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Resumo

O monitoramento da poluicdo atmosférica constitui importante ferramenta que
auxilia na tomada de decisbes, como a ado¢éo de medidas de controle. Este projeto
se prop6s a validar a aplicacdo de um amostrador de ar, no monitoramento de
emissdes atmosféricas no ambiente ocupacional de postos de combustivel da
cidade de Sorocaba. Além da analise de material particulado (MP10) e
hidrocarbonetos arométicos policiclicos (HPAS), foi avaliada a mutagenicidade das
amostras em A. cepa e T. pallida. Os resultados foram satisfatérios para o sistema
de amostragem, permitindo a obtencdo de amostras validas. A andlise de MP nao
apontou influéncia das emissfes dos postos nos resultados, mas a exposicao das
plantas T.pallida, apontou significante mutagenicidade. O extrato organico das
amostra de hidrocarbonetos inibiu o crescimento das sementes de A. cepa.
Palavras-chave: amostrador de ar; MP10; saude ocupacional; genotoxicidade;
monitoramento ambiental.

Abstract

Monitoring of air pollution is an important tool that assists in making decisions such
as adopting control measures. This project aimed to validate the application of an
air sampler for monitoring of air emissions in the occupational environment of gas
stations in the city of Sorocaba. In addition to the particulate material analysis
(MP10) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) , mutagenicity of samples in
species A. cepa and T. pallida was evaluated. The results were satisfactory for the
sampling system, enabling valid samples . The MP analysis showed no influence
of gas stations emissions the results, but the exposure of T.pallida plants, pointed
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out significant mutagenicity. The hydrocarbon sample inhibited the growth of seeds
of A. cepa .
Keywords: air sampler; MP10; occupational health; genotoxicity; environmental
monitoring.

1. Introducéao

As grandes concentracdes de poluentes atmosféricos representam um risco
eminente para a saude humana e para o bem estar de outros ecosistemas
(KLUMPP et al., 2006; MARCILIO e GOUVEIA, 2007). Embora os resultados
dessas exposicdes nem sempre sejam completamente conhecidos, diversos
estudos epidemioldgicos relatam correlagfes significativas entre diferentes niveis
de polui¢cdes do ar e seus efeitos agudos, cronicos e deletérios aos organismos,
principalmente aos seres humanos (SALDIVA et al., 1995; BRANCO e MURGEL,
2004; MOLINA e MOLINA, 2004; WILSON et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2006;
MARCILIO e GOUVEIA, 2007).

A exposicdo ocupacional a agentes cancerigenos se tornou um tema
importante no ambito das politicas de saude, pois a protecdo a saude dos
trabalhadores é uma imposicao legal e, por isso, presume-se que possa incorporar
intervengdes regulatorias mais efetivas (INCA, 2012). O exercicio de atividades
laborais em ambientes com riscos ocupacionais nem sempre esta acompanhado
do conhecimento do potencial danoso que esses agentes possuem. Exposi¢coes
prolongadas a esses agentes, mesmo que em pequena quantidade, mas com
probabilidade elevada de agravo a saude, sdo de dificil percepcdo por parte do

trabalhador (FIGUEIREDO et al, 2011).

A Exposicédo Ocupacional acontece quando o trabalhador, em sua atividade,
entra em contato com substancias que podem causar algum dano em seu
organismo, sendo que os efeitos imediatos ou tardios sdo determinantes pelo
manuseio da substancia, o ambiente e as condigdes de trabalho (OGA, 2008).

No que se refere aos fatores quimicos sao inumeros 0s agentes
potencialmente toxicos, aos quais se esta exposto no dia a dia. Os trabalhadores
de postos de combustiveis sdo exemplos de exposicao diaria que em, via de regra,
€ insalubre. Este grupo, em geral, ndo tem consciéncia dos riscos de exposicao,
em especial, a gasolina. Esse combustivel tem composicao variavel, dependendo
da fonte do petrdleo e do refino, contudo, constitui-se principalmente de
hidrocarbonetos alifaticos, podendo conter hidrocarbonetos aromaticos, como
xileno, parafinas, natalinos, tolueno e benzeno, todos téxicos para o organismo
humano (OGA, 2008). Um dos poluentes mais estudados no Brasil, em termos
saude ocupacional € o benzeno, compreendido, entre os mais de 500 quimicos que
constituem a gasolina, e de conhecida agdo cancerigena (KANE e NEWTON,
2010). A Agéncia Internacional de Estudos sobre o Cancer (IARC) estabeleceu, em
1983, que o benzeno é um agente cancerigeno do Grupo 1. Recente trabalho
realizado com profissionais de postos de combustiveis em um municipio de Santa
Catarina (KINAWI, et. al., 2014) estabeleceu associacao entre habitos ocupacionais
e sintomas de intoxicacao pelo benzeno e chama a atencdo para a necessidade
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imediata de se ampliar o debate sobre a implantacdo de medidas preventivas e
educativas no ambito do comércio de combustiveis a varejo. Além disso, €
importante o cumprimento da legislacéo de monitoramento da salde e do ambiente
dos trabalhadores desta atividade.

Dentre os bioensaios considerados ideais na identificacdo da poluicédo
atmosférica, o bioensaio de micronucleos com a Tradescantia pallida (Trad-MCN)

(MA, 1981; MA et al., 1994) € considerado um dos mais sensiveis e eficientes para

a deteccdo de agentes genotoxicos no ar (MA, 1983; ENNEVER et al., 1988;
RODRIGUES et al., 1997; SALDIVA et al., 2002; DE ANDRADE et al., 2008). Este
bioensaio se baseia na formacdo de micronucleos em células méae dos graos de

pélen presentes nos botdes florais de inflorescéncias jovens de Tradescantia

expostas a poluicdo ambiental (MA, 1981; RODRIGUES et al., 1997; KLUMPP et
al., 2006). Numa recente revisdo, MISIK e colaboradores (2011) avaliaram que 0s
efeitos de certas toxinas, metais pesados, radionuclideos, pesticidas e poluentes
atmosféricos podem ser facilmente detectados por meio deste teste. Ja, a espécie
Allium cepa tem sido utilizada como organismo teste em diversos trabalhos, a fim
de identificar quimicos potencialmente genotéxicos e mutagénicos (MATSUMOTO

et. al, 2006; FERNANDES et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008; BIANCHI

et al., 2015).

Este trabalho se propbés a validar o amostrador de ar construido no
laboratorio (Fatec-SP\ Fatec-So) e avaliar os impactos de emissdes atmosféricas
em postos de gasolina, por meio destes bioensaios, bem como, associa-los com
medidas analiticas de Material Particulado (MP) por meio de microscoépio Eletronico
de Varredura (MEV).

2. Método

2.1 Sitios de Amostragem

A regido do estudo foi o bairro alto da Boa vista em Sorocaba-SP, com
quatros locais de amostragem, incluindo o campus da Faculdade.

Foram realizados dois tipos de estudo, um realizado com o coletor de
ar, por meio da avaliacao da presenca de metais no Material Particulado dos filtros
de papel utilizados para coleta das amostras; o outro foi pela exposicédo de vasos
de Tradescantia pallida, no ambiente ocupacional (Figura 1 a e 1 b). As plantas
foram distribuidas em trés postos de combustiveis e no campus da Fatec-So,
conforme mostra a Figura 1a e b .O filtro acondicionado no coletor de ar ficou
exposto durante seis horas nos trés postos e no campus.

Figura 1 — Amostrador em funcionamento. a)ao lado das bombas de combustiveis.b)
0 equipamento no sitio controle (Fatec-SO),
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2.2 Descrigao do Arranjo Experimental

A amostragem de ar foi realizada por meio de um arranjo experimental
construido em PVC. O material usado é de facil limpeza e garante a higiene
adequada ao tipo de trabalho biol6gico. A figura 2, a seguir, mostra
esquematicamente o circuito da ventoinha usada para a movimentacédo do material
a ser analisado.

Figura 2 - Esquema do sistema de captagdo de ar atmosférico
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2.3. Microscopia Eletrénica de varredura (MEV)

Utilizou-se um microscépio eletrbnico de varredura localizado no
Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo de Materiais da UNESP- Campus
Sorocaba, gentiimente cedido pela prof2. Dr® Elidiane Cipriano Rangel, e sob
orientacdo do Quimico Rafael Parra Ribeiro. Metade de cada filtro exposto foi
analisada no MEV e metade foi reservada para realizacdo da destilacédo e extracdo
de materal organico néo volatil para exposicdo das sementes de A. cepa.. Os filtros
foram posicionados na camara da amostra, compartimento onde séo inseridas as
amostras para confeccéo da analise, indicados na Figura 3.

Figura 3 - Compartimento onde as amostras sdo inseridas no MEV
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A analise foi realizada a baixo vacuo, através de elétrons retroespalhados,
e a Eletroscopia de Energia Dispersiva (E.D.S.) foi utilizada para verificar a
composicdo das particulas contidas nos filtros analisados.

2.4 Ensaio da T. pallida

Inicialmente, com o auxilio de uma pinca histolégica e de uma agulha fina foi
realizado o procedimento de dissecacdo da inflorescéncia, tendo como meta a
retirada do botdo que apresentasse células- mae de grados de pdlen em estagio de
tétrades. O botdo escolhido recebeu duas gotas de carmin acético 2%, foi
dissecado e posteriormente macerado, todos os “debris” (fragmentos celulares
resultantes da maceracdo do botdo) foram retirados antes que a laminula fosse
colocada. Apds a observacao da presenca da célula em fase tétrades, com auxilio
da objetiva 400 X do microscoépio oOptico, coloca -se a laminula e flamba-se na
lamina por quatro vezes sobre a chama do bico de Bunsen (70°C) a fim de se fixar
células na lamina e permitir a evaporacdo do excesso de corante, com isso a
visualizacdo dos componentes celulares na lamina melhora, na Figura 4 é
representa passo a passo a confeccao da lamina como descrito no procedimento.

2.5. Ensaio com Allium cepa

2.5.1. Destilacao
Procedeu-se a destilacdo das metades restantes de cada filtro com
60 mL de diclorometano (DCM) por teste. A solucdo resultante da extracao secou
em geladeira, ap0s, as particulas foram ressuspensas em 8 mL de dimetilsulféxido
(DMSO). As sementes de cebola foram postas a germinar com o0 extrato
ressuspenso em DMSO.

2.5.2. Ensaio com Allium cepa

Sementes de Allium cepa (100 por placa de Petri) foram submetidas a
germinacao, em agua destilada e nas amostras, em temperatura ambiente, A agua
destilada foi utilizada como controle negativo e uma solucao de trifluralina 0,84ppm
foi utilizada como controle positivo. Apds as raizes atingirem aproximadamente 2
cm, as raizes foram cortadas e colocadas em fixador Carnoy. As raizes fixadas
foram coradas com reativo de Schiff, O efeito genotéxico foi avaliado pela
quantificacdo de aberragcdes cromossomicas e as analise dos efeitos mutagénicos
foi feito por meio da observacédo e contagem de células micronucleadas (MAZZEO
e MARIN-MORALES, 2015). Todos os resultados obtidos foram comparados com
o controle negativo por meio do teste estatistico de ANOVA nédo paramétrico pés
teste de DUNNET, com intervalo de confianga de 95%.
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Figura 4- Representacéo esquematica para a confeccdo da lamina.

3. Resultados e Discussao

3.1 Dos filtros

O ambiente dos postos de combustiveis propicia aos trabalhadores frentistas
inmeros riscos e agravos a saude, os quais devem ser considerados ofensivos ao
processo saude-doenca do profissional exposto, e nesse conjunto, atenta-se para
0s produtos quimicos a que os frentistas estdo expostos, como os hidrocarbonetos
aromaticos, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), constituintes da
gasolina e de solventes quimicos (INCA, 2005). O agente quimico benzeno, que
apresenta altos riscos a saude humana mesmo em pequenas quantidades, esta
presente no ar atmosférico por meio da fumaca de cigarro, da gasolina, das
emissfes de motores automotivos, dos postos de abastecimento de combustiveis,
das industrias quimicas, entre outros (FERREIRA et al, 2001). Considera-se, ainda,
gue as principais fontes de emissédo do benzeno sdo predominantemente veiculares
(BRASIL, 2001).

Um estudo realizado em postos de combustiveis localizados na cidade do
Rio Grande-RS (ROCHA et.al., 2014), demonstrou que dos EPIs recomendados
para trabalhadores de postos de combustiveis, especialmente frentistas, usavam,
na grande maioria apenas botinas (91,4%) e avental (40,3%), sendo que os demais
itens, como luvas, 6culos, mascaras, etc, apresentaram nimeros despreziveis.

Em nosso estudo, a observacéo dos locais, nos dias de coleta, nos permitiu
tirar conclusdes semelhantes as dos autores citados, indicando um comportamento
caracteristico entre esta categoria de profissionais.

A expressao material particulado (MP) refere-se a uma mistura complexa de
aerossois (particulas muito pequenas e goticulas liquidas) que, em grandes
concentracdes, tornam-se muito nocivas ao ser humano. Particulas pequenas que
s6 podem ser detectadas por microscopia eletronica (USEPA, 2011). O tamanho
das particulas esta diretamente relacionado com o potencial de dano a saude
humana. As mais prejudiciais séo as particulas de 10 micrometros de didmetro ou
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menores, pois essas Sao as que atravessam as vias nasais e a garganta, chegando
até os pulmdes. Uma vez inaladas, tais particulas interferem nas trocas gasosas,
afetando os pulmdes e o coracdo (CASTANHO et al. 2000; ALGRANTI et al, 2005)

No presente estudo, a avaliagdo do MP, pela analise dos filtros por MEV,
permitiu observar grande quantidade de particulas depositadas na superficie dos
filtros, diferente do controle (ndo exposto, figura 5), que continha apenas Carbono
(C) e Oxigénio (O), elementos préprios da composicao do papel (celulose), como é
mostrado na Figura 6. Os sitios estudados apresentaram em suas andlises, além
de carbono e oxigénio, os elementos Silicio (Si), Aluminio (Al), Sodio (Na),
Potéassio(K) e Calcio (Ca), Ferro (Fe), Magnésio (Mg), Enxofre (S) e Titanio (Ti). O
Silicio encontrado, pode ser proveniente do solo, ja que na natureza, o silicio
encontrado em praticamente todas as rochas, areias, barros e solos. Combinado
com o oxigénio, o Si forma a silica (SiO2- dioxido de silicio), com outros elementos
(como, por exemplo, aluminio, magnésio, célcio,sodio, potassio ou ferro), pode
formar silicatos (PEIXOTO, 2001).

Figura 51 - Analise por MEV do filtros.Filtro ndo exposto.
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Os elementos Calcio (Ca) e Potéassio (K) foram identificados nos trés sitios de
amostragem. Diversos autores como VALLIUS et al. (2005), LIU et al. (2005) e
VIANAET et al. (2008) relacionaram os elementos Al, Ca, Fe e K presentes no MP
como contribuicdo de emissdes do solo. Dentre as fontes de contribuigéo
provenientes do solo incluem emissdes de pedreiras, construcdo civil e
ressuspensdo de particulas do solo de vias pavimentadas ou ndo, portanto ao
encontrar esses elementos em todos os sitios estudados percebemos que eles sdo
originadas da ressuspensao de particulas do solo.

O Enxofre provavelmente relaciona-se com emissdes originadas da queima
de ¢6leo diesel, ja que, durante a combustdo, boa parte do enxofre se oxida
formando SOz, que por sua vez, sera emitido pelos escapamentos dos automoveis
(CAPANA, 2008). O enxofre no 6leo diesel resulta diretamente nas emissdes de
dois poluentes primarios: didxido de enxofre (SO2) e material particulado (MP). O
SO2 constitui um poluente atmosférico importante por ser formador da chuva &cida,
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ao reagir na atmosfera, com moléculas de agua, resultando na formacéo de acido
sulfarico, que traz efeitos danosos para a saude dos ecossistemas (CAPANA,
2008).

No escapamento, o ion sulfato € um importante iniciante de formacao de
particulas. Neste local os gases podem condensar, permitindo a formacéo e a
emissao de pequenas particulas — aquelas mais perigosas para a saude humana.
Um outro ponto negativo € que os compostos de enxofre formados aumentam a
massa de MP particulado produzido em uma proporgéao direta com a quantidade de
enxofre no combustivel (CAPANA, 2008).

Atividades intensas de metalurgia, a siderurgia e a fundi¢ao tipicamente sé&o
fonte potencialmente poluidoras de Fe e Al, ou seja, a atividade industrial, foi a
influéncia antrépica mais significativa nos resultados deste estudo, corroborando
com os dados publicados por FERREIRA et al., (2013). Outro trabalho recente
(MAGALHAES et al., 2010), realizado em Ouro Preto-MG, demonstrou que as
presencas de uma fabrica de ferro-ligas e de outra de aluminio préximas aos locais
de amostragens contribuiram fortemente para as altas concentragfes de Ferro e
Aluminio no MP. Estes dados parecem ser compativeis com a influéncia antropica
da atividade de metalurgia da regido estudada neste trabalho.

O Titanio metélico ndo é encontrado livre na natureza, porém é o nono
elemento quimico em abundancia na crosta terrestre e esta presente na maioria
das rochas igneas e sedimentares provenientes do intemperismo sobre as rochas
portadoras de minerais de titdnio. Minerais de titanio, particularmente ilmenita e
rutilo, constituem as matérias primas mais demandadas pela indastria de
transformacao (BRASIL, 2010). Neste caso também, a sua presenca pode estar
relacionada com a forte atividade de processos metallrgicos, como usinagem de
ligas metalicas, uma vez que a regido em estudo é proxima ao principal bairro
industrial, onde se concentra a atividade metal/mecéanica do municipio.

A presenca do zinco na amostra também se justificaria pela atividade
industrial relatada acima. Além disso, o 6xido de zinco € um ingrediente necessario
na fabricacdo da borracha que é usada para fabricar pneus, e a medida que os
pneus se desgastam, pequenas quantidades desses compostos de zinco séo
liberados no meio ambiente, fato que relaciona-se diretamente com 0S NOSS0S
achados de coletas nos postos de combustiveis. O zinco, no entanto, €&
continuamente mobilizado e transportado no meio ambiente, como resultado dos
processos haturais de eroséo, incéndios das florestas, formacéo e aerossol acima
do mar, erupcdes vulcanicas e atividade biolégica e portanto, ndo constitui uma
emissao exclusivamente de natureza antropogénica (Icz,
http://www.icz.org.br/zinco-meio-ambiente.php).

O Cerio foi encontrado apenas numa amostra . Este elemento é utilizado em
diversas reacfes cataliticas, principalmente no craqueamento do petréleo e,
recentemente, na reducao das emissoes veiculares (BRAUN et al., 2003; ALTIN et
al., 2008). Tais catalizadores, em particular, podem ser produzidos a partir da
fixacdo de CeO2 em substratos ceramicos porosos, por onde fluem os produtos da
exaustdo oriundos da combustdo, ou a partir da adicdo de CeO2 na forma de
compostos organometalicos ao combustivel. Esse oxido favorece a degradagao
dos produtos vindos da queima incompleta do combustivel (RANGEL et al.,2003;
XU et al., 2004). O Cério encontrado na amostra analisada provavelmente constitui
um residuo deste catalisador. Sua toxicidade € de moderada a baixa (CORONADO
et.al, 2002) porém estudos mostraram que trabalhadores expostos ao Cério
apresentaram coceiras, sensibilidade ao calor e lesdes na pele (CORONADO et.al,
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2002). Ha evidéncias, contudo de efeito genotoxico do nano-CeO2, (n&o
significante, quando do micro-CeOz2). O dano ao DNA via stress oxidativo induzidos
pelo nano CeOz2 foi demonstrado (BENAMEUR et al., 2014).

Em conjunto, os elementos encontrados pouco se relacionam com a
atividade ocupacional dos locais, exceto pelo enxofre e o cerio, mas de outro modo,
se correlacionam diretamente com a atividade industrial da regido, esta ultima,
representada principalmente, pelo ramo metalurgico.

3.2 Dos ensaios em T. pallida

Visualmente pbdde-se constatar anomalias quanto a forma, tamanho e
coloracdo das folhas da T. pallida expostas (Figura 7). Além disso, estas
apresentaram crescimento muito rdpido e produziram inflorescéncias de forma
mais rapida que 0 0s seus pares nao expostos.

Figura 7 — Comparacéo das caracteristicas de vasos do bioindicador vegetal .a) T. pallida
exposta a emissdes de combustiveis.b) Vaso de T. pallida ndo exposto

a i B 4 b

3.4. Da Andlise de Mutagenicidade do Ar Ambiental com Tradescantia pallida

Os dados aqui apresentados indicam fortemente os impactos das emissoes
no ambiente de trabalho avaliado, jA que os indices de micronucleo (IMN)
guantificados nas inflorescéncias coletadas nos vasos expostos nos postos foram
significativamente superiores ao IMN do controle negativo (Figura 8).

Figura 8- Andlise de Metagénese do Ar Ambiental em T.pallida

Mutagenicidade do MP

*

—

3.5 Dos ensaios com Allium cepa

Quando as sementes de A. cepa foram colocadas em contato com o extrato
organico, apresentaram indice de germinacdo igual a =zero, isto €, nao
germinaram..O mesmo resultado foi visto quando as sementes de cebola foram
expostas apenas ao dimetilsulfoxido (DMSO), diluente das amostras. Portanto, até
0 momento, conclui-se que o DMSO, influi, de alguma maneira no crescimento das
raizes.

4. Consideracdes finais
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Em conjunto, os resultados apresentados permitem as seguintes conclusodes:

e O amostrador desenvolvido para este estudo foi validado, como ferramenta
para a coleta e analise do ar outdoor, podendo ser, também, empregado
para amostras indoor.

e A anadlise de MP por MEV, detectou elementos néo relacionados a emissdes
veiculares, mas sim, a emissfes industriais da regido em estudo.

e A exposicdo do bioindicador T. pallida apontou significante atividade
mutagénica nos postos, quando comparada ao campus. Este dado permite
inferir que, apesar da auséncia de elementos toxicos, a associagdo dos
mesmos na amostra ambiental, pode ser responsavel pela toxicidade
cronica, reforcando a necessidade do uso de EPIs

e O extrato orgéanico obtido a partir dos filtros inibiu 100% da germinacéao das
sementes de A. cepa, possivelmente decorrente do diluente DMSO.
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