorvidos pelo Blue rayon os compostos
com trés ou mais anéis fundidos em sua molécula. Hayatsu'®, em
um estudo de recuperacdo onde compostos com um e dois anéis e
alifaticos foram avaliados, observou que os mesmos apresentaram
baixa ou moderada recuperacdo. Na Tabela 1 foram sumarizados
os resultados obtidos nesse trabalho.

Para a identificacdo dos compostos policiclicos presentes nos
extratos obtidos com o Blue rayon hd uma tendéncia de se combi-
nar testes de genotoxicidade com andlises quimicas. Usualmente
testam-se os extratos organicos totais e suas fracdes através do tes-
te conhecido como Salmonella/microssoma ou Teste de Ames'™'®.
As fracdes com maior atividade mutagénica sdo submetidas as and-
lises quimicas de identificacdo. Esta estratégia tem sido utilizada
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Tabela 1. Recuperagdo aproximada de compostos policiclicos e
ndo policiclicos por Blue cotton, baseada nos grificos da ref. 16

Composto Numero % de
de anéis recuperagio
AoC >3 90
2-acetilaminofluoreno >3 55
N-acetil-Trp-P-1 >3 95
N-acetil-Trp-P-2 >3 75
Hidroclorito de acrivlavina >3 100
Actinomicina D >3 25
Aflatoxina B >3 85
9-aminoacridina >3 95
2-aminoantraceno >3 75
Bellidifolin >3 60
Benz[a]antraceno 5-metilenosulfato >3 50
Benzo[a]pireno >3 100
Acido carminico >3 45
Hidroclorito de clorpromazina >3 80
Acido tetrasulfonico ftlocianina >3 85
de cobre
Daunorubicina >3 100
1,N°-etenoadenosina >3 0
Brometo de etidio >3 95
Etil eosina >3 95
Fluoreceina >3 50
Glu-P-1 >3 85
Glu-P-2 >3 65
Harman >3 95
Heme >3 85
1Q >3 95
MeAaC >3 90
MelQ >3 90
MelQx >3 95
8-metoxipsoralen >3 60
Azul de metileno >3 100
1-nitropireno >3 80
Norharman >3 90
Fenasina A >3 85
Fenasina C >3 70
Hidroclorito de quinacrina >3 100
Rodamina >3 100
Riboflavina >3 80
Swertianolina >3 30
Trp-P-1 >3 100
Trp-P-2 >3 100
Adenina 2 10
Adenosina 2 2
Amarant 2 35
ATP 2 0
Carbadox 2 35
6-dimetilalilaminopurina 2 35
NADH 2 0
Naftaleno 1-metilenosulfato 2 10
4-nitroquinolina 1-6xido 2 10
PhIP 2 95
Quercetina 2 95
Triptofano 2 5
4-aminobifenil 1 35
Furilfumarida 1 25
Histidina 1 2
Mitomicina 1 0
4-nitro-o-fenilenediamine 1 15
p-nitrofenol-Na 1 5
Fenolftaleina 1 25
Nitrosodimetilamina 0 0
Acido oleico-NA 0 10
Fecapentano-12 0 20
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tanto para detec¢do de compostos conhecidos, como para identifi-
cagéio de novas classes de compostos mutagénicos*!>1°.

Existem diferentes linhagens de Salmonella que podem ser uti-
lizadas e que respondem seletivamente a classes especificas de
compostos quimicos. A seletividade das linhagens associada a
seletividade das técnicas de extragdo/concentracio de amostras pode
levar a obtencdo de extratos com um nimero reduzido de compos-
tos, facilitando as andlises de identificacdo quimica.

Para extragdo/concentragdo de contaminantes policiclicos pre-
sentes em ambientes aquaticos, Blue rayon e Blue cotton podem
ser utilizados in situ, em colunas ou frascos, dependendo dos obje-
tivos do estudo. A Tabela 2 apresenta um resumo desta revisio,
compilando os compostos identificados em dguas e efluentes de
diferentes locais do mundo concentrados por Blue rayon.

LAVAGEM E REUTILIZACAO DAS FIBRAS DE BLUE
RAYON

O Blue rayon pode ser reutilizado'® e, para isso, deve ser lava-
do. Kummrow et al.***' padronizaram e otimizaram um procedi-
mento de lavagem, e avaliaram o desempenho das fibras reutilizadas
por comparag@o com a técnica de extragdo/concentracio XAD-4
utilizando amostras de dgua enriquecidas com o 2-aminoantraceno
(2AA).

Ap0s a eluicdo, as fibras de Blue rayon devem permanecer em
capela de seguranca quimica para evaporagdo completa da solugio
de eluigdo residual. Apds a secagem, devem ser transferidas para
um becker contendo dgua ultrapura. O Blue rayon deve ser lavado
com ajuda de um bastdo de vidro, e este procedimento deve ser
repetido quatro vezes. Apds a ultima lavagem, o excesso de dgua
deve ser retirado com papel filtro®.

Logo ap6s a etapa de lavagem com dgua ultrapura, o Blue rayon
¢ transferido para um erlenmeyer com solucdo de metanol/hidréxido
de amonio 50:1(v/v), que deve ser mantido sob agitacdo mecanica,
por 1 h. Este procedimento deve ser repetido duas vezes. Apds a
dltima repeticdo, adicionar solu¢do de metanol/hidréxido de amonio
50:1(v/v) e deixar as fibras imersas por uma noite. Apds este perio-
do, substituir a solugdo de metanol/hidréxido de amdnio 50:1(v/v)
por metanol puro e manter as fibras por 1 h, agitando-as ocasional-
mente. O metanol deve ser recolhido e concentrado em evaporador
rotatério para avaliacdo da eficiéncia do processo de lavagem. Os
extratos podem ser submetidos as andlises quimicas ou ao teste de
Ames dependendo do propdsito do seu proximo uso®.

Para verificagdo da eficiéncia de recuperac@o de fibras de Blue
rayon ja utilizadas e pela resina XAD-4, foram utilizadas amostras
preparadas em 5 L de dgua ultrapura aos quais foram adicionados
100 pug de 2AA (uma amina aromdtica com trés anéis em sua mo-
lécula). Estas amostras enriquecidas foram tratadas como amos-
tras naturais e submetidas aos processos de extragdo/concentragdo,
conforme descritos por Kummrow er al.?'.

Neste estudo foram avaliadas as eficiéncias da resina XAD-4,
tanto para extracdo em pH natural quanto em pH acido, e de fibras
de Blue rayon com mais de 10 reutilizagdes, tanto com amostras
de dgua bruta quanto tratada, Blue rayon com 7 reutilizacdes ape-
nas com amostras de dgua bruta, Blue rayon com 5 reutilizacdes
apenas para amostras de dgua tratada e Blue rayon nunca utilizado,
apenas lavado. Essa recuperagdo foi avaliada através do teste de
Ames?'.

Os resultados desta avaliagdo mostraram que o Blue rayon uti-
lizado apenas para extracdo de amostras de dgua tratada apresen-
tou uma recuperacgdo relativamente menor. De acordo com
Hayatsu'®, o cloro livre presente na dgua tratada ataca o pigmento
ftalocianina de cobre tiossulfato do Blue rayon, fato que pode ser
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Tabela 2. Compostos identificados nos extratos de Blue rayon obtidos pela técnica in situ, em colunas e frascos em diferentes locais do

mundo

Compostos identificados

Local/ambiente Ref.

Blue rayon in situ

Benzo(a)pireno Ilha Seto, Japdo. Ambiente marinho 28
MelQx, Trp-P-1, Trp-P-2 e PhIP Japdo. Aguas do rio Yodo 23
PBTA-1 Kyoto, Japdo. Aguas do rio Nishitakase 9
Benzo(a)pireno Ilha Seto, Japdo. Ambiente marinho 33
PBTA-2 Kyoto, Japdo. Rio Nishitakase 25
Trp-P-1, IQ e AaC Canal de Viena. Aguas do rio Dantibio, 29
Harman, 6-cloroharman, Japdo. Efluentes de estacdo de tratamento de esgoto doméstico de Shizuoka 29
8-cloroharman e 3-cloroharman
PBTA-5 e PBTA-6 Japdo. Aguas dos rios Tobei, Asuwa, Nishitakase, Katsura e Uji 5
PBTA-4 Japdo. Aguas dos rios Nikko. e Uji 6
PBTA-3, PBTA-4 ¢ PBTA-6 Japdo. Aguas dos rios Mawatari, Asuwa e Kitsune 32
PBTA-7 e PBTA-8 Japdo. Aguas dos rios Mawatari, Asuwa, Kitsune, Nishitakase, Katsura e Uji 31
HPAs Brasil. Aguas do estudrio de Santos, Brasil 30
Blue rayon em colunas
PBTAs 1 e 2 Japdo. Aguas do rio Yodo 7
Trp-P-1 e Trp-P-2 Japdo. Aguas de rio 24
PBTAs 2,3,4¢e6 Japao. Amostras de efluentes de estagdes de tratamento de esgotos 36
Blue rayon em frascos
Benzo(a)pireno Japao. Amostras de dgua 38

observado pela perda de cor das fibras. Com base neste resultado
Kummrow er al.*' sugerem que o Blue rayon seja reutilizado ape-
nas 4 vezes para amostras de dgua tratada. O Blue rayon utilizado
para extracdo de amostras de dgua ndo tratada pode ser reutilizado
mais vezes (mais de 10 vezes) mantendo eficiéncia similar a da
resina XAD-4. Além disso, foi possivel concluir que, nas condi-
coes testadas, a resina XAD-4 e os lotes de Blue rayon apresenta-
ram eficiéncias de recuperagdo da atividade mutagénica induzida
pelo 2AA muito semelhantes®'.

METODOS DE UTILIZACAO DO BLUE RAYON
Blue rayon in situ

Sakamoto e Hayatsu'? descreveram o método denominado Blue
rayon in situ. Neste método as mechas de Blue rayon sdo acondici-
onadas em redes de nylon, com um peso no fundo, e s3o conectadas
a uma bdia. O conjunto é colocado no ponto de amostragem e as
fibras permanecem imersas por 24 h. Apds este periodo, o conjun-
to € removido e as mechas de Blue rayon levadas ao laboratério
para os procedimentos de preparo do extrato.

Inicialmente as mechas sdo lavadas com 4gua ultrapura, para
retirada do material que ficou retido sobre as fibras, ndo ligado as
moléculas de ftalocianina de cobre tiossulfato. O excesso de dgua
¢ retirado com papel filtro e as mechas transferidas para um
erlenmeyer para serem eluidas com solu¢do de metanol/hidréxido
de amodnio 50:1 v/v na proporcdo de 80 mL desta soluc@o para cada
0,5 g de Blue rayon™.

Sdo muitos os trabalhos que tém utilizado esta técnica, ou com
pequenas modificagdes, para recuperar contaminantes organicos
presentes em amostras ambientais, os quais serdo descritos a se-
guir4,7-9,]3,22-30.

Nos estudos realizados por Sakamoto e Hayatsu'? no rio Yodo e
por Kusamran ef al.**> nos rios Chao Phraya, Sumida e Ara os
contaminantes presentes nos extratos nao foram identificados, ape-

nas sua atividade genotdxica foi avaliada através do teste de
Ames'”'8, Devido a seletividade do Blue rayon e a atividade
mutagénica observada nos extratos obtidos por Kusamran er al.?
ter sido detectada pelo teste de Ames em condigdes seletivas para
aminas aromaticas, foi sugerido que os compostos presentes nos
extratos pertenciam a esta classe.

Otsu et al." utilizaram o teste de Ames e a técnica de Blue
rayon in situ para avaliar a distribuicdo e as caracteristicas dos
mutdgenos presentes nas dguas de trés rios da Coréia. Este estudo
mostrou que o rio que recebia efluentes industriais apresentava alta
atividade mutagénica para a linhagem TA98 na presenga de ativa-
¢do metabdlica (> 2000 revertentes/placa), sugerindo a presenga
de substancias que causam mutagdo do tipo deslocamento do qua-
dro de leitura do DNA, ressaltando a importincia da identificagdo
dos compostos responsdveis por esta atividade mutagénica para se
avaliar o risco ao qual a populacdo humana estd exposta ao consu-
mir a agua tratada destes mananciais.

Ohe et al.*® utilizaram a técnica de Blue rayon in sifu para ca-
racterizar a mutagenicidade de rios que atravessam dreas metropo-
litanas da América do Norte. Embora os contaminantes presentes
nos extratos ndo tenham sido identificados, os autores obtiveram
resultados que sugerem que a atividade mutagénica estaria relaci-
onada a aminas aromaticas.

Umbuzeiro et al.* verificaram a presenca de compostos
policiclicos aromdticos no Ribeirdo dos Cristais, Brasil, utilizando
a técnica de Blue rayon in situ e submetendo os extratos obtidos ao
teste de Ames, com as linhagens de Salmonella tiphymurium TA9S,
TA100, YG1041 e YG1042. Os resultados obtidos mostraram a pre-
senca de mutdgenos diretos da classe de compostos nitroaromaticos
e/ou aminas aromadticas policiclicas nas dguas deste ribeirdo.

A técnica de Blue rayon in situ mostrou-se eficiente na recupe-
racdo das aminas aromaticas, que sdo formadas a partir da pirélise
de proteinas, 2-amino-3,8-dimetilimidazol[4,5-f]quinoxalina
(MelQx), 3-amino-1,4-dimetil-5SH-pirido[4,3-b]indol (Trp-P-1), 3-
amino- 1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol (Trp-P-2), 2-amino-1-metil-
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6-fenilimidazol[4,5-b]piridina (PhPI), 2-amino-3-metilimidazol-
[4,5-f]quinolina (IQ) (Figura 2) e 2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol
(AoC) presentes em dguas de rios, permitindo sua identifica¢ao
por técnicas cromatograficas, bem como a detecgdo da atividade
genotdxica desta classe de compostos®?.
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Figura 2. Estrutura do 2-amino-3-dimetilimidazol[4,5-f]quinolina (1Q)

Ohe* identificou por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) nos extratos estudados as aminas aromaticas MelQx, Trp-
P-1, Trp-P-2 e PhPI presentes nas dguas do rio Yodo, no Japao. Ao
submeter os extratos a teste de mutagenicidade, verificou que 5,5%
da atividade genotdxica observada era relativa a presenga de MelQx,
15,6% de Trp-P-1, 2,5% de Trp-P-2 e 0,5% de PhPI.

Nas dguas do rio Dandbio, a utilizacdo dessa técnica permitiu
a identificacdo de trés aminas aromaticas heterociclicas Trp-P-1,
IQ e AaC, que juntas representaram 26% da atividade genotdxica
destes extratos quando a amostra foi submetida ao teste de Ames
com a linhagem de Salmonella typhimurium TA98, na presenca de
ativacdo metabdlica®.

Uma nova classe de compostos genotdxicos, os 2-fenilbenzo-
triazdis (PBTAs) foi descoberta e identificada em extratos obtidos
através das técnicas de Blue rayon e Blue cotton in situ em rios do
Japdo, que recebiam efluentes de industrias téxteis ou que conti-
nham corantes>®%3! tendo sido esta técnica também utilizada no
monitoramento destes contaminantes®.

Os PBTAs sdo produtos formados a partir de dinitrofenilazo
corantes, usados em processos industriais como, por ex., em uni-
dades de tingimento. Estes podem ser formados durante a cloragio
de efluentes industriais em esta¢des de tratamento e, posteriormente,
lancados nos rios®’.

Nukaya ef al.’, monitorando as dguas do rio Nishitakase em
Kyoto através das técnicas de Blue rayon e de Blue cotton in situ,
isolaram cinco compostos que somaram juntos 67% da atividade
mutagénica total dos extratos. Um destes compostos, responsdvel
por 21% da mutagenicidade encontrada, foi identificado através da
técnica de cristalografia por raios-X, como sendo 2-[2-
(acetilamino)-4-[bis(2-metoxietil)amino]-5-metoxifenil]-5-amino-
7-bromo-4-cloro-2H-benzotriazol (PBTA-1) (Figura 3), um poten-
te mutdgeno.
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Figura 3. Estrutura do 2-[2-(acetilamino)-4-[bis(2-metoxietil)amino]-5-
metoxifenil ]-5-amino-7-bromo-4-cloro-2H-benzotriazol (PBTA-1)

Um ano mais tarde, Oguri et al.® identificaram outro composto
presente nos mesmos extratos obtidos por Nukaya er al.’, o qual
representava 17% da atividade mutagénica total dos extratos. Este
foi identificado como sendo 2-[2-(acetilamino)-4-[N-(2-
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cianoetil)etilamino]-5-metoxifenil ]-5-amino-7-bromo-4-cloro-2 H-
benzotriazol (PBTA-2), que também é um potente composto
mutagénico para as linhagens de Salmonella typhimurium TA98 e
YG1024 (com alta atividade da enzima acetiltransferase), em pre-
senca de ativagdo metabdlica. Como o PBTA-1, o PBTA-2 encon-
trado deve ser um produto gerado a partir de corantes azdicos, for-
mados por reducdo e cloragdo nas estacdes de tratamento de esgo-
to e efluentes®.

Ainda como continuagdo do trabalho de Nukaya et al.® foi iden-
tificado um outro composto, responsdvel por outros 12% da ativi-
dade mutagénica total dos extratos obtidos, como sendo o 2-[2-
(acetilamino)-4-amino-5-metoxifenil]-5-amino-7-bromo-4-cloro-
2H-benzotriazol (PBTA-4)°.

Watanabe et al.® verificaram, utilizando esta técnica, que tanto
0 2-[4-[bis(2-acetoxietil)amino]-2-(acetilamino)-5-metoxifenil |-5-
amino-7-bromo-4-cloro-2H-benzotriazol (PBTA-5) como o 2-[2-
(acetilamino)-4-[bis(2-hidroxietil)Jamino]-5-metoxifenil |-5-amino-
7-bromo-4-cloro-2H-benzotriazol (PBTA-6) estdo presentes nos
efluentes de industrias té€xteis, porém apenas o PBTA-6 foi detec-
tado nas amostras de dguas do rio que recebia os lancamentos, em
niveis de 3 a 134 ng/g de Blue rayon.

Um ano mais tarde, Watanabe ef al.>' detectaram e quantificaram
0 2-[2-(acetilamino)-4(dietilamino)-5-metoxifenil] -5-amino-7-
bromo-4-cloro-2H-benzotriazol (PBTA-7) e 2-[2-(acetilamino)-
4(dialilamino)-5-metoxifenil]-5-amino-7-bromo-4-cloro-2H-
benzotriazol (PBTA-8) em dguas de rios do Japdo. Sua
mutagenicidade foi detectada através do teste de Ames, pela linha-
gem de Salmonella typhimurium YG1024, na presenga de ativagio
metabdlica e a contribuicio do PBTA-7 para a genotoxicidade das
amostras variou entre 0 € 15,7% e a do PBTA-8 entre 0 e 14,5%
entre as diversas amostras analisadas.

Os PBTAs 3, 4 e 6 foram quantificados em dguas de rios de
Fukui, no Japdo, por Watanabe et al.®, utilizando CLAE e a técni-
ca de Blue rayon in situ. Estes PBTAs foram encontrados em 96%
dos 24 extratos analisados e as quantidades encontradas para o
PBTA-3 variaram entre <0,08-58,7 ng/g de Blue rayon, para o
PBTA-4 entre <0,1-15,0 ng/g de Blue rayon e para o PBTA-6 entre
<0,07-467,9 ng/g de Blue rayon.

Em dguas salgadas e salobras esta técnica tem tornado possivel
a identificagdo e quantificacdo relativa, por g de Blue rayon, de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) e alguns de seus
derivados, mesmo em locais onde nio era possivel esta identifica-
¢do por outras técnicas de extracdo?’*¥,

Ap6s um derramamento de 6leo na Bafa de Galveston, Kira et
al.”’ utilizaram o Blue rayon in situ para caracterizar a polui¢do do
local e detectar a presenca de compostos genotdxicos. Andlises
cromatograficas demostraram a adsor¢do no Blue rayon de HPAs
mutagénicos e ndo mutagénicos.

Kira et al.?® realizaram o monitoramento da atividade muta-
génica e da quantidade de Benzo(a)pireno (Figura 4) em cinco dre-
as na regidao de Okayama, entre 1991 e 1992, avaliando dguas e
moluscos destas dreas. Nos extratos obtidos dos moluscos, a con-
centracido de Benzo(a)pireno, relativa a 1 g peso seco de molusco,
variou entre 0,08-3,73 ng/g-equivalente e para os extratos das dguas
entre ndo detectado a 19,5 ng/g de Blue rayon.

Figura 4. Estrutura do Benzo(a)pireno
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Kummrow et al.*® identificaram e realizaram a quantificacdo
relativa de HPAs (ug/g de Blue rayon) nas dguas do estudrio de
Santos, no Brasil, nos extratos obtidos através da técnica de Blue
rayon in situ. Nos pontos de amostragem estudados, quando utili-
zada a técnica de rotina baseada na extragdo liquido/liquido e
quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
os resultados eram sistematicamente abaixo do limite de detecgdo.
Com a técnica de Blue rayon in situ foi possivel detectar a presen-
ca de HPAs nessas dguas e nos locais de amostragem. Onde o sedi-
mento apresentava-se mais contaminado foram observadas maio-
res concentragdes destes compostos nas dguas.

Fukazawa et al.® identificaram e realizaram a quantificacio
relativa do Harman (gerado na pir6lise de proteinas) e derivados
mono clorados de Harman (Figura 5) presentes no efluente final de
uma estagdo de tratamento de efluentes domésticos em Shizuoka,
Japao, utilizando a técnica de Blue rayon in sitru. O Harman foi
encontrado em todas as amostragens e suas concentragdes varia-
ram entre 110 a 730 ng/g de Blue rayon e os derivados mono
clorados de Harman foram encontrados em concentragdes que va-
riaram entre 1 a 45 ng/g de Blue rayon, quando eram observadas
concentracdes altas do Harman.

X

N
CH,
Figura 5. Estrutura do 1-metil-9H-pirido[3,4-b Jindol (Harman)

Como pode ser observado nos estudos citados, a técnica in situ
tem cardter qualitativo, porém a quantificacdo dos contaminantes
presentes nos extratos pode ser feita de forma relativa, em fungio
da massa de Blue rayon utilizada. Isso porque néo € possivel preci-
sar o volume de amostra que entrou em contato com as fibras du-
rante o periodo de 24 h3. Além disso, essa técnica mostrou-se ade-
quada para caracterizacdo da atividade genotdxica e para monitora-
mento da contamina¢do de ambientes aqudticos em relagdo a pre-
senca de compostos policiclicos, mesmo daqueles pouco soliveis
em 4gua®?. A técnica in situ tem como principais vantagens a
dispensa da coleta de grandes volumes de amostra, possibilidade
de monitoramento em locais remotos e maior representatividade
nas campanhas de amostragem por permanecer 24 h no ponto de
amostragem?*34.

Blue rayon em colunas

O Blue rayon pode ser utilizado também em colunas como
adsorvente para extracdo em fase solida. Nesta técnica as fibras
previamente lavadas sdo empacotadas em colunas de vidro de 22/
350 mm, com placa porosa e torneira de teflon para cromatografia.
Por elas, sdo passadas*™'* as amostras coletadas em campo...

Para amostras de dgua bruta é recomendada a propor¢do de 1 g
de Blue rayon por L de amostra®'?, e para amostras de dgua trata-
da para abastecimento publico a propor¢do recomendada € de 0,25
a 0,5 g de Blue rayon por L de amostra?'*.

O fluxo de passagem de amostra recomendado ¢ 50 mL por
min®'*. Apés a passagem completa das amostras, o Blue rayon ¢
retirado da coluna e lavado com dgua ultrapura para retirada de
s6lidos suspensos e outros compostos que possam ter ficado reti-
dos fisicamente nas fibras e ndo de fato adsorvidos ao pigmento
ftalocianina de cobre tiossulfato®'. O excesso de dgua deve ser reti-
rado com papel filtro e as fibras transferidas para um erlenmeyer
limpo, para elui¢do com metanol/hidréxido de amonio (50;1 v/v).

Quim. Nova

A elui¢@o pode também ser realizada diretamente nas proprias
colunas, como descrito por Ono et al.**, onde as fibras sdo lavadas
com 4gua destilada, sendo o excesso retirado com ar comprimido e
a elui¢do realizada com metanol/hidréxido de aménio (50;1 v/v)
em um fluxo de 2 mL/min. Em ambos os casos os extratos obtidos
sdo concentrados em evaporador rotatdrio.

Ohe et al.” quantificaram duas aminas aromadticas policiclicas
mutagénicas, o PBTA-1 (Figura 3) e PBTA-2, no rio Yodo, utili-
zando o Blue rayon em colunas para concentrar as amostras e CLAE
para sua identificacdo e quantificacdo. Nos mesmos extratos a
mutagenicidade também foi avaliada. Nas amostras coletadas a
montante do lancamento dos despejos das estagdes de tratamento
de efluentes industriais e esgoto doméstico, as aminas ndo foram
detectadas e os testes de mutagenicidade apresentaram resultados
baixos ou negativos. Porém, nas amostras coletadas a jusante das
estagdes de tratamento, as concentragdes de PBTA-1 variaram en-
tre < 0,01- 1,91ng/L e de PBTA-2 entre < 0,01- 2,25 ng/L e os
extratos apresentaram resultados positivos para os testes de mutage-
nicidade.

Ono et al.** identificaram aminas heterociclicas nas dguas de
rios proximos a cidade de Kyoto, onde se localizavam vdrias esta-
¢oes de tratamento de efluentes e de esgoto doméstico, utilizando
esta técnica. Neste estudo, os autores identificaram por espectro-
metria de massa a presenca de Trp-P-1 e Trp-P-2 na fragdo geno-
toxica, obtida por separacdo em CLAE. Concluiu-se que estas subs-
tancias, geradas por pir6lise do triptofano, eram oriundas dos
efluentes das estagdes de tratamento de efluentes industriais e es-
goto doméstico presentes na regido.

Kummrow ef al.?' aplicaram a técnica de Blue rayon em colu-
nas em paralelo a técnica de extragdo com XAD-4, em amostras de
dguas brutas e suas respectivas dguas tratadas para abastecimento
publico, e os extratos obtidos foram submetidos ao teste de Ames'”'%.
A comparagio dos resultados obtidos através das diferentes técni-
cas de extragdo permitiu diferenciar a atividade mutagénica asso-
ciada a presenca de compostos policiclicos genotéxicos nas aguas
brutas, e que ndo foram removidos pelo processo de tratamento, da
atividade dos compostos genotdxicos que sdo normalmente forma-
dos durante a etapa de desinfec¢do, durante o tratamento de dguas
para consumo humano (por ex. dcidos halogenados, cloral hidrato,
MX, trialometanos etc.). Os estudos de Vartiainen ef al.’’ e
Kusamran et al.®® mostraram também que o Blue rayon e o Blue
cotton ndo sdo capazes de recuperar os compostos genotdxicos for-
mados durante a etapa de desinfeccdo por cloro utilizada no pro-
cesso de tratamento de dguas. Isso € explicado porque estes com-
postos sdo formados por cadeias alifdticas e o Blue rayon € seleti-
vo para compostos policiclicos?!3>37,

Umbuzeiro er al.* compararam os resultados do teste de
Ames'”!® de extratos de dgua tratada utilizando em paralelo as téc-
nicas de Blue rayon em colunas e XAD-4. Observaram que para a
linhagem de Salmonella tiphymurium TA98 na auséncia e na pre-
senca de ativagdo metabdlica, 16 e 28% da atividade genotdxica
detectada poderia ser atribuida a compostos policiclicos respecti-
vamente e, para linhagens YG1041, nas mesmas condicdes, 49 e
54%, respectivamente.

Utilizando o Blue rayon em colunas, Morizawa et al.* identifi-
caram em amostras de efluente de estacdes de tratamento os PBTAs
2, 3, 4 e 6 e verificaram a contribuiciio destes compostos para a
atividade genotdxica nos extratos obtidos. Neste estudo foi apre-
sentado também um método para identificacdo simultidnea de seis
diferentes PBTAs e dois PBTAs ndo clorados.

O Blue rayon, quando utilizado em colunas, permite a quanti-
ficagdo dos contaminantes presentes nos extratos por volume de
amostra, podendo ser utilizado como um método quantitativo para



Vol. 29, No. 3

avaliacdo de compostos policiclicos presentes em ambientes aqua-
ticos™.

Blue rayon em frascos

A utilizagdo do Blue rayon em frascos requer a coleta de amos-
tras e a estas sdo adicionadas as mechas, de massa variavel, de
acordo com o objetivo do estudo e o volume de amostra. As me-
chas permanecem em contato com a amostra por periodos de 30 min
a 24 h, sob agitacdo. Ap6s este periodo o Blue rayon € retirado,
lavado com dgua ultrapura, sendo o excesso retirado com papel
filtro e, entdo, € realizada a elui¢do com metanol/hidréxido de
amonio 50:1 (v/v)*38,

A solubilidade do Benzo(a)pireno em dgua € muito baixa e
para sua quantificacdo em amostras de dgua, Nogami et al.*® usa-
ram o Blue rayon e extracdo sdlido-liquido para estimar a quanti-
dade de Benzo(a)pireno dissolvida e aquela ligada a sélidos
suspensos. Do total de Benzo(a)pireno encontrado nas amostras,
cerca de 60-70% estavam ligados aos sélidos suspensos e o restan-
te, dissolvido na amostra.

Kusamram et al.* adicionando um g de Blue rayon a frascos
contendo 4 L de amostras de dguas tratadas para consumo humano
e mantendo estes frascos sob agitacdo por 24 h, também observa-
ram que este adsorvente ndo € capaz de recuperar compostos
genotéxicos gerados pela reacdo dos dcidos himicos e filvicos
com o cloro durante a etapa de desinfeccdo (4cidos halogenados,
cloral hidrato, MX, etc.).

ESTUDOS DE COMPARACAO ENTRE O BLUE RAYON E
OUTRAS TECNICAS DE EXTRACAO

Estudos de comparagdo entre o Blue rayon e outros métodos de
extragdo/concentracdo foram realizados por vérios autores*?!353-41,

Dutka et al.*® compararam quatro métodos de concentracdo de
amostra, incluindo o Blue rayon. Os resultados negativos para os
extratos obtidos com o Blue rayon foram atribuidos a sua alta
seletividade e especificidade.

Ohe* realizou um estudo no rio Yodo, em Kyoto, utilizando
teste de mutagenicidade com linhagens de Salmonella na presenca
e auséncia de ativagdo metabdlica, visando detectar a atividade
genotdxica de compostos mutagénicos diretos e indiretos como,
por ex., nitroarenos e/ou aminas aromdticas usando XAD e Blue
rayon para concentrar as amostras. Os resultados obtidos mostra-
ram-se positivos, tanto para os extratos obtidos com XAD como
com o Blue rayon. Em alguns pontos de amostragem os resultados
observados foram semelhantes para ambas as técnicas € em outros,
a resina XAD mostrou-se mais eficiente na recuperagdo de com-
postos com atividade genotdxica. Este fato também foi atribuido a
seletividade do Blue rayon para compostos policiclicos.

Sakamoto er al.*' usaram amostras do rio Katsura, que apre-
sentavam atividade mutagénica alta, e do rio Asahi, com atividade
mutagénica moderada, para avaliar a eficiéncia de trés técnicas de
concentragdo: XAD-2, Blue rayon in situ e Blue chitin. Com base
nos resultados obtidos, os autores concluiram que para monitora-
mento destes rios, as colunas de Blue chitin sdo mais eficientes e
mais precisas que as colunas preparadas com a resina XAD-2 em
avaliagOes quantitativas, porém, para avaliar a presenga de com-
postos mutagénicos presentes nos rios analisados, o Blue rayon in
situ € o método mais sensivel e conveniente entre os trés avaliados.

Kira et al.** concluiram que o método utilizando o Blue rayon
in situ era aplicdvel para monitoramento de poluentes no ambiente
aqudtico, através da similaridade da eficiéncia na recuperagdo de
Benzo(a)pireno pelo Blue rayon, em comparagio com um método
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portatil que utiliza microcolunas de extracdo em fase sélida.

Nos estudos que compararam a eficiéncia do Blue rayon em
frascos® e em colunas® com as resinas XAD-2 ¢ XAD-4 para re-
cuperacdo de atividade genotdxica em amostras de dguas tratadas
utilizando o teste de Ames foi observado que estas fibras ndo sdo
capazes de recuperar compostos genotdxicos gerados durante o pro-
cesso de desinfec¢@o por cloro, normalmente presente em dguas
tratadas para consumo humano?'*.

CONCLUSOES

A contaminagdo das dguas por compostos organicos polici-
clicos, como os classicos HPAs nao substituidos, e as novas clas-
ses de contaminantes genotdxicos recém-descobertos, como o
Trp-P-1, MelQ e dos PBTAs e PBTAs nio clorados, tem sido mo-
tivo de grande preocupacdo. Isso se deve ao fato de que tratamen-
tos convencionais nio sdo capazes de remové-los da dgua bruta,
levando ao risco de exposicdo de populacdes humanas, através do
consumo de dguas tratadas contaminadas ou de organismos aquati-
cos contaminados. Como a classe dos compostos policiclicos € usu-
almente pouco soldvel em dgua, sua monitorizagdo utilizando téc-
nicas convencionais de extracdo organica € pouco eficiente. Desta
forma o Blue rayon, especialmente in situ, pode ser uma alternati-
va bastante pratica e adequada para monitoriza¢do da qualidade de
dguas naturais quanto a presenca de HPAs e outros contaminantes
policiclicos téxicos.
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