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RESUMO

DETERMINAGAO DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS
(HPAs) EM MEXILHAO EMPREGANDO O METODO QUEChERS E HPLC-FD

AUTORA: Marisa Demarco
ORIENTADOR: Osmar Damian Prestes

O consumo de peixes e frutos do mar € considerado um importante elemento de
uma dieta equilibrada. O mexilhdo € um molusco bivalve que se alimenta através da
filtracdo de particulas organicas presentes em suspensdo na agua. Nos ultimos
anos, varias questdes relacionadas com seu consumo tém surgido devido ao risco
da exposicdo a contaminantes. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
sdo poluentes organicos formados naturalmente ou por acdo antropogénica devido a
combustdo incompleta da matéria organica, etc. Estes compostos estdo incluidos na
lista prioritaria de poluentes da Unido Europeia da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA) devido as suas propriedades mutagénicas e
carcinogénicas. Uma vez que estes animais podem ser expostos a diferentes
contaminantes, o consumo destes organismos foram relatados como uma
importante via de exposi¢cdo humana. A determinagdo de HPAs em amostras de
alimentos € um desafio devido a complexidade da amostra e dos baixos niveis de
concentracdo destes compostos. Assim, este trabalho teve como objetivo a
avaliacdo de um método de extracdo baseado no método QUEChERS para
determinacdo de sete HPAs (fenantreno, antraceno, pireno, criseno,
benzolk]fluoranteno, benzo[a]pireno e dibenzo[a,h]antraceno) em mexilhdo. Os
parametros que afetam a eficiéncia de extracdo foram estudados e depois de
encontradas as melhores condicdes de extracdo o método foi avaliado. A
determinacdo por cromatografia liguida de alta eficiéncia com deteccdo por
fluorescéncia (HPLC-FD) permitiu a realizacdo das andlises com alta seletividade e
detectabilidade. O método proposto para determinacdo dos sete HPAs foi validado,
sendo que os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram de 0,6 e 2
ug kgl, respectivamente. Os percentuais de recuperacédo obtidos ficaram entre 78 e
114% com RSD < 10%. Este método foi empregado na determinagcédo de HPAs em
20 amostras de mexilhdo. O somatorio das concentracdes obtidas em cada amostra
variou entre 25,6 a 38,5 ug kg'. Tendo em vista os resultados obtidos, o método
proposto mostrou-se adequado para determinacdo de HPAs em mexilhdo uma vez
que apresentou seletividade e detectabilidade suficientes, sendo que todos os
parametros validados foram satisfatérios.

Palavras-chave: HPAs. Mexilhdo. QUEChERS. HPLC-FD.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS (PAHSs) IN
MUSSEL EMPLOYING METHOD QUEChERS AND HPLC-FD

AUTHOR: Marisa Demarco
ADVISOR: Osmar Damian Prestes

The consumption of fish and seafood is considered an important element of a
balanced diet. The mussel is a bivalve mollusk which is fed by filtration of organic
particles present in suspension in water. In recent years, several issues related to its
consumption have arisen due to the risk of exposure to contaminants. Polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) are organic pollutants formed naturally or by
anthropogenic action due to the incomplete combustion of organic matter, etc. These
compounds are included in the priority list of pollutants of the European Union and
the United States Environmental Protection Agency (USEPA) because of their
mutagenic and carcinogenic properties. Since these animals can be exposed to
contaminants, these organisms have been reported as an important route of human
exposure. The determination of HPAs in food samples is a challenge due to the
complexity of the sample and the low levels of concentration of these compounds.
The aim of this work was to evaluate the extraction method based on the QUEChERS
method to determine seven HPAs (phenanthrene, anthracene, pyrene, chrysene,
benzo[Kk]fluoranthene, benzo[a]pyrene and dibenzo[a,hJanthracene) in mussels. The
parameters that affect the extraction efficiency were studied and after the best
extraction conditions were found they were validated. The determination by high
performance liquid chromatography with fluorescence detection (HPLC-FD) allowed
the performance of the analyzes with high selectivity and detectability. The proposed
method for the determination of the seven HPAs was validated, and the limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) of the method were 0.6 and 2 ug kg™,
respectively. The recovery percentages were between 78 and 114% with RSD <
10%. This method was used to determine PAHs in 20 mussel samples. The sum of
the concentrations obtained in each sample ranged from 25.6 to 38.5 pg kg™
Considering the results obtained, the proposed method proved to be adequate for
determination of HPA in mussels as it conferred sufficient selectivity and detectability,
and all validated parameters were satisfactory.

Keywords: PAHs. Mussel. QUEChERS. HPLC-FD.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a preocupacdo com a seguranca dos alimentos tem aumentado,
tanto pelos consumidores quanto pelos 6rgdos regulamentadores. Os consumidores
estdo se tornando mais criticos em relacdo a qualidade dos alimentos disponiveis
para o consumo e em paralelo as legislacbes estdo mais rigorosas visando
assegurar a inocuidade dos alimentos.

Segundo a Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentagdo e Agricultura
(FAO, do inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations) o consumo
de frutos do mar € a principal fonte de proteina para 6,8 milh6es de pessoas no
mundo e seu cultivo se torna uma boa fonte de renda para o sustento dos
pescadores. O consumo de mexilhdo vem aumentando anualmente, sendo a
miticultura a principal fonte destes produtos (FAO, 2008). Além do consumo
humano, os mexilhdes podem ser utilizados como bioindicadores da presenca de
contaminantes como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) no
ambiente. Assim, o biomonitoramento da qualidade da agua pode ser realizado no
local em que se encontram indicando o grau de contaminacdo ambiental e avaliacédo
de situacBes de risco.

Os HPAs sao compostos que contém em sua estrutura dois ou mais anéis
aromaticos condensados e sua origem no ambiente se deve principalmente as
fontes antropicas, através de processos piroliticos como a queima de combustiveis
fésseis e a processos petrogénicos (VIEIRA, 2012; DANYI et al.,, 2009). Estes
compostos quando presentes no ar atmosférico encontram-se adsorvidos em
particulas, as quais devido a prépria decantacdo natural e/ou a precipitacdo pluvial
sdo carreadas para o solo e ambientes aquaticos (MIERE et al, 2007). Além disso,
guando presentes no ambiente marinho, os HPAs se tornam biodisponiveis para a
fauna e flora marinha (BARHOUMI et al., 2016). Os HPAs apresentam alto nivel de
toxicidade, podendo causar graves problemas a saude, como cancer e mutacdes.
Devido ao carater exclusivamente filtrador dos mexilhdes, ao filtrarem a agua
acabam retendo contaminantes presentes no ambiente aquatico e
consequentemente acumulam esses compostos em seus tecidos. A bioacumulagéo
ocorre devido a afinidade dos contaminantes pela camada adiposa dos mexilhdes e
também devido a incapacidade de metabolizacdo destes compostos (FARRINGTON,
1983).
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Diante desse contexto, o mexilhdo tém sido empregado como bioindicador em
programas de monitoramento em diferentes areas através de limites maximos de
contaminantes estabelecidos. Algumas legislacdes internacionais determinam limites
maximos para alguns HPAs em alimentos de origem marinha. Entre os diversos
compostos que constam na lista de poluentes prioritarios, o benzo[a]pireno é
utilizado como marcador de HPAs em alimentos (EC, 2005; USEPA, 2005; EC,
2011). Por outro lado, a legislacdo brasileira ndo estabelece nenhum limite para
HPAs em alimentos desta origem.

Para assegurar a seguranca do consumidor, a inspecdo no controle de
qualidade deve ser realizada, uma vez que os HPAs podem ser ingeridos em
concentracdes acima dos limites permitidos. A determinacdo destes compostos em
alimentos envolve diferentes etapas. O preparo de amostra para extracdo dos HPAs
em mexilhdo incluem diferentes técnicas, tais como a extracdo liquido-liquido,
Soxhlet, extragcdo por solvente pressurizado (PLE, do inglés pressure liquid
extraction), entre outros. Atualmente, o método QUEChERS tem sido amplamente
empregado para o preparo de diferentes tipos de amostra visando a extracao de um
amplo escopo de analitos (ANASTASSIADES et al., 2003; MORRISON et al., 2016).

Associada a estes diferentes métodos de preparo de amostra destaca-se 0
uso da cromatografia liquida com deteccéo por fluorescéncia (HPLC-FD, do inglés
high performance liquid chromatography with fluorescence detection) para a
determinacdo de HPAs. Estas ferramentas sdo adequadas para a extracdo e
qguantificacdo dos HPAs em mexilhdes em niveis de concentracdo da ordem de ug
kgt

Nesse contexto, se faz necessario o desenvolvimento de procedimentos
analiticos que visam a extracdo e quantificacdo de forma eficaz a fim de fornecer

informacdes confidveis sobre o nivel de contaminagéo dos alimentos por HPAs.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e validar um método para a
determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) em amostras de
mexilhdo empregando o método QUEChERS e cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccao por fluorescéncia (HPLC-FD). Para desenvolver e validar
este método, foram propostos 0s seguintes objetivos especificos:

» Avaliar o desempenho das trés versées do método QUEChERS (original,
acetato e citrato) em relacdo aos percentuais de recuperacdo dos HPAs
avaliados;

> Avaliar o efeito de diferentes sorventes (PSA, Z-Sep*, silica, alumina, florisil
e EMR-lipid®) na etapa de limpeza do extrato através da avaliagdo dos
percentuais de recuperacao dos compostos;

» Validar o método desenvolvido de acordo com a seletividade, linearidade,
faixa linear de trabalho, efeito matriz, limite de deteccdo (LOD), limite de
quantificacdo (LOQ), precisao e exatidao.

» Aplicar o método validado para verificar a ocorréncia dos HPAs avaliados
em amostras de mexilh&o.

» Disponibilizar dados para subsidiar a tomada de decisdo e a criacdo de

legislacao no Brasil;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MEXILHAO

Os moluscos constituem o maior filo de invertebrados, neles estéo inclusos os
mexilhdes, ostras, lulas, polvos e caramujos. Esse filo é dividido em varias classes,
uma delas é a classe Bivalvia, sendo representado pelos mexilhbes e ostras
(VIEIRA, 2012).

Os bivalves sdo comprimidos nas laterais e possuem uma concha composta
de duas valvas, encaixadas em dobradica dorsal que envolve o corpo todo, sendo
esse, lateralmente comprimido. Além disso, possuem cabeca pouco desenvolvida,
como pode ser observado na Figura 1. Nesta classe, as branquias sdo responsaveis

pelas trocas gasosas e também pela captacéo de alimentos (VIEIRA, 2012).

Figura 1 - Representacdo da morfologia de um mexilh&o.
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Fonte: Segundo Ano Biologia, 2013.

Entre os bivalves estédo os pertencentes a familia Mytilidae, estes apresentam
um corpo com formato adaptado para o embate de ondas. Mexilhdo é o termo usado
para denominar as diversas espécies de moluscos bivalves da familia Mytilidae,
sendo 0s géneros mais comuns Mytilus, Perna e Mytella. Dependendo da regido do
pais, recebem nomes populares, como marisco e sururu (VIEIRA, 2012).

Dentre as diferentes especies de mexilh&do, o Perna perna é o mais cultivado
e mais importante da costa brasileira, pois atinge os maiores tamanhos, cresce

relativamente rapido, possui alta taxa de producéo, € nutritivo e facilmente coletado.
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Tem um tamanho médio de 5 a 8 cm de comprimento e 3 cm de espessura, € uma
das espécies de maior interesse comercial principalmente para o consumo humano
(FERREIRA et al., 2013).

O mexilhdo é um organismo didico, porém ndo apresenta dimorfismo sexual
externo. A distincdo é percebida internamente quando os animais se tornam
sexualmente maduros, além de apresentarem distincdo de cores, tendo os machos
cor esbranquicada e as fémeas cor alaranjada (VIEIRA, 2012; FONTES, 2011).

O mexilh&do apresenta um regime alimentar exclusivamente filtrador, com uma
capacidade que pode variar de 0,5 a 5 litros por hora, dependendo das condicdes
ambientais e do individuo. Este processo € continuo, sendo interrompido somente
quando os animais sdo expostos ao ar. Além da funcéo respiratéria, suas branquias
retém alimentos, que sdo capturados pela corrente da &gua produzida pelo
movimento de seus cilios. A alimentacdo destes animais é constituida basicamente
de fitoplancton, bactérias e detritos organicos, sendo a eficiéncia de retencédo de
particulas em suspensao na agua (séston) de 100% para particulas superiores a 4
MM, ja as menores s&o capturadas com menor eficiéncia (FONTES, 2011).

Outra caracteristica importante desses organismos é a baixa capacidade de
biotransformacao. Um individuo adulto pode filtrar até 100 litros de agua por dia e
consegue acumular em seus tecidos a fracdo biodisponivel do contaminante
presente diretamente na coluna d'agua, refletindo o perfil de poluicdo ao qual esteve
exposto (FONTES, 2011).

A assimilacdo de poluentes organicos pelos mexilhdes é influenciada tanto
por fatores externos, intimamente ligados a biodisponibilidade do poluente, quanto
aos fatores internos do proprio organismo. Variacbes sazonais, proximidade de
fontes poluidoras, temperatura, salinidade e material particulado em suspensao séo
exemplos de fatores externos. A capacidade de metabolizacédo seguida, ou néo, pela
excrecdo do poluente sdo os fatores determinantes para sua concentragdo nos
tecidos analisados. Em geral, os mexilhdes apresentam uma rapida assimilacéo dos
poluentes enquanto que a excre¢do dos mesmos ocorre de maneira lenta (FONTES,
2011).

O mexilhdo tem sido recomendado por muitos pesquisadores como o melhor
organismo para o biomonitoramento de ambientes marinhos, uma vez que filtra
grandes quantidades de agua estando exposto a substancias toxicas solluveis ou

associadas a particulas (FARRINGTON, 1983). Porém, estes seres sdo fontes de
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alimentos comercialmente importantes nas areas costeiras, € o consumo destes
guando contaminados com HPAs podem gerar graves problemas aos consumidores.
Para isso, se tornam necesséarios méetodos de determinagéo capazes de averiguar a
presenca desses contaminantes em baixas concentragoes.

Estes animais sdo uma fonte de proteina para as populacdes costeiras e sao
amplamente cultivados, atividade esta denominada miticultura (FERREIRA et al.,
2013). No Brasil, a producdo esta presente principalmente, no litoral do Rio de
Janeiro, Sado Paulo e Santa Catarina. No litoral gaucho restringe-se a poucos locais
como Torres e Tramandai (VIEIRA, 2012). O consumo de moluscos, nos ultimos
anos, vem crescendo pelo fato de ser uma gastronomia atrativa, associada com a
diversidade de espécies e suas caracteristicas sensoriais e também pelo bem estar
dos consumidores (FURLAN et al., 2011).

Quanto a composicdo centesimal (g 100 g') do mexilhdo Perna perna,
FURLAN et al. (2011) relataram em seus estudos valores de umidade de 83,8%,
proteina 9,1%, lipideos 1,1%, carboidratos 4,2%, e teor de cinzas de 1,8%. Para a
mesma espécie, CORDEIRO et al. (2007), obtiveram valores para umidade de
85,8%, proteina 7,1%, lipideos 1,2%, carboidratos 3,8%, e teor de cinzas de 1,9%.
J4, PARISENTI et al. (2008) encontraram valores superiores para proteina (proximos
a 20%). Levando-se em consideracdo a composicdo centesimal do mexilhdo, pode-
se constatar que o mexilhdo é uma importante fonte protéica e de reduzido contetdo
lipidico. No entanto, variacdes nos percentuais sdo afetadas por sazonalidade,

alimentacéo do animal, condi¢des fisioldgicas, etc (FURLAN et al., 2011).

3.2 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

3.2.1 Definicéo e origem dos HPAs

Os HPAs sao compostos formados a partir de atomos de carbono e
hidrogénio que possuem dois ou mais anéis aromaticos fundidos em arranjos
lineares, angulares ou agrupados podendo apresentar substituicbes em um ou mais
anéis (VIEIRA, 2012; DANYI et al., 2009). De acordo com NEFF (2001) sua origem
pode ser:

i.  biogénica: gerados pela biossintese direta dos organismos;
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diagenética: formados a partir de transformacdes rapidas (dias a anos) de
classes de compostos organicos presentes no solo e sedimentos;

pirolitica: formados a partir da queima incompleta da matéria organica sob
alta temperatura (>700 °C);

petrogénica: presentes nos combustiveis fosseis, formados pelo rearranjo e
transformacdo da matéria organica e biogénica em temperaturas moderadas
(100 - 300 °C).

Existem mais de 100 diferentes tipos de HPAs e de acordo com as Diretrizes

para Avaliacdo de Risco Carcinogénico da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA - United States Environmental Protection Agency) 16 HPAs

sdo considerados prioritarios. Estes compostos sdo importantes no monitoramento

ambiental de poluentes organicos prioritarios devido ao seu impacto negativo no

ambiente e na saude humana (USEPA, 2005). Na Figura 2 estdo apresentadas as

férmulas estruturais destes compostos.

Figura 2 - Formula estrutural dos 16 HPAs considerados prioritarios pela EPA para
monitoramento ambiental.
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3.2.2 Fontes e dispersdo dos HPAs no meio ambiente

As fontes de HPAs no meio ambiente podem ser de origem natural ou
antropica. As fontes naturais liberam HPAs em baixos niveis, porém
constantemente, sendo considerada um contaminacdo crbénica na qual o meio
ambiente se adapta naturalmente com a entrada desses contaminantes. Esta é
conhecida como uma concentracdo background, de fundo ou nivel de referéncia. J&
as fontes antrépicas sao as que mais efetam o meio ambiente, uma vez que emitem
HPAs em altos niveis de concentracdo (FONTES, 2011).

As fontes naturais, devido a processos geoquimicos ao longo de milhares de
anos dao origem aos HPAs piroliticos, petrogénicos e biogénicos, sendo este ultimo
em menor quantidade, pois a biossintese direta ndo é considerada uma importante
fonte quantitativa de HPAS, principalmente para o ambiente marinho. Ja as fontes
antropogénicas sdo associadas pela influéncia direta do homem no meio ambiente e
originam principalmente, assim como as fontes naturais, HPAs piroliticos e
petrogénicos (NEFF, 2001).

Os HPAs petrogénicos caracterizam-se pelo predominio de compostos com 2
a 3 anéis arométicos (LIGUORI et al.,, 2006). Sdo naturalmente liberados para o
meio ambiente, e especialmente no meio marinho, através da exsudacao de petréleo
a partir do assoalho oceéanico. Ja as fontes atropogénicas sao ocasionadas através
do transporte e processamento de petréleo, armazenamento irregular de 6leo e
descarte de combustiveis, derramamento direto de petréleo no meio ambiente, como
no caso de acidentes com navios tanques e dutos (NEFF, 2001; VIEIRA, 2012).

Os HPAs piroliticos sdo formados pela combustdo incompleta da matéria
organica e caracterizam-se por formarem principalmente compostos de 4 a 6 anéis
aromaticos. No caso das fontes naturais sdo formados através de queimadas e
erupcdes vulcanicas, ja as fontes antropicas sédo devido a queima de combustiveis
fosseis e florestas, incineracdo de residuos, emissdo de motores e processos
industriais (WENZL et al., 2006; DANYI et al., 2009).

A dispersdo de HPAs no meio ambiente se da principalmente pelo ar
associado ao material finamente particulado, uma vez que, emitidos na atmosfera
podem ser transportados por grandes distancias. A eliminacdo da atmosfera ocorre
pela precipitacdo seca ou Umida, sendo que estes compostos podem se depositar

sobre sistemas terrestres e/ou aquaticos (MIERE et al, 2007).
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3.2.3 Propriedades fisico-quimicas dos HPAs

As propriedades fisico-quimicas dos HPAs sdo amplamente determinadas
pelo sistema de ligacBes duplas conjugadas caracteristicas das estruturas desta
classe de compostos. Em temperatura ambiente estes compostos sao solidos e
normalmente apresentam altas temperaturas de fusdo e ebulicdo, baixas pressao de
vapor e solubilidade em agua. Os valores referentes a estas duas Ultimas
propriedades tendem a diminuir com o aumento da massa molecular (CARUSO &
ALABURDA, 2008).

Na Tabela 1 estdo expressas algumas caracteristicas fisico-quimicas dos 16
HPAs considerados prioritarios pela EPA para monitoramento ambiental.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos HPAs englobando o niumero de anéis
aromaticos; massa molecular (MM), solubilidade em agua (S) (em 25°C), pressao de
vapor (PV) (em mm Hg em 25 °C) e coeficiente de particdo octanol-agua (Log Kow).

N°de  Massa Molecular Solubilidade Pressé&o de vapor Log

Compostos anéis (g mol?) (mg L) (Pa) Kow
Naftaleno 2 128 31 10,4 3,37
Acenaftileno 3 152 3,9 0,9 4,00
Acenafteno 3 154 3,8 0,3 3,92
Fluoreno 3 166 1,9 0,09 4,18
Fenantreno 3 178 1,1 0,02 4,46
Antraceno 3 178 0,045 0,001 4,54
Fluoranteno 4 202 0,26 0,00126 5,22
Pireno 4 202 0,132 0,0006 5,18
Benzo[a]antraceno 4 228 0,011 2,8 x10°% 591
Criseno 4 228 0,0002 5,7 x 107 5,86
Benzo[b]fluoranteno 5 252 0,0015 5,0 x 107 5,80
Benzolk]fluoranteno 5 252 0,0008 5,2 x10°8 6,00
Benzo[a]pireno 5 252 0,0038 7 x 107 6,04
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 276 0,00069 1,2 x101° 6,70
Dibenzo[a,h]antraceno 5 278 0,0006 3,7 x 1010 6,75
Benzo[g,h,i]perileno 6 276 0,00026 1,0 x 101° 6,63

Fonte: PubChem; LATIMER & ZHENG, 2003.

Os HPAs sao constituidos somente por a&tomos de carbono e hidrogénio e por
iSso apresentam caracteristicas hidrofobicas, ou seja, baixa solubilidade em agua.
Isto proporciona a particdo dos HPAs entre a fase aquosa e a adsorvida em

particulas, sendo esta responséavel pela forte ligagdo entre os HPAs e o material
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particulado. A solubilidade em agua varia entre os menos sollveis (maior massa
molecular) aos mais soluveis (menor massa molecular), enquanto a pressao de
vapor varia entre compostos altamente volateis com ampla dispersdo ambiental e
compostos relativamente pouco volateis (MIERE et al, 2007).

Como consequéncia ha o acumulo desses compostos nos sedimentos e nas
particulas em suspensdo dos sistemas aquaticos. Posteriormente, sao
remobilizados, tornando-se entdo biodisponiveis para 0s organismos aquaticos,
resultando na contaminacdo ambiental (BARHOUMI et al., 2016; JACQUES,
BENTO, & CAMARGO, 2007). Outra fonte de contaminacédo de HPAs no ambiente
aguatico pode ocorrer por derramamento ou vazamento de Oleo e efluentes
industriais (PHILLIPS, 1999).

A solubilidade ndo depende apenas da natureza do composto, mas também
de diversos fatores como a temperatura, forca ibnica, pH, concentracdo de materiais
em suspensdo e do teor de matéria organica dissolvida (VIEIRA, 2012). E dificil
determinar a concentracdo desses compostos na agua, pois apenas a fracdo
dissolvida esta disponivel para os organismos vivos (RUIZ et al., 2011).

O comportamento dos HPAs no ambiente marinho também pode ser
explicado devido ao seu elevado coeficiente de particdo octanol-agua (Log Kow > 4),
uma vez que este parametro expressa a tendéncia dos HPAs em se associarem ao
material orgénico particulado em suspensdo e em sedimentos marinhos, sendo
possivel prever possiveis processos cumulativos em organismos aquaticos
(FONTES, 2011; MIERE et al, 2007).

Quanto maior o teor de matéria organica de uma matriz, maior sera a
adsorcdo dos HPAs. Somando-se as caracteristicas intrinsecas dos HPAs com o
tipo de material em que estdo adsorvidos, a degradacdo destes compostos ira
influenciar na sua concentracdo na coluna d'agua. Os principais mecanismos de
degradacéao natural séo a fotooxidacéo e a degradacao microbiana (SUESS, 1976).

A fotooxidacdo € o processo mais importante, sendo influenciada por fatores
como concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura, profundidade e radiacao
solar. J4, a degradacdo microbiana de HPAs € uma forma dos microorganismos
adquirirem carbono para seu crescimento através da oxidacdo, sendo que neste
processo sao gerados: agua, didéxido de carbono e diversos metabdlitos. A
biodisponibilidade de nitrogénio e fosforo sdo alguns fatores que influenciam a
degradacg&o microbiana (SUESS, 1976).
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Uma vez biodisponiveis no ambiente marinho, estes compostos, devido ao
seu elevado Kow, atravessam facilmente a membrana lipidica dos organismos
aquéticos e seu teor depende muito da capacidade desses organismos de
metabolizd-los. No entanto, por apresentarem uma estrutura quimica complexa e
estavel devido a ressonancia dos anéis aromaticos, a maioria dos microrganismos
nao possui enzimas capazes de reconhecé-los e degrada-los (JACQUES, BENTO, &
CAMARGO, 2007). Por exemplo, os peixes apresentam menor acimulo de HPAs
nos tecidos, uma vez que possuem maior capacidade para metabolizar estes
compostos. Os mexilhdes, por outro lado, tendem a acumular os HPAs, pois sao
incapazes de metaboliza-los e excreta-los totalmente (NWAICHIA & NTORGBO,
2016; DANYI et al., 2009; PLAZA-BOLANOS, FRENICH & VIDAL, 2010).

Nesse sentido, os mexilhdes, podem ser utilizados para medir a
bioacumulacdo de contaminantes tracos em ambientes aquéticos devido a
capacidade de acumularem poluentes. Estes seres alimentam-se filtrando o
fitoplancton e as particulas em suspensdo na agua e também ingerem formas
particuladas e dissolvidas de contaminantes lipofilicos, como os HPAs,
concentrando-0s a niveis superiores aos da agua do mar circundante. No entanto, o
acumulo desses compostos ndo depende apenas das caracteristicas fisico-quimicas
dos contaminantes, mas também da capacidade do sistema enzimatico de

metabolizar os compostos e do teor de lipidio do organismo (RUIZ et al., 2011).

3.2.4 Toxicidade e efeitos dos HPAs sobre a saude

A presenca de HPAs no ambiente € preocupante, uma vez que estes
compostos apresentam alta toxicidade. Sua exposicdo a humanos pode ocorrer de
diferentes formas, como por inalacdo, exposicdo oral ou dérmica (CARUSO &
ALABURDA, 2007).

No organismo, os HPAs sdo metabolicamente ativados, visando a formacgao
de compostos hidrossoluveis para facilitar a sua excrecdo. O mecanismo de
eliminacdo envolve a formacdo de epoxidos, seguidos de compostos
polihidroxilados, os quais sdo mais sollUveis em agua, viabilizando a sua eliminagéo
pela urina elou fezes (NETTO et al, 2000). No entanto, esses compostos
intermediarios podem reagir com a guanina da estrutura do DNA e formar adutos

dando origem a processos mutagénicos e carcinogénicos (WENZL et al., 2006).
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A quantidade absorvida por inalacdo depende do grau de contaminacao
atmosférica, que esta diretamente relacionado a urbanizacao, trafego de veiculos e
industrializacédo do local. A absor¢cédo dérmica € importante em pessoas que residem
ou trabalham em ambientes diretamente influenciados por estas fontes (NETTO et
al., 2000). J4, a alimentacdo é uma das principais vias de exposicdo humana de
HPASs, exceto para individuos fumantes, em que a contribuicdo da fumaca de cigarro
pode ser preponderante (PLAZA-BOLANOS, FRENICH & VIDAL, 2010).

Avaliar os impactos ambientais dos HPAs e identificar seus efeitos sobre os
organismos sdo tarefas complicadas, pois cada composto possui uma toxicidade
distinta. Além disso, podem ocorrer efeitos de sinergismo ou antagonismo entre 0s
contaminantes. Além de que, ha diferentes vias de exposi¢cdo e 0Ss organismos
podem metabolizar os contaminantes em diferentes niveis (VIEIRA, 2012).

Embora para a maioria das pessoas 0 consumo de mariscos representa
apenas uma pequena parte da dieta total, para as pessoas que fazem seu consumo
regular, a contribuicdo deste grupo alimentar para ingestdo diaria é a mais
importante (RAMALHOSA et al., 2009). Os danos causados a saude pelos HPAs
ocorrem, geralmente, por ingestdo cronica (quantidades pequenas por longos
periodos).

Alguns HPAs ndo sao classificados como provaveis carcinogénicos ao
homem, principalmente os que contém 2 ou 3 anéis benzénicos. Porém, apresentam
toxicidade aguda quando ingeridos ou inalados, levando a efeitos adversos ao
sistema imunoldgico, no desenvolvimento fetal e alteracfes na regulacdo enddcrina.
Por outro lado, os compostos que possuem mais de 4 anéis benzénicos sdo em sua
maioria considerados carcinogénicos e/ou mutagénicos aos seres humanos. O
benzo[a]pireno (B[a]P), por exemplo, tem efeito mutagénico e teratogénico para uma
variedade de organismos (invertebrados, peixes, anfibios, aves, mamiferos e o
homem) (VIEIRA, 2012).

A exposicdo de humanos a HPAs individuais ndo ocorre, porque estes séo
encontrados como misturas complexas e de composicdo variavel, dificultando a
avaliacdo das consequéncias para a saude. No entanto, alguns estudos tém
mostrado correlagdo entre a exposicdo a HPAs individuais e ocorréncia de cancer,
constatando que independentes do seu potencial carcinogénico servem como

marcadores para a exposi¢cao de toda a mistura (WENZL et al., 2006).
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Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer (IARC), os
HPAs sao classificados de acordo com a evidéncia de carcinogenicidade em
humanos e em animais experimentais (IARC, 2002). A Tabela 2 apresenta a
classificagao de alguns HPAs de acordo com a evidéncia de sua carcinogenicidade.

Tabela 2 - Classificacdo de alguns HPAs de acordo com a evidéncia de sua

carcinogenicidade.

Compostos Grupo Compostos Grupo
Benzo[a]pireno 1 Antraceno 3
Dibenzo[a,h]antraceno 2A Benzo[e]pireno 3
Benzo[a]antraceno 2B Benzo[g,h,i]fluoranteno 3
Benzo[b]fluoranteno 2B Dibenzo[a,c]antraceno 3
Benzo[c]fenantreno 2B Dibenzo[a,jlantraceno 3
Benzo[j]fluoranteno 2B Fluoranteno 3
Benzo[Kk]fluoranteno 2B Fluoreno 3
Criseno 2B Naftaleno 3
Indeno[1,2,3-cd]pireno 2B Pireno 3

Grupo 1: cancerigeno para 0s humanos

Grupo 2A: provavelmente cancerigeno para os humanos
Grupo 2B: possivelmente cancerigeno para os humanos
Grupo 3: néo classificavel como cancerigeno para os humanos

Fonte: CASTRO, 2010; IARC, 1985.

3.2.5 Monitoramento de HPAs em alimentos

Valores de limites maximos permitidos de HPAs em alimentos sao
estabelecidos por legislacbes internacionais a fim de assegurar que concentracdes
acima da indicada possam afetar a saude dos consumidores (BARHOUMI et al.,
2016). No geral, sdo amplamente monitorados os 16 HPAs considerados prioritarios
pela USEPA (2005).

Dentre os HPAs, o B[a]P € um dos mais conhecidos e estudados, devido sua
carcinogenicidade em animais (embriotoxico e teratogénico); e por esta razdo tem
sido utilizado como indicador da presenca de outros HPAs em alimentos. De acordo
com o Comité Cientifico da Alimentagdo (SCF, do inglés Scientific Committee on
Food) da Comissdo Europeia, os niveis de HPAs e especialmente o B[a]P nos
alimentos devem ser reduzidos a concentragdes tdo baixas quanto possivel (EC,
2002).
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Diante disso, a Comissdo da Comunidade Europeia, através do Regulamento
EC n° 208 de 04 de fevereiro de 2005, estabeleceu niveis maximos de B[a]P e de
certos contaminantes presentes nos alimentos, com objetivo de garantir uma maior
seguranca do consumidor. Os limites estabelecidos para alguns alimentos estao
apresentados a seguir: peixes, 6leos e gorduras (2 pg kg?l); crustaceos, carnes e
peixes defumados (5 ug kg?); moluscos bivalves (10 ug kg') e alimentos infantis (1
ug kg?) (EC, 2005).

Contudo, em uma avaliagdo realizada pela Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA, do inglés European Food Safety Autority) conclui-
se gue o B[a]P ndo é um marcador adequado, uma vez que alguns alimentos podem
conter niveis tdo baixos a ponto deste ndo ser detectado, porém podem conter
outros HPAs. Assim, deve ser adotado um sistema de monitoramento de 4 HPAs
(benzo[a]antraceno, criseno, benzo[a]pireno e benzo[b]fluoranteno) como
indicadores mais adequados da presenca de HPAs em alimentos (EC, 2006; EFSA,
2008). O documento EC n°835/2011 alterou a legislacao anterior (EC n° 208/2005),
adicionando novas regras em relacdo ao limite maximo permitido de B[a]P. Esta
legislacdo estabelece limites maximos de HPAs para moluscos bivalves de 5 ug kg
para B[a]P e 30 pyg kg?' para a soma dos 4 HPAs, jA para moluscos bivalves
defumados estabelece valores maximos de 6 ug kg para B[a]P e 35 ug kg para a
soma dos 4 HPAs (EC, 2011).

No Brasil, tanto o Ministério da Saude através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), quanto o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) ainda néo estabeleceram limites maximos permitidos para a
maioria dos alimentos passiveis de contaminacdo por HPAs. Existem Portarias e
ResolugBes Normativas da ANVISA que determinam limites maximos permitidos de
B[a]P somente para a agua e alimentos que passaram por processo de defumacéao.
A Resolucdo RDC n°2/2007 estabeleceu limite maximo permitido de 0,03 ug kg*
para B[a]P em alimentos defumados (produtos submetidos a fumaca liquida)
(BRASIL, 2007) e a Portaria n°518/2004 (BRASIL, 2004) juntamente com a
Resolugcdo RDC n°274/2005 (BRASIL, 2005) estabeleceram limite méximo permitido
de 0,7 ug L't em agua.



30

3.3 PREPARO DE AMOSTRA PARA ANALISE DE HPAs EM ALIMENTOS

Uma das tarefas mais dificeis na analise de residuos, contaminantes e
compostos toxicos presentes em baixas concentragdes no meio ambiente é ter um
processo facil, eficiente, rapido e de baixo custo na extracdo a partir de amostras
biologicas (PENSADO et al., 2005). Do ponto de vista analitico, isolar compostos de
matrizes bioldgicas envolve frequentemente procedimentos de extracdo complexos
além de, se necessério, uma etapa de limpeza para fornecer extratos adequados
para uma determinacao analitica precisa (RAMALHOSA et al., 2009).

A extracdo em fase solida (SPE, do inglés solid-phase extraction) é uma
técnica muito utilizada na limpeza de extratos obtidos a partir de inimeros métodos
de extracdo. As suas principais aplicacbes sdo utilizando sorventes como silica,
florisil e alumina. A SPE consiste em percolar uma quantidade especifica de extrato
sob um cartucho contendo o recheio com o sorvente que for conveniente. Este
cartucho pode ser adquirido comercialmente ou confeccionado no proprio laboratério
de acordo com a finalidade da andlise. Pode-se ou ndo aplicar vacuo ao sistema
para facilitar a percolacdo do extrato e tornar resultados mais reprodutiveis. Em
geral, a SPE é empregada para pré-concentrar amostras, mas também pode ser
utilizada para a limpeza de extratos (CALDAS et al, 2011), como € o caso deste
trabalho e diversos outros citados na literatura.

Métodos tradicionais empregando técnicas cromatograficas para extracao de
HPAs em matrizes biolégicas muitas vezes envolvem hidrolise alcalina ou
saponificacdo e subsequente utilizacdo de solvente, seguido por um processo de
limpeza dos extratos.

WONGMANEEPRATIP & VANGNAI (2017) determinaram os 16 HPAs
recomendados pelo EPA em amostras de frango grelhado por HPLC-DAD. 10 g de
amostra foram saponificadas em refluxo com 100 mL de hidréxido de potassio (2 M)
numa mistura com metanol e agua (80:20, v/v). Para a limpeza do extrato a técnica
de SPE foi utilizada com cartuchos de florisil (6 mL/1000 mg). Obtiveram percentuais
de recuperagéo satisfatorios (67 e112%) para todos os HPAs avaliados.

BALCIOGLU (2016) determinaram 16 HPAs em mexilhdo por HPLC. Como
preparo de amostra utilizaram 10 g de amostra e saponificaram com KOH metilico e
posteriormente extrairam com ciclohexano. Para a limpeza dos extratos utilizaram a

SPE com uma coluna contendo florisil e sulfato de sédio.
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Um grande numero de estudos empregam para a extracdo de HPAs a partir
de produtos marinhos procedimentos baseados em extracdo por Soxhlet, o qual
demonstra ser eficiente nas recuperagbes de analitos (SANTIAGO et al.,, 2016;
ZHOU et al., 2017; YOSHIMINE et al., 2012). Por outro lado, alguns autores relatam
as desvantagens deste procedimento de preparo de amostra, uma vez que, € uma
extracdo que demanda tempo e que consome grandes volumes de solventes e
amostra (PENSADO et al., 2005).

ZHOU et al. (2017) determinaram os 16 HPAs recomendados pelo EPA em
material particulado por GC-MS. Empregaram Soxhlet para a extracdo dos
compostos utilizando 100 mL de diclorometano e hexano na propor¢ao 1:1 (v/v)
como solventes extratores. O tempo de extracao foi de 24 h. Na limpeza do extrato
utilizaram cartuchos de silica, alumina e florisil pela técnica de SPE. Obtiveram
valores de recuperacdes variando de 64 a 101%.

YOSHIMINE et al. (2012) analisaram 38 HPAs em amostras de mexilhdo por
GC-MS. Como preparo de amostra utilizaram 5 g de amostra extraidas em sistema
Soxhlet durante 24 h usando 200 mL de diclorometano como solvente extrator. Para
a limpeza do extrato utilizaram a SPE com uma coluna de vidro contendo alumina,
silica e sulfato de s6dio. Obteram valores médios de recuperagéo de 100 + 19%.

SANTIAGO et al. (2016) determinaram os 16 HPAs recomendados pelo EPA
em amostras de mexilhdo por GC-MS. Como preparo de amostra utilizaram 3 g de
amostra extraidos em sistema Soxhlet por 24 h utilizando 200 mL de diclorometano.
Os extratos foram limpos por SPE em uma coluna de silica. Os valores de
recuperacao variaram de 66 a 95%.

Vérios autores também fazem o uso da extracédo liquido-liquido. ZHANG et al.
(2016) determinaram os 16 HPAs recomendados pelo EPA em amostras de
sedimentos marinhos por GC-MS. Na extracdo liquido-liquido utilizaram 5 g de
amostra com diferentes volumes de diclorometano (30 e 50 mL). Na etapa de
limpeza de extrato utilizaram uma coluna multicamada contendo 5 g de silica, 6 g de
florisil e 5 g de sulfato de sddio. Os percentuais de recuperacdo variaram de 80 a
115%.

ZHAO et al. (2017) determinaram os 16 HPAs recomendados pelo EPA em
amostras de amendoim por GC-MS. Utilizaram 100 g de amostra na extracéo
liquido-liquido com 350 mL de hexano e uma etapa adicional de sonificagdo por 1 h.

Também utilizaram cartuchos de florisil na etapa de limpeza do extrato por SPE.
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Nos ultimos anos, técnicas alternativas foram desenvolvidas para a extracédo
de HPAs em amostras sdlidas, incluindo extracdo por solvente pressurizado (PLE,
do inglés pressure liquid extraction) (ALBINET, TOMAZ & LESTREMAU, 2013,
PURCARO, MORET & CONTE, 2009; BIACHEA et al., 2017). AVAGYAN &
WESTERHOLM (2017) determinaram 11 HPAs hidroxilados em material particulado
por UHPLC-HRMS (cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo). Utilizaram como preparo de amostra a
extracdo por solvente pressurizado (PLE) com metanol. Na limpeza do extrato
utilizaram cartuchos de silica pela técnica de SPE.

Outras técnicas de preparo de amostra também sédo utilizadas, entre elas a
extracdo com fluido supercritico (SFE, do inglés supercritical fluid extraction) (BERG
et al., 1999), a extracdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés microwave
assisted extraction) (PURCARO, MORET & CONTE, 2009) e dispersao da matriz em
fase solida (MSPD, do inglés matrix-solid phase disperson) (GUTIERREZ-
VALENCIA & DE LLASERA, 2017).

Visando a uma diminuicdo do volume de solvente envolvido no preparo de
amostra, originou-se a técnica microextracdo em fase solida (SPME, do inglés solid-
phase micro extraction). Uma aplicacdo desta técnica foi apresentada no trabalho de
PURCARO et al (2013), aplicado em amostras de 6leo para determinacdo de 10
HPAs por GC-MS. A amostra foi extraida com acetonitrila e re-extraida com hexano,
solvente no qual uma fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) foi exposta para adsorgéo
dos analitos.

Todos estes procedimentos apresentam vantagens em termos de tempo e
consumo de solvente, embora para as amostras com alto teor de gordura a
coextracdo de lipideos seja inevitavel. Assim, é necessaria uma etapa de limpeza
dos extratos para remover estas interferéncias provenientes da matriz que pode ser
realizada utilizando diversos sorventes tais como amina primaria-secundaria (PSA,
do inglés primary secundary amine), ocatadecilsilano (C18), silica (SiO2), alumina
(Al203) e florisil (MgSiOs) (RAMALHOSA et al., 2009; PENSADO et al., 2005).

3.3.1 Método QUEChERS para determinacao de HPAs

Em 2003, ANASTASSIADES et al. (2003) desenvolveram uma abordagem

gue denominaram de répida, facil, barata, eficaz, robusta e segura (QUEChERS,
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acronimo de Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) que engloba etapas de
extracdo, particdo e limpeza da amostra em um mesmo procedimento. Este método
€ caracterizado por extracdo com acetonitrila, seguida de adicdo de sais (NacCl,
MgSOa4) promovendo o efeito salting out e a particdo das fases organica e aquosa.
Apoés, na etapa de limpeza do extrato propuseram uma nova técnica denominada
extracdo em fase soélida dispersiva (d-SPE, do inglés dispesive solid-phase
extraction), na qual uma quantidade do sobrenadante é colocada em contato com
sorventes e sais que séo agitados vigorosamente e centrifugados para obtencéo de
um extrato com menor teor de impurezas.

Nos ultimos anos, a eficiéncia de extracdo e a grande aceitacdo do método
QUEChERS propuseram uma substituicdo de métodos analiticos complicados, por
procedimentos mais simples, a fim de agilizar o manuseio das amostras. Devido a
sua simplicidade e procedimentos de limpeza adaptaveis, este método tem sido
bastante utilizado na analise de multi-classe de diferentes compostos em varias
amostras, fornecendo percentuais de recuperacdes satisfatérias (MORRISON, et al.,
2016).

Originalmente o método foi proposto para determinacdo de diversos residuos
de agrotoxicos em frutas e vegetais. Posteriormente, devido as limitacbes para
analitos que apresentam problemas de estabilidade de acordo com o pH da matriz,
criaram-se adaptacBes deste método incluindo uma etapa de tamponamento. O
método QUEChERS acetato, proposto por LEHOTAY et al. (2005), baseado no uso
de acetonitrila em meio acido, inclui uma etapa de tamponamento (pH 4,8) obtida
pela adicdo de acetato de sbédio promoveu um aumento no percentual de
recuperacoes para compostos dependentes do pH. Em 2007, ANASASSIADES et al.
(2007) propuseram o método QUEChERS citrato, no qual uma mistura de citrato de
sédio di e sesquiidratados sdo responsaveis pelo efeito tamponante mantendo o pH
em uma faixa de 5,0 a 5,5. Todas essas adaptacdes foram realizadas para garantir
uma eficiencia na extracdo dos residuos de interesse. Uma demonstracdo dos
procedimentos das principais versées do método QUEChERS (original, acetato e

citrato) podem ser visualizadas na Figura 3.
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Figura 3 - Demonstracao das principais versdes do método QUEChERS.

o ORIGINAL o ACETATO ° CITRATO

10 g amostra 15 g amostra 10 g amostra
10 mLACN 15 mLACN 1% Ac. Acético 10 mLACN
4 g MgSO,
- 4 g MgSO, 6 g MgSO, 1 g NaCl
Particao 1 g NaCl 1,5 g CH;COONa 1 g CgHsNa;0,.2H,0
0,5 g CgHgNa,0+.1,5H,0
O O 234
1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
150 mg MgSO, 150 mg MgSO, 150 mg MgSO,
25 mg PSA 50 mg PSA 25 mg PSA

Devido a flexibilidade de execucéo, diversos tipos de sorventes podem ser
utilizados na etapa de limpeza do extrato por d-SPE antes da inje¢cdo no sistema
cromatografico garantido a integridade do equipamento e remocao e/ou diminui¢ao
de interferéncia de sinal causada pelos componentes da matriz. A escolha do
sorvente é dependente totalmente do tipo de amostra, dos analitos que se deseja
determinar e dos possiveis interferentes no extrato. Para remocdo de acidos
organicos polares, pigmentos, acucares e acidos graxos o sorvente PSA, é indicado,
uma vez que a presenca dos grupamentos amino primario e secundario em sua
estrutura apresenta efeito quelante sob os interferentes. Para amostras que
possuem alto teor de lipidios e acidos graxos emprega-se sorventes apolares, como
por exemplo, o C18.

Atualmente, inseriu-se no mercado um novo tipo de material utilizado para
remocao de lipidios, que séo os sorventes Z-Sep e Z-Sep*, ambos contém ZrO2 em
sua composicao. No entanto, o Z-Sep contém particulas de silica ligadas com ZrO:2 e
no sorvente Z-Sep* a mesma particula de silica esta ligada com ZrO2 e C18
(REJCZAK & TUZIMSKI, 2017). Outro material disponibilizado comercialmente para
remocdo de lipideos é o EMR-lipid® (do inglés enhanced matrix removal). Sabe-se
gue este sorvente possui mecanismos que atuam tanto por exclusao por tamanho
como interagOes hidrofébicas. Os hidrocarbonetos de cadeia longa associados aos

lipidios se encaixam dentro da estrutura do EMR, onde sado aprisionados. O
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complexo EMR-lipid® é precipitado da solucdo ou permanece na fase aquosa
durante o passo final de desagregacdo. Em qualquer caso, este sorvente elimina
seletivamente os lipidios dos extratos provenientes do método QUEChERS de
alimentos ricos em lipidios, tais como, abacate e tecidos animais, sem perda de
analitos (HANA et al., 2016).

Diversos autores utilizam o método QUEChERS para determinacdo de HPAs
em diversas matrizes. Entre eles, ALBINET, TOMAZ & LESTREMAU (2013)
utilizaram o método QUEChERS para determinacdo de HPAs associados ao material
particulado fino. Compararam a eficiéncia do método QUEChERS com a extracao
por solvente pressurizado (PLE). No entanto QUEChERS se mostrou mais eficaz,
uma vez que minimizou erros experimentais, apresentou rapidez e menor custo.

MORRISON et al. (2016), utilizaram o método QUEChERS na extracdo de
varios poluentes organicos persistentes, entre eles os HPAs, em amostras de peixe
com posterior determinacdo por GC-MS. Os valores de recuperacdo obtidos (60-
107%) demonstraram que o método QUEChERS pode ser usado na determinagéo
de varios poluentes organicos que sao bioacumulados. Para o preparo da amostra 5
g de amostra foram extraidas com 5 mL de acetonitrila, homogeneizadas em Ultra-
Turrax e sonificadas por 30 min. Os sais de particdo foram MgSOa4 e NaCl. Para a
limpeza do extrato por d-SPE foi empregado 50 mg de PSA, 50 mg de C18 e 150 mg
de MgSOea.

SU et al. (2017) utilizaram o método QUEChERS na determinacdo de 16
HPAs em amostras de sedimento por GC-MS. Utilizam 1 g de amostra e
adicionaram 10 mL de diclorometano e hexano (1:1, v/v) para extracdo, seguida de
uma etapa de sonificacdo. Na etapa de limpeza de extrato por d-SPE utilizaram kits
de sorventes da Agilent (n°5982-5421).

KAO et al. (2014) analisaram 16 HPAs em amostras de carne e frutos do mar
por GC-MS. Como preparo de amostra utilizaram o método QUEChERS, 5 g de
amostra foram extraidas com 10 mL de acetonitrila. Para particdo, 6 g de MgSOa4 e
1,5 g de acetato de sédio foram utilizados. Na etapa de limpeza do extrato por d-
SPE utilizaram os sorventes 400 mg de PSA, 400 mg de silica e 1200 mg MgSOa
para 6 mL de extrato. Obtiveram percentuais de recuperacao entre 71 a 104%.

MADUREIRA et al. (2014) analisaram 16 HPAs em amostras de mexilhdo por
GC-MS/MS utilizando o método QUEChERS. Extrairam 10 g de amostra com 10 mL

de acetonitrila. Para particao utilizaram 4 g de MgSO4 e 1g de NaCl. Na etapa de
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limpeza do extrato por d-SPE utilizaram 150 mg de PSA e 900 mg de MgSOa4 para 6
mL de extrato. Obtiveram percentuais de recuperacao entre 89 a 112%.

CAl, STEVENS & SYAGE (2012) analisaram 16 HPAs em amostras de ostras
por UHPLC-MS. Como preparo de amostra aplicaram o método QUEChERS, 10 g de
amostra foram extraidas com 15 mL de acetonitrila. Na etapa de particdo utilizaram
6 g de MgSO4 e 1,5 g de NaCl. Na etapa de limpeza do extrato por d-SPE
empregou-se 50 mg de PSA e 150 mg de MgSOa4 para 2 mL de extrato, obtendo
valores de recuperacéo entre 71 a 110%.

YOO et al. (2014) analisaram 14 HPAs em amostras de ostras empregando o
método QUEChERS e HPLC-FD. 2 g de amostra foram extraidos com 5 mL de
acetonitrila. Para particdo utilizaram 2 g de MgSO4 e 0,5 g de NaCl. Na etapa de
limpeza do extrato por d-SPE utilizaram 50 mg do sorvente PSA e 150 mg de MgSOa
para limpeza de 1,5 mL de extrato. Obtiveram percentuais de recuperacéo entre 87
a 116%.

RAMALHOSA et al. (2009) analisaram 16 HPAs em amostras de peixe por
HPLC-FD. Durante a execu¢do do método QUEChERS, 5 g de amostra foram
extraidas com 8 mL de acetonitrila. Na etapa de particao utilizaram os sais MgSO4 e
acetato de sédio. Na etapa de limpeza do extrato por d-SPE utilizaram os sorventes
PSA, C18 e MgSO4, obteve-se percentuais de recuperagéo entre 70 a 120%.

ANGIONI et al. (2012) analisaram 17 HPAs em amostras de ourigo-do-mar
por GC-MS/MS. 1 g de amostra foi extraida com 1 mL de acetonitrila. Na etapa de
particAo empregou-se os sais MgSOa4 e acetato de sédio. Na etapa de limpeza do
extrato por d-SPE utilizaram os sorventes PSA, C18 e MgSOs4. Obtiveram
percentuais de recuperacao entre 70 a 120%.

CLOUTIER et al. (2017) que utilizaram a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (GC-HRMS) na determinacdo de 45
HPAs em amostras de mexilhdo azul (Mytilus edulis). A extracao foi realizada pelo
método QUEChERS e a limpeza do extrato por SPE. Utilizaram 6 g de amostra
extraidos com 10 mL de acetato de etila. Posteriormente na etapa de particao
utilizaram 2 g de NaCl e 4 g de MgSOa. Para a limpeza do extrato prepararam uma

coluna de SPE contendo 2 g de silica e sulfato de sadio.
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3.4 TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA DETERMINACAO DE HPAs EM
AMOSTRAS DE ALIMENTOS

A determinacdo de HPAs é geralmente realizada por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) ou por
cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography) (PLAZA-BOLANOS,
FRENICH & VIDAL, 2010).

A HPLC é uma técnica analitica muito utilizada na analise de HPAs devido a
possibilidade fato de separar eficientemente estas espécies, proporcionando
determinacdes precisas e com alta detectabilidade (SILVA, 2013; LOURENCO, 2013).
Os detectores mais utilizados sé@o os de ultravioleta (UV) e de fluorescéncia (FD). A
deteccdo por UV quando comparada a FD apresenta algumas desvantagens, como
problemas com seletividade e limitacdo de detectabilidade. Além disso, o detector
UV nédo consegue discriminar interferentes provenientes de matrizes complexas
como os alimentos (LAl & FRANKE, 2013).

A HPLC-FD tem sido amplamente aplicada na determinacdo destes
compostos em alimentos (PLAZA-BOLANOS, FRENICH&VIDAL, 2010). A
espectroscopia de fluorescéncia pode ser usada como um método de deteccdo
seletivo, uma vez que € o detector de maior detectabilidade para compostos que
fluorescem. Em boas condi¢des tem a capacidade de atingir limites de detec¢cé&o no
nivel de picogramas (10*?) (LAl & FRANKE, 2013).

A deteccéo por fluorescéncia € uma técnica baseada na emissao de fétons de
moléculas excitadas que possuem campos de fluorescéncia intrinsecos
suficientemente grandes para serem detectados analiticamente. Os compostos
fluorescentes naturalmente s&o relativamente raros e incluem aqueles que contém
pelo menos duas ligagdes conjugadas (doadores de elétrons) ou grupos especificos
capazes de doar elétrons para um sistema e por consequéncia aumentar a
intensidade de fluorescéncia. Para compostos nao fluorescentes é possivel adquirir
essa caracteristica por reacbes pré ou poés-coluna. Os HPAs apresentam
fluorescéncia molecular devido a sua estrutura eletrénica, e esta propriedade pode
ser usada para sua deteccao nos mais diversos tipos de matrizes e com grande
sensibilidade (NETTO et al., 2000).
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Um esquema de um HPLC com deteccao por fluorescéncia € mostrado na
Figura 4. No detector de FD, a luz de uma fonte UV atravessa um sistema optico,
composto por lentes e monocromador, que focaliza o feixe e seleciona o
comprimento de onda adequado para incidir sobre a amostra e excita-la. Quando
uma substancia fluorescente esta presente na cela da amostra, ao retornar ao
estado fundamental, a molécula excitada emite luz de comprimento de onda maior
ao incidido. Outra lente coleta a energia fluorescente e focaliza-a na
fotomultiplicadora, que mede a intensidade da radiacdo. O monocromador primario €
escolhido para deixar passar somente o comprimento de onda excitante, ja o
secundario elimina o comprimento de onda excitante, mas deixa passar 0
comprimento de onda emitido pela amostra (COLLINS, BRAGA & BONATO, 2006).

Figura 4 - Representacdo esquematica de um cromatografo a liquido de alta
eficiéncia com detecgéo por fluorescéncia (HPLC-FD).

Fluxodacehla ™\
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b

Residuos

Fonte: Pharma, 2009; Emaze.

Como a principal alternativa a técnica de HPLC-FD, diversos autores utilizam
a GC-MS para anélise de HPAs aplicada em varios tipos de amostras (ZHANG et al.,
2016; SANTOS et al., 2017; PURCARO et al., 2013). A utilizacdo da GC-MS mostra

hY

varias vantagens em comparagdo com a HPLC-FD, principalmente em sua
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capacidade de resolucdo. A GC oferece alto poder de resolucédo cromatografica e o
MS fornece alta seletividade de massa e informacdes estruturais. Além disso a GC-
MS permite a determinagédo de HPAs né&o fluorescentes ou com pouca fluorescéncia
(PLAZA-BOLANOS, FRENICH & VIDAL, 2010).

Normalmente sdo amplamente utilizadas colunas com fase estacionaria
baseada em 5% de fenil-95% de metilpolissiloxano. No entanto, a obtencdo de uma
resolucdo adequada pode se tornar um ponto critico dependendo dos PAHs em
estudo, uma vez que existem varios grupos de compostos que podem co-eluir. Esta
qguestao € particularmente importante quando estes PAHs ndo podem ser resolvidos
no espectrobmetro de massas de baixa resolucdo (utilizando quadruplo) devido a
fragmentacdes com o mesmo perfil. Se 0os compostos sobrepostos mostram ions
isobaricos, uma quantificacdo precisa é, portanto, dificil ou impossivel. Faz-se
necessaria assim, a utilizacdo de colunas que proporcionem separac¢do adequada
ou um espectrometro de massas de alta resolucdo, como tempo de voo e setores
magnéticos, mas por causa de seu alto custo, sua aplicagdo ndo é comum (PLAZA-
BOLARNOS, FRENICH & VIDAL, 2010).

3.5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A garantia da confiabilidade dos resultados analiticos em técnicas
cromatograficas € assegurada através da validacdo de métodos. A validacdo pode
ser definida como sendo uma comprovacao, através de evidencias objetivas, de que
0S requisitos para uma determinada aplicacdo ou uso especificos foram alcancados
(INMETRO, 2011). De acordo com LANCAS (2004), a validacéo € o ato ou efeito de
validar, dar validade, tornar valido, sendo necessaria a realizacado de procedimentos
gue comprovem que o método proposto fornece resultados confiaveis.

Para assegurar a credibilidade dos dados analiticos devem ser avaliados 0s
parametros analiticos durante o processo de validacdo do meétodo. Alguns dos
parametros envolvidos no processo de validacdo estdo destacados na Tabela 3,
entre eles: seletividade, linearidade, faixa linear de trabalho, limite de deteccgao

(LOD), limite de quantificagcédo (LOQ), precisao e exatidao.
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Tabela 3 - Parametros avaliados durante a etapa de validacdo de métodos
analiticos.

Parametro Definicao Aplicacédo
Seletividade Distingdo de respostas entre Extracdo da matriz "branco"
analitos
. . Correlacdo entre resposta analitica Curva analitica
Linearidade ~ T
e concentracao (y=ax + b)
o Intervalo de concentra¢des em que Curva analitica
Faixa linear de trabalho . X -
y e x correlacionam-se linearmente (y=ax +b)
Limite de deteccédo S/IR=3

Concentracéo limite de distingéo

. e entre analito e ruido
Limite de quantificagé&o S/IR=10

Proximidade de resultados obtidos

Preciséo ; Repetibilidade e reprodutibilidade
por diferentes amostragens
Cia Proximidade de resultados em Ensaios de
Exatidao ~ - o ~
relacdo a uma referéncia fortificacéo

Comparacao entre curvas
preparadas em solvente e em
extrato branco da matriz

Influéncia dos componentes da

Efeito matriz i
matriz na resposta (y)

Fonte: INMETRO, 2011; ANVISA, 2003; SANTE, 2015; RIBANI et al., 2004.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM).

4.1 INSTRUMENTACAO

v’ Agitador vortex - Biomixer QL-901 (Microtécnica, Brasil);

v/ Balanca analitica de precisdo APX-200 (Denver Instruments, Brasil);

v’ Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japao);

v Balanca analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);

v Centrifuga refrigerada Nova Técnica, modelo NT 825, com rotacdo maxima
de 3500 rpm (Brasil);

v’ Centrifuga refrigerada SOLAB, modelo SL 703, com rotacdo maxima de
10000 rpm (Brasil);

v Coluna Acclaim™ 120 C18 (250 x 4,6 mm d.i., 5 ym);

v' Micropepitadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
v Processador de alimentos VariMix (Targo, Espanha);

v’ Sistema de aquisicdo de dados Perkin Elmer (Shelton, USA) TotalChrom
3.0);

v’ Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct 3UV® (Millipore, Franca);

v’ Sistema HPLC-FD Perkin Elmer (Shelton, USA), Bomba Quaternaria Series
200, Detector Series 200a, Desgaseificador Series 200, Autosampler Series
225 e Interface NCI 900;

4.2 REAGENTES, SOLVENTES E MATERIAIS

v" Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

v' Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct 3UV® com resistividade
de 18,2 MQ cm (Millipore, Francga);

v Alumina neutra com tamanho de particula de 100-125 mesh (Merck, USA);
v’ Cartuchos (vazio) de polipropileno, com volume de 3 mL (Phenomenex,
EUA);
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v' Cloreto de sodio (Sigma-Aldrich, Alemanha);

v’ Detergente Extran® neutro (Merk, Brasil);

v’ Filtros de PTFE de 0,22 um de porosidade (Vertical Chromatography,
Tailandia);

v' Florisil® com tamanho de particula de 60 a 100 mesh (J. T. Baker, EUA);

v’ Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent, EUA);

v/ Padrbes soélidos dos compostos em estudos de Dr. Erhenstorfer
(Alemanha);

v' Silica gel com tamanho de particulas de 50 um (Merck, USA);

v’ Sorvente Bond Elut Enhanced Matrix Removal-Lipid (EMR-lipid®) (Agilent,
EUA);

v Sorvente Bondesil Cis (ocatadecilsilano) com tamanho de particulas de 40
pum (Agilent, EUA);

v Sorvente Bondesil PSA com tamanho de particulas de 40 um (Agilent,
EUA);

v Sorvente Supel™ QuE Z-Sep* (Sigma Aldrich, EUA);

v’ Sulfato de magnésio anidro (J. T. Baker, Japao);

v' Tubos de polipropileno, com tampas de rosca com capacidade de 50 e 15
mL (Sarstedt, Alemanha);

v Tubos tipo eppendorf de 2 mL (Labcon, USA);

v" Vidraria comum de laboratério.

4.3 ESCOLHA DOS COMPOSTOS

Foram selecionados para o desenvolvimento deste estudo 7 HPAs. Todos os
padrbes solidos utilizados foram adquiridos da empresa Dr. Ehrenstorfer.
Informagbes gerais como férmula molecular, massa molar, ponto de fusdo e

ebulicdo, Log Kow € pureza dos padrdes estao listadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas dos HPAs avaliados neste estudo.

Compostos Férmula Massa Por~1to 9e Po.nt~o d(:: Log Pureza
molecular molar (g) fuséo (°C) ebulicdo (°C) Kow (%)
Fenantreno CiaH10 178,23 101 340 4,46 99,5
Antraceno C14H10 178,23 218 342 4,54 99,0
Pireno Ci6H10 202,26 151 404 5,18 99,0
Criseno CisH12 228,29 258 448 5,91 98,7
Benzo[K]fluoranteno CaoH12 252,32 217 480 6,04 99,0
Benzo[a]pireno CaoH12 252,32 179 496 6,75 99,6
Dibenzo[ah]antraceno Co2oHaa 278,35 267 524 6,75 99,8

Fonte: PubChem.

4.4 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

Foram preparadas solucdes analiticas estoque individuais na concentracdo de
1000 mg L. Estas solu¢des foram armazenadas em frascos ambar em temperatura
menor que -10 °C. A partir destas solucdes, preparou-se solu¢des individuais e uma
mistura de todos os HPAs na concentracdo de 10 mg L. A partir da solucédo de 10
mg L foi prepararou-se uma solucéo na concentracédo de 1 mg L? e a partir dessa
foram realizados os ensaios de fortificacdo e preparo da curva analitica nas
concentragées de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 pug L. Acetonitrila foi o
solvente empregado para o preparo das solucbes estoque, mistura e demais

diluicdes.

4.5 ORIGEM E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As etapas de avaliacdo e validacdo do método foram realizadas empregando
amostras “branco” de mexilhdo adquiridas no comércio local de Santa Maria (RS).

As amostras de mexilhdo (desconchado) utilizadas neste trabalho foram
cedidas pelo Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO) localizado na cidade
de Séo José (SC). As amostras foram coletadas em fazendas marinhas dedicadas a
miticultura localizadas na regidao de Florianépolis (SC), armazenadas em
embalagens individuais, congeladas e remetidas para o LARP-UFSM.

Todas as amostras foram processadas inteiras com processador tipo mixer e

acondicionadas em recipientes adequados e posteriormente armazenadas no
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freezer sob temperatura < -10 °C até o momento da analise.O processamento das

amostras empregado neste trabalho pode ser visualizado na Figura 5.

Figura 5 - Representacdo do processamento das amostras no laboratorio.

—_—

Amostras Moagem Amostra Amostra
desconchadas com Mixer homogeneizada acondicionada

4.6 SISTEMA CROMATOGRAFICO HPLC-FD PARA A DETERMINACAO DE HPAs
EM MEXILHAO

Neste trabalho, empregou-se a técnica de HPLC-FD para determinacédo dos
HPAs. Para a separacdo dos compostos utilizou-se uma coluna de fase reversa
Acclaim™ 120 C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym) a temperatura ambiente (25°C).

A escolha dos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo baseou-se em
valores encontrados na literatura (0s quais estdo apresentados na Tabela 7) sendo
adaptada para este trabalho. Os compostos foram analisados em um Udnico
comprimento de onda apresentando intensidade de sinal adequada para os 7
compostos avaliados.

Nesta técnica, fez-se o uso da cromatografia de fase reversa o qual utiliza
uma coluna com fase estacionéaria (FE) de C18. Assim, é esperado que os analitos
menos polares interajam por mais tempo com a FE da coluna e com isso sejam
eluidos em um maior tr em comparacdo aqueles que ndo possuem tanta afinidade
pela FE da coluna. A fase movel empregada neste trabalho foi composta de agua

ultrapura e acetonitrila. A eluicdo da fase movel foi realizada no modo gradiente
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sendo testadas diferentes vazdes e proporcdes de fase moével durante a analise

cromatografica, as quais estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Condicdes de gradientes avaliados para escolha da separacéo
cromatografica.

T(i]”i"r‘]’)o (m\iarzﬁﬁ_l) Agua (%) ACN (%)
Condicao 1 - Tempo total: 25 min
0,5 0,5 40 60
5 0,5 40 60
5 0,5 0 100
13 1 0 100
0,5 40 60
0,5 40 60
Condigdo 2 - Tempo total: 25 min
0,5 0,5 30 70
5 0,5 30 70
8 0,5 0 100
10 1 0 100
1 0,5 30 70
1 0,5 30 70
Condigdo 3 - Tempo total: 25 min
0,5 0,5 20 80
5 0,5 20 80
5 0,5 0 100
13 1 0 100
0,5 20 80
0,5 20 80
Condicéo 4 - Tempo total: 23 min
0,5 0,5 20 80
5 1 20 80
4 1 0 100
12 0,7 0 100
1 0,5 20 80
1 0,5 20 80

As condicdes cromatograficas utilizadas na separacdo dos HPAs
selecionados foram avaliadas através da injecdo de 20 pL de cada solucdo padrdo
no HPLC-FD. Estas foram preparadas individualmente em acetonitrila na
concentragdo de 30 pg Lt. Com isso, foi possivel obter os tempos de retencédo (tr) e

o perfil de separacéo para cada um dos compostos.
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4.7 AVALIACAO DA ETAPA DE PREPARO DE AMOSTRA PARA A
DETERMINACAO DE HPAs EM MEXILHAO

Os testes de preparo de amostra descritos a seguir foram realizados na matriz
branco de mexilhdo. A avaliacdo dos percentuais de recuperacdo dos HPAs nestes
ensaios foi realizada através de fortificacdes no nivel de 50 ug kg realizadas em
triplicata. Para cada teste foi injetou-se um extrato branco, uma solugéo analitica
preparada na matriz branco e fortificagdes (n=3) na mesma concentragéo. Todos 0s

testes realizados estdo descritos a sequir.

4.7.1 Procedimento de extracao

Os testes iniciais de extracdo foram propostos visando a escolha do melhor
procedimento de extracdo através da avaliacdo dos percentuais de recuperacdo dos
compostos em estudo. Diferentes ensaios de extracdo baseados no método
QUEChERS foram utilizados: QUEChERS original (ANASTASSIADES et al., 2003) e
suas versfes tamponadas acetato (LEHOTAY et al., 2005) e citrato
(ANASTASSIADES et al., 2007). Em todos os procedimentos a etapa de limpeza por
d-SPE foi realizada da mesma maneira, empregando os sorventes Z-Sep* e PSA de
acordo com os estudos de REJCZAK & TUZIMSKI (2017) e MORENO-GONZALEZ
et al. (2014). Na Figura 6 estdo demonstrados os trés procedimentos realizados nos

testes iniciais.
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Figura 6 - Procedimento de extracdo realizado para as trés variacdes do método

=

QUECHhERS.

rcoiaio S o

10 g amostra* 10 g amostra* 10 g amostra*
10 mLACN 10 mLACN 1% Ac. Acético 10 mLACN
L Agitagao 1min  Torieacionivel 0pa kg (0=3)
4 g MgSO,
- 4 g MgSO, 49 MgSO, 1 g NaCl
Particao 1 g NaCl 1g CH;COONa 1 g CgHsNas0;7.2H,0

0,5 g CgHeNa,0;.1,5H,0

Agitacdo 1 min
Centrifugacao 8 min, 3500 rpm
1 mL extrato

1 11

150 mg MgSO, 150 mg MgSQ, 150 mg MgSO,
100 mg PSA 100 mg PSA 100 mg PSA
100 mg Z-Sep* 100 mg Z-Sep* 100 mg Z-Sep*

Agitacdo 1 min

Centrifugagdo 8 min, 10000 rpm
Filiragdo (PTFE, 022 pm)
Diluigao 1:1 ACN

Injecdo HPLC-FD

4.7.2 Influéncia da diluicdo da amostra ou extrato diante de diferentes

sorventes

Nos testes subsequentes, avaliou-se na etapa de limpeza do extrato, 0 uso
dos sorventes alumina, florisil, silica, EMR-lipid® e a combinacéo ja utilizada de Z-
Sep* e PSA. Paralelamente a este teste foi realizado um procedimento para avaliar a
influéncia da etapa de diluicdo através da comparacdo da diluicdo do extrato em
acetonitrila realizada antes da injecdo do extrato no equipamento (1:1, v/v) e a
diluicdo durante a etapa de extracdo (1:2, m/v).

O ensaio realizado com a diluicdo do extrato final em acetonitrila na proporcao
de 1:1 (v/v) consistiu na extracdo de 10 g de amostra com 10 mL de acetonitrila.
Para a diluicdo durante a etapa de extracado, utilizou-se 5 g de amostra e 10 mL de
acetonitrila (1:2, m/v), sem a necessidade de diluicao final. Ambos os procedimentos
podem ser vistos na Figura 7 (diluicdo 1:1, v/v) e Figura 8 (diluicdo 1:2, m/v).

Cabe salientar que os sorventes alumina, florisil e silica ndo foram ativados
termicamente e o EMR-lipid® foi utilizado sem as etapas de ativacdo e posterior

polimento, como recomenda o fabricante.
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Figura 7 - Procedimento realizado no teste com diluicdo final do extrato em
acetonitrila (1:1, v/v), utilizando 4 diferentes sorventes (alumina, florisil, silica e EMR-
lipid®) em comparacdo com PSA + Z-Sep*.

10 g amostra* 'F"'.“ﬁc??é"':ii:e' 50 pg kg™ (n=3)
=) | o

L} Agitaggo 1 min
- 4 g MgSO,
=rm) | arase
Agitacdo 1 min
Cenmgagao 8 min, 3500 rpm
1 mL extrate

150 mgMgSO, 450 mgMgsO, 150 mgMgSO, 150 mgMgSO, 150 mg MgSO,
100mgPSA 500 mgAlumina 200 mg Florisil 200 mg Silica 200 mg EMR
100 mg Z-Sep*

Agitagdo 1 min

Centrifugacao 8 min, 10000 rpm
Filtragdo (PTFE, 022 pm)
Diluicao 1:1 ACN

Inje¢do HPLC-FD

Figura 8 - Procedimento realizado no teste com dilui¢cdo inicial da amostra em
acetonitrila (1:2, m/v), utilizando 4 diferentes sorventes (alumina, florisil, silica e
EMR-lipid®) em comparagdo com PSA + Z-Sep*.

* *Fortificagdo nivel 50 pg kg'' (n=3)
5 g amostra A‘;.m;?.?,.’,'.',‘,"’ g kgt (v
10 mLACN

{} Agitagso 1 min
— 4 g MgS0Q,
e | A
Agitagdo 1 min
Centnfugag:ao 8 min, 3500 rpm
1 mL extrato

I I I T

150mgMgSO, 150 mgMgsO, 150 mgMgSO, 150 mgMgSO, 150 mg MgSO,
100mgPSA 200 mgAlumina 200 mg Florisil 200 mg Silica 200 mg EMR
100 mg Z-Sep*

Agitagdo 1 min

Centrifugacao 8 min, 10000 rpm
Filtragao (PTFE, 022 pm)
Inje¢cdo HPLC-FD
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4.7.3 Avaliacdo da quantidade de sorvente empregada na etapa de limpeza por
d-SPE

Conforme demonstrado na Figura 9, novos testes utilizando o dobro da
quantidade de sorvente (400 mg) para o mesmo volume de extrato (1 mL) foram
realizados a fim de verificar uma maior eficiéncia na remocdo de coextrativos da

matriz. Foram novamente testados os sorventes alumina, florisil, silica e EMR-lipid®.

Figura 9 - Procedimento de limpeza do extrato utilizando 400 mg de cada sorvente.

( I
* *Fortificagdionivel 50 pg kg™ (n=3)
e e
\ m )
& Agitagdo 1 min
( ~N
o 4 g MgSQO,
Particao £ NaG

Agitagio 1 min
& Centrifugagao 8 min, 3500 rpm
1 mL extrato

umina ] rorsi [ —siiea ] __ene

150 mg MgSO, 150 mg MgSO, 150 mg MgSO, 150 mg MgSO,
400 mgAlumina 400 mg Florisil 400 mg Silica 400 mg EMR

Iy

Agitagao 1 min

Centrifugagio 8 min, 10000 rpm
Filtracio (PTFE, 022 pm)
Injecdo HPLC-FD

4.7.4 Comparacao entre as técnicas de limpeza d-SPE e SPE

Durante a etapa de limpeza dos extratos relatada no item 4.7.3, apos a etapa
de filtracdo o volume de extrato obtido era de aproximadamente 300 pL. Assim, era
necessario o uso de inserts nos vial de injecdo. Visando eliminar o uso deste
dispositivo optou-se por realizar ensaios com o dobro do volume de extrato e de
massa de sorventes.

Realizou-se dois procedimentos de limpeza utilizando a técnica d-SPE.O
primeiro conforme descrito no item 4.7.3 empregou tubos tipo eppendorf de 2 mL e
centrifugacéo com rotacdo de 10000 rpm por 8 min. Por outro lado, o segundo teste

foi realizado empregando tubos de PP de 15 mL e centrifugacdo a 3500 rpm por
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8min. Paralelamente a este teste realizou-se a comparacdo dos percentuais de
recuperacdo empregando o método dispersivo (d-SPE - utilizando tubo de PP de 15
mL) e n&o dispersivo (SPE - utilizando cartucho). Para a avaliacdo da etapa de
limpeza da amostra por SPE, empregou-se um cartucho de polipropileno com
volume de 3 mL, o qual foi preenchido com as mesmas quantidades de sorvente
utilizados na etapa de d-SPE. A montagem do cartucho foi realizada colocando uma
frita na parte inferior, seguida da adicdo de 400 mg de silica, 300 mg de MgSOas e
outra frita na parte superior. Posteriormente percolou-se 2 mL de extrato com auxilio
de um manifold para aplicacdo de vacuo. Os extratos foram coletados em tubo de
vidro e posteriormente filtrados com filtros de PTFE (0,22 um). Os ensaios realizados

nesta etapa estdo demonstrados na Figura 10.

Figura 10 - Teste de comparacao da recuperacdao, utilizando a técnica de limpeza da
amostra por d-SPE (em tubos de PP e tubos de eppendorf) e SPE.

- - . 1 ™\
5 g amostra* 'i;mo;l;:el 50 pg kg' (n=3)
10 mLACN )

LI Agitagdo 1 min
- 49 MgSO, )
rericeo 3 s J
G Agitagdo 1 min
Centrif. 8 min, 3500 rpm

d-SPE d-SPE SPE

(eppendorf 2 mL) (tubo PP 15 mL) (cartucho)

2mL extrato\ /

2 mL extrato \

f 1 mL extrato \ /
R ! ! l

200 mg Silica 400 mg Silica 300 mg MgSO,

300 mg MgSO

150 mg MgSOa 9 Mg=Ss +400 mg Silica
\ / \ / - Frita
Centrifugacdo 8 min, 10000 rpm Centrifugag3o 8 min, 3500 rpm Filtragdo (PTFE 0,22 pm)
Filtragdo (PTFE 0,22 pym) Filtragdo (PTFE 0,22 pm) Injegio HPLC-FD

Injegio HPLC-FD Injegdo HPLC-FD
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4.7.5 Avaliacdo do tempo de interacdo dos compostos com a amostra nos

ensaios de fortificacéo

Apébs a escolha do melhor método de extragdo e limpeza avaliou-se o tempo
de interacdo da solucéo padréo, contendo a mistura dos analitos alvo deste estudo,
com a amostra branco de mexilhdo, a fim de verificar a interacdo dosanalitos com a
amostra. Avaliou-se os seguintes periodos de tempo: 0, 5, 10, 15 e 30 min, bem
como 1, 2 e 24 horas. O procedimento deste teste estd mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Procedimento realizado para os diferentes tempos de interacdo do
padrdo com a amostra.

[ 5 g amostra ]

Forhﬁcagao nivel 50 pg kg (n=3)
Aglta(,‘ao 1 min

Tempode
wmmmmmmm
e LT

4 g MgSO
[ s Maso ]

G Agitagdo 1 min
Centrif. 8 min, 3500 rpm
1 mL extrato

200 mg Silica
150 mg MgSO,

Centrifugacdo 8 min, 10000 rpm
Filtragao (PTFE, 022 pm)
Inje¢éo HPLC-FD

4.8 VALIDACAO DO METODO PROPOSTO PARA A DETERMINACAO DE HPAs
EM MEXILHAO POR HPLC-FD

ApoOs a avaliacdo das melhores condi¢cdes de preparo de amostra, 0 método
foi validado em funcéo dos seguintes parametros: seletividade, linearidade e faixa
linear, avaliacdo do efeito matriz, limites de deteccdo e quantificagdo, exatidao,

precisao (em termos de repetibilidade e preciséo intermediaria).
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4.8.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por comparacdo dos cromatogramas
obtidos de injecdes no sistema HPLC-FD de extratos da amostra “branco” de
mexilhdo, isenta dos compostos em estudo, e de amostra “branco” fortificada (30 pg

kg?) com os compostos avaliados neste estudo.
4.8.2 Linearidade e faixa linear

A fim de verificar a faixa de trabalho e o comportamento da resposta analitica
realizou-se a injecdo em triplicata das soluc¢des analiticas nas concentracdes de 1,0;
2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 pug L* correspondentes a uma concentracdo na
amostra de 2, 4,10, 30,40 e 60 ug kg™.

4.8.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi determinado através da comparacao entre as inclinacdes
das curvas analiticas preparadas em solvente (acetonitrila) e no extrato "branco" de
mexilhdo através da Equacdo 1 (SANTE, 2015).

X1—-X2
X2

Efeito matriz (%) = (*=2) x100 Equagdo 1

Em que:

X,= Média das inclinacbes da curva (para cada analito) preparada no extrato
da matriz (CTM);

X,= Média das inclinacfes da curva (para cada analito) preparada no solvente
(CTS);

4.8.4 Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)

O LOQ do método foi definido como a menor concentragao de fortificagéo na
matriz (n=7) com resultados aceitaveis de exatidao (recuperacdes entre 70 e 120%)
e precisao (RSD < 20%) (SANTE, 2015). O LOD do método foi calculado dividindo o

valor do LOQ por 3,33. Ambos os resultados sédo expressos em pug kg™.
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4.8.5 Ensaios de recuperacao para avaliacdo da exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacéo, sendo
realizadas fortificagbes na amostra “branco” de mexilhdo em trés niveis de
concentragdo (2, 10 e 30 ug kg?t), com 7 réplicas de extracdo para cada nivel de
fortificacao, injetadas uma vez cada.

A exatidao, expressa a percentagem de recuperacdo dos analitos. Conforme
recomendacdes do guia de validagdo do INMETRO (2011), o calculo de recuperagéo
é feito de acordo com a Equacao 2. Neste trabalho, a recuperacao foi calculada com

o auxilio do software Microsoft Excel®.

Recuperagdo (%) = (%) x100 Equacéo 2

3

Em que:
C,= Concentracao determinada na amostra fortificada;
C,= Concentracao determinada na amostra nao fortificada;

Cs;= Concentracao usada para fortificacao;
4.8.6 Precisao (repetibilidade) e preciséo intermediaria

A precisdo do método, em termos de repetibilidade (RSDr), € expressa pelo
desvio padrdo relativo (RSD) e foi avaliada nos mesmos niveis de fortificacdo
realizados para a exatidao.

A precisdo pode ser calculada através da formula do RSD, conforme a
Equacéo 3.

RSD (%) = ()S—() %100 Equacéo 3
Em que:

X = Média das medidas em replicatas.

s = Estimativa de desvio padréo absoluto = {Z(xi- Xm)?/n-1}*2;

xi = Valores individuais;

n = Numeros de medidas;

A precisao intermediaria (RDSpi) do método foi avaliada realizando o mesmo
procedimento analitico em dias diferentes, através da injecdo da curva analitica e
das amostras branco fortificadas nos mesmos niveis utilizados na repetibilidade (2,
10 e 30 ug kgd).
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4.9 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS REAIS
O método desenvolvido e validado foi aplicado em 20 amostras comerciais de

mexilhdo cedidas pelo Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO) coletadas na

regido de Florianépolis em Santa Catarina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 AVALIACAO DOS PARAMETROS DO SISTEMA HPLC-FD PARA
DETERMINACAO DE HPAs EM MEXILHAO

5.1.1 Escolha da coluna analitica e da fase movel

A escolha da coluna analitica e da composicao da fase movel neste trabalho
para a analise de 7 HPAs em mexilhdo baseou-se em alguns trabalhos na literatura,

mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Alguns trabalhos da literatura referentes as condicbes cromatograficas do
HPLC-FD.

Vazéo Vol. inj.

Amostra Coluna Dimensdes Fase movel ) Referéncia
(mL min?) (ML)
. Gradiente:
g C18 (Rapid 50x2,1 mm,; o SERPE et al.,
Mexilhao Resolution HT) 1.8 um acetg)nltrlla e 0,4 20 2010
agua
C18 (CC 150/4 . Gradiente:
Peixe Nucleosil 100-5 15;4 mm, acetonitrila e 0,8 15 RQI\;?LZH(%SA
C18 PAH) M agua .
C18 Gradiente:
Mariscos (Phenomenex 12&__’x4’6 acetonitrila e 1,4 20 PERUGINI et
. mm; 3 um . al., 2007
C18 Envirosep) agua
LC-PAH Gradiente:
Mexilhdo  (Supelcosil LC- rr?rioz‘l?n acetonitrila e 1 50 PEaITUZGOIgl; et
PAH Supelco) PO H agua N
. . Gradiente: LIAUD, MILLET
2?;‘;31:‘(;0 I?éiﬁgg;‘;'% ;:1923’%1 acetonitrila e 1 20 & LE CALVE,
P o H agua 2015

A maioria dos trabalhos relatam o uso de colunas analiticas de fase reversa
com tamanho de particula de 5 um para a separacao de HPAs por HPLC-FD Assim,
neste trabalho foi utilizada uma coluna analitica Acclaim™ 120 C18 nas dimensdes
de 250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e 5 um de tamanho de
particula. Empregou-se um volume de amostra de 20 pL para inje¢do no sistema
cromatografico (SILVA, 2013).

A acetonitrila e dgua sdo os solventes mais utilizados como fase movel na
separacdo de HPAs. Portanto, estes solventes foram escolhidos como fase movel

neste trabalho, e para uma melhor separacdo dos compostos utilizou-se um
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gradiente de fase mdvel. As injecdes individuais das solucbes analiticas de cada
composto em estudo possibilitaram a identificacdo da ordem de eluicdo dos
compostos através dos respectivos tr.

A primeira condi¢do de fase movel testada (condi¢do 1 - Tabela 5) foi a que
utilizou uma maior proporcdo de agua (40%). No entanto, no inicio da separagao
cromatografica, os picos demoraram muito para eluir. A partir desta condicao,
avaliou-se uma diminuicdo da proporcdo de agua até se obter uma condi¢cdo que
proporcionasse uma boa eluicdo e separacdo dos picos. Apoés varias alteracdes na
proporcao dos solventes e vazao de fase movel (condicdo 2 e 3 - Tabela 5) visando
0 aprimoramento da separacao cromatografica, chegou-se a propor¢ao (condicéo 4 -
Tabela 5) que promoveu uma separacdo adequada. O método satisfatorio para
separacdo dos 7 HPAs em estudo foi alcancado com um tempo de analise
cromatografica de 23 min nas condicfes de fase movel e vazdo apresentadas na

condicdo 4 da Tabela 6 que também podem ser visualizadas na Figura 12.

Figura 12 - Gradiente e vazdo da fase moével utilizada no sistema HPLC-FD para
determinacao de HPAs em amostras de mexilhao.
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A Figura 13 apresenta o cromatograma obtido por HPLC-FD para uma

solucdo padrdo em acetonitrila na concentragdo de 30 pg Lt contendo todos

compostos em estudo. As condi¢cdes de fase movel e vazao utilizadas foram as da

condicdo 4 (Tabela 5) e os comprimentos de onda de excitagdo de 260 nm e

emissao de 395 nm (descritos no item 5.1.2).

Figura 13 - Cromatograma obtido por HPLC-FD para a solucdo analitica (30 ug L™?)

preparada em acetonitrila.
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5.1.2 Avaliacdo dos comprimentos de onda de excitacdo e emisséo

Alguns valores de comprimentos de onda de excitacdo e emissao foram

obtidos na literatura e estdo mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Alguns comprimentos de onda de excitacdo e emissao encontrados na
literatura para os compostos analisados neste trabalho.

Compostos Comprimentos de onda de excitagdo/emisséo (nm)
Fenantreno 250/370 252/365 252/370 265/389 -
Antraceno 250/400 250/402 252/402 265/389 -

Pireno 270/400 332/378 270/390 265/389 -
Criseno 270/390 2771384 270/390 265/389 -
BenzolKk]fluoranteno 290/430 303/432 290/410 - 263/410
Benzo[a]pireno 290/430 280/410 290/410 - 263/410
Dibenzo[ah]antraceno 290/430 294/398 290/410 - 263/410
A AOIDOR umser FaLcioua | SUTERREZ

al.,, 2013 etal., 2016

CALVE, 2015 RESNIK, 2015 LLASERA, 2017

Com base nestes valores os comprimentos de onda de 280/420, 260/400,
260/410, 260/390 e 260/395 foram avaliados para analise os 7 HPAs em mexilhdo
por HPLC-FD.

Utilizando o comprimento de onda de 280/420 nm apenas trés compostos
apresentaram intensidade de sinal cromatograficos satisfatoria. Assim, optou-se por
diminuir o valor do comprimento de onda para 260/400, valor mais proximo daqueles
gue nao apresentaram sinal. Neste comprimento de onda obteve-se uma relagéo de
intensidade mais elevada para o composto benzo[a]pireno em relacdo aos demais
compostos. Essa grande diferenca na intensidade ndo € ideal, uma vez que o
fenantreno apresentou uma intensidade muito baixa (6,4% do valor de area) quando
comparado ao benzo[a]pireno.

Os conjuntos de comprimento de onda de excitacdo/emissao (260/410,
260/390, 260/395 nm) foram testados (Figura 14). Os comprimentos de onda
selecionados foram 260/395 nm, uma vez que todos 0s compostos avaliados

apresentaram intensidades intermediarias de sinal cromatografico.
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Figura 14 - Avaliacdo da variacao do sinal cromatografico em relacao aos diferentes
comprimentos de onda de excitagao e emissao testados.
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5.2 AVALIACAO DA ETAPA DE PREPARO DE AMOSTRA PARA A
DETERMINACAO DE HPAs EM MEXILHAO POR HPLC-FD

4.7.1 Procedimento de extracao

Inicialmente trés versdes do método QUEChERS foram avaliadas a fim de
verificar qual o procedimento era o mais adequado em termos de recuperacdo e
RSD satisfatérias (70 e 120%, RSD < 20%) para os compostos avaliados neste
estudo.

Como pode ser visto na Figura 15, ao comparar as trés versées do método
QUEChERS, observou-se que os resultados das recuperacgdes foram similares entre
eles. No entanto, os valores diferem estatisticamente segundo o teste de
significancia (a= 0,05) gerados pela analise de variancia (ANOVA), uma vez que o

valor de p foi menor que 0,05.
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Figura 15 - Resultados dos percentuais de recuperacdo e RSD para os 3 métodos
QUEChERS (original, acetato e citrato) avaliados durante a etapa de preparo de
amostra da determinacédo de HPAs por HPLC-FD.
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Os valores de recuperagéo nos 3 testes ndo foram satisfatorios, pois somente
os compostos fenantreno e antraceno apresentaram valores de recuperagdo entre
70 e 120% com RSD =< 20% para as trés modificacbes do método QUEChERS
empregado. O pireno somente foi recuperado quando foram utilizdos os métodos
QUEChERS original e citrato. Os demais compostos apresentaram valores de
recuperacao insatisfatorios (abaixo de 70%). Embora, o0 método QUEChERS original
ndo tenha apresentado valores satisfatorios de recuperacdo para 0S compostos
(criseno, benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno e dibenzo[a,h]antraceno) foi o que
apresentou o maior percentual de recuperacao (51 a 90%) para todos os compostos,
sendo assim este foi o teste escolhido para as estapas subsequentes. Por outro
lados os métodos citrato e acetato apresentaram percentuais de recuperacao de 48
a 86% e 45 a 85%, respectivamente.

Perdas de analitos podem ter sido ocasionadas por adsor¢cdo destes pelo
sorvente utilizado na etapa de limpeza do extrato, fornecendo assim baixos teores
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de recuperacao para a maioria dos compostos (WONGMANEEPRATIP & VANGNAI,
2017).

5.7.2 Influéncia da diluicdo da amostra ou extrato diante de diferentes

sorventes

Os sorventes testados inicialmente, Z-Sep* + PSA, ndo apresentaram valores
de recuperacao satisfatérios para a maioria dos compostos. Com isso, optou-se por
avaliar de forma simultdnea diferentes sorventes (silica, alumina, florisil e EMR-
lipid®). Além disso, foram realizados ensaios para verificar a influéncia da diluicdo da
amostra durante a etapa de extracdo (proporcdo amostra:solvente) 1:2 e também
apos as etapas de extracdo/limpeza ao final do preparo de amostra.

Para o uso do sorvente EMR-lipid® é recomendado uma etapa de ativagdo
com agua, e posteriormente uma etapa de particdo (termo conhecido
comercialmente como polish). Estas etapas nao foram realizadas neste trabalho,
uma vez que aumentam o tempo de preparo de amostra. Quanto aos demais
sorventes (silica, alumina e florisil) ndo foram utilizados tratamentos de ativacdo. Um
estudo também utilizou os mesmos sorventes sem ativacao prévia, relatando que
qguando utilizaram o florisil ativado, ndo obtiveram recuperacfes satisfatérias para
alguns compostos de massa molecular elevada, especialmente o benzo[a]pireno,
uma vez que este sorvente na forma ativada adsorve de forma irreversivel estes
compostos menos polares (BUCZYNSKA et al., 2015)

Os valores das recuperacdes obtidas para a comparacdo entre os testes de
diluicdo do extrato final em acetonitrila (1:1, v/v) e diluicdo na etapa de extracéo (1:2,

m/v) empregando em ambos 0S mesmos sorventes esta mostrado na Figura 16.
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Figura 16 - Comparacdo dos percentuais de recuperacdo e RSD obtidos
empregando o método QUEChERs original, diferentes sorventes na etapa de
limpeza e diluicbes diferentes.
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De maneira geral, o grafico apresenta similaridade em todos os testes, em
relacdo percentual de recuperacdo dos compostos de acordo com a sua polaridade.
Pode ser observado uma diminuicdo no percentual das recuperacdes de acordo com
a diminuicdo da polaridade dos compostos, exceto para o fenantreno e o antraceno.
Portanto, pode-se inferir que quanto mais apolar a caracteristica do composto menor
sera o seu percentual de recuperagdo. Este fenbmeno também foi observado por
MARR, KIRCHSTETTER & HARLEY (1999) em seus experimentos.

RAJSKI et al. (2013) também verificaram a relacdo entre as propriedades

fisico-quimicas dos seus analitos com os valores de recuperacéo obtidos, sendo que
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aqueles compostos que apresentavam um Log Kow> 4 apresentaram oS menores
valores de recuperacéao.

Ainda, no trabalho de MORRISON et al. (2016), na analise de HPAs em
amostras de peixe utilizando o método de extracdo QUEChERS, é relatado que esta
influéncia pode estar associada a maior interacdo dos compostos menos polares
com a camada adiposa dos individuos, sendo que dependendo do solvente utilizado
ndo se obtém uma extracdo total dos compostos presentes na matriz. No entanto,
apesar das recuperacfes serem menores em tais situacoes, é possivel se obter uma
quantificacdo adequada para a maioria das aplicacdes de triagem ambiental.

Conforme apresentado na Figura 16, as recuperacfes utilizando Z-Sep* +
PSA como sorventes de limpeza do extrato foram consideradas as mais baixas (47 a
90%) em comparacdo aos demais sorventes, exceto para a silica no teste com
diluicdo do extrato final (1:1, v/v). A provavel explicacdo para esse fenbmeno é que o
sorvente Z-Sep* retém os analitos de interesse, uma vez que 0s analitos possuem
caracteristicas apolares e podem ficar retidos no sorvente. RAJSKI et al. (2013)
relataram que o uso de PSA e C18 estdo relacionados com a diminuigdo nos
percentuais das recuperacdes dos analitos apolares (pesticidas) quando comparado
com os analitos de maior polaridade. C18 e Z-Sep* sdo sorventes utilizados para
remocao de coextrativos apolares. Assim, estes podem reter os compostos de
interesse. Quando compara-se 0s percentuais de recuperacao nos testes de diluicao
observa-se uma diferenca significativa (p<0,05) quando utiliza-se 5 g de amostra e
10 mL de solvente na etapa de extracdo. Neste teste, obteve-se recuperacbes
satisfatorias (76 a 105%) para 4 compostos (fenantreno, antraceno, criseno e
benzo[k]fluoranteno). Ja no teste empregando 10 g de amostra e 10 mL de solvente
com diluicdo 1:1 (v/v) do extrato final, obteve-se recuperacfes aceitaveis (73 a 90%)
para 3 compostos (fenantreno, antraceno e criseno). No entanto, a utilizacdo da
mistura (Z-Sep* + PSA) ndo é satisfatoria em termos de recuperacéo para os HPAs
avaliados nesse estudo. PURCARO et al. (2013) testaram a utilizacdo de Z-Sep* em
seus experimentos, e também ndo obtiveram resultados de recuperacdes
satisfatérias (>70%).

Segundo o teste de variancia ANOVA, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) para os valores de recuperacao obtidos nos testes utilizando diferentes
sorventes e diluicdo do extrato final (1:1, v/v). No entanto, somente o sorvente EMR-

lipid® apresentou para todos os compostos percentuais de recuperacdo na faixa
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aceitavel (70 a 91%). O sorvente florisil apresentou variagdo nos percentuais de
recuperacdo de 68 a 87%, com valores satisfatorios para 5 compostos (fenantreno,
antraceno, pireno, criseno e benzo[k]fluoranteno). O sorvente alumina também
apresentou percentuais de recuperacao satisfatorios (52 a 97%) para 5 compostos
(pireno, criseno, benzolk]fluoranteno, benzo[a]pireno e dibenzo[a,h]antraceno). Para
a combinacdo Z-Sep* + PSA, as variacdes de recuperacdo foram de 47 a 90%,
sendo que apenas 3 compostos (fenantreno, antraceno e pireno) apresentaram
percentuais de recuperagfes aceitaveis. Quando silica foi empregada como
sorvente obteve-se 0s percentuais de recuperacdo mais baixos variando de 54 a
74%. Para este sorvente obteve-se recuperacdes satisfatorias somente para 2
compostos (fenantreno e antraceno).

Segundo o teste estatistico ANOVA, héa diferenca significativa (p<0,05) para
os valores de recuperacdo obtidos nos testes utilizando diferentes sorventes e
diluicho na etapa de extracdo (1:2, m/v). Todos 0s compostos apresentaram
recuperacoes entre 70 e 120%, exceto a combinacdo de Z-Sep* + PSA que
apresentou resultados de recuperagéao variando de 63 a 105%. Nesta avaliacédo, 3
compostos (benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno e dibenzo[a,h]antraceno) né&o
apresentaram percentuais de recuperacao aceitaveis. Os melhores resultados foram
obtidos utilizando silica como sorvente, uma vez, obteve-se valores de recuperacao
entre 89 a 103%. Os sorventes florisil, alumina e EMR-lipid® também apresentaram
boas recuperacoes, de 78 a 105%, 76 a 113% e 75 a 99%, respectivamente.

Em termos de percentual médio de recuperacdo, no teste com diluicdo do
extrato final (1:1, v/v) a utilizacdo dos sorventes EMR-lipid® (81%), florisil (76%) e
alumina (74%), mostraram-se mais eficientes quando comparadas com os valores
obtidos para Z-Sep* + PSA (66%), e silica (63%). Para o teste com diluicdo da
amostra na etapa de extracao (1:2, m/v) com a utilizacdo de Z-Sep* + PSA (78%)
obteve-se os menores percentuais de recuperacdo quando comparado com silica
(94%), florisil (86%), alumina (86%) e EMR-lipid® (82%), respectivamente, 0s quais
foram os sorventes que apresentaram os melhores percentuais de recuperacédo. Em
todos os testes os valores de RSD foram < 11%.

Portanto, os maiores percentuais de recuperacdes foram obtidos nos testes
empregando diluicdo da amostra na etapa de extracéo (1:2, m/v). Os sorventes que

apresentaram melhores resultados foram silica, florisil, alumina e EMR-lipid®. Diante
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disso, os testes seguintes foram realizados com diluicdo da amostra na etapa de

extracao (1:2, m/v) e avaliacdo dos 4 melhores sorventes.

5.7.3 Avaliacdo da quantidade de sorvente empregada na etapa de limpeza por
d-SPE

O critério de escolha da massa de sorvente para as proximas etapas, foi
baseado nos percentuais de recuperacdes do teste utilizando 200 ou 400 mg. Este
teste foi realizado a fim de se obter um cromatograma mais limpo visualmente, uma
vez que com uma maior quantidade de sorvente se espera uma maior remocao de
coextrativos. Na Figura 17 pode ser observado que todos o0s sorventes
apresentaram recuperacdes na faixa de 73,1 e 114,3% e RSD < 7,8% para todos os
compostos, exeto para o0 composto bibenzo[a,h]antraceno quando utilizado 400 mg
do sorvente EMR (69,8%).
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Figura 17 - Recuperacao dos testes usando 200 mg ou 400 mg de cada sorvente.
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A silica quando empregada como sorvente ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) nos valores de recuperacdo média para ambos os testes, ou
seja, os valores de recuperacdes sdo equivalentes utilizando as quantidades de 200
ou 400 mg de sorvente. Logo, a quantidade de 200 mg de sorvente foi escolhida, a
fim de minimizar custos desnecessarios.

Observou-se também, que a silica apresentou maior capacidade na retencéo
de compostos da matriz com caracteristicas mais polares (como as proteinas)
(PURCARO et al., 2013). Visto que o mexilhdo apresenta teor de proteinas em torno
de 20% (PARISENTI et al., 2008) este sorvente foi eficiente na remocao destes,
fornecendo um cromatograma melhor resolvido, com menor intensidade para os
picos de coextrativos provenientes da matriz. A Figura 18 mostra a a comparacao
dos cromatogramas de extrato branco de mexilhdo apos realizagdo da etapa de

limpeza.
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Figura 18 - Cromatogramas obtidos por HPLC-FD referente a extrato branco de
mexilh&o apds a realizacédo da etapa de d-SPE utilizando 200 mg de cada sorvente e
150 mg de MgSOa4 para 1 mL de extrato.
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5.7.4 Comparacdo entre as técnicas de limpeza d-SPE e SPE

Analisando a Figura 19, observou-se que para a técnica d-SPE realizada em
tubos de PP o composto dibenzo[a,h]antraceno ndo é recuperado de maneira
satisfatoria (<70%). Os valores de recuperacao obtidos para este teste variaram de
65,6 a 89,2%, valores estes inferiores aos obtidos quando se utiliza os tubos de
eppendorf (80,2 a 103,1%). Constatou-se diferenca significativa (p<0,05) entre os
valores de recuperacao obtidos nestes testes e esta pode ser atribuida a grande
diferenca na velocidade centrifugacdo do extrato, sendo que para os tubos de PP
utiliza-se centrifuga com rotacdo de 3500 rpm e para de tubos de eppendorf uma
rotacdo de 10000 rpm. Acredita-se que este fato deve estar ligado a uma maior
precipitacdo de coextrativos. Também, pode-se perceber que uma maior velocidade
de centrifugacéo facilita a retirada do sobrenadante sem a presenca de residuos
solidos no extrato (ODUNTAN et al, 2016).
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Figura 19 - Comparacéo entre as técnicas de limpeza de SPE (cartucho) e d-SPE
(com tubos de PP de 15 mL - usando rotagéo de 3500 rpm e tubos eppendorf de 2
mL - com centrifugacdo com rotacéo de 10000 rpm).
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A técnica de SPE, empregando cartuchos com silica para a limpeza do
extrato ndo apresentou valores de recuperacédo satisfatérios, uma vez que para esta
técnica somente o fenantreno obteve valores de recuperacdo acima de 70%.
WONGMANEEPRATIP & VANGNAI (2017) também obtiveram baixos niveis de
recuperacao para alguns HPAs, fato este que pode estar ocasionado a perda parcial
destes compostos durante o método de extracéo e procedimento de limpeza usando
o cartucho.

Sendo assim, comprovada a influéncia da velocidade de centrifugagédo na
técnica por d-SPE, optou-se por utilizar na etapa de limpeza tubos de eppendorf
contendo 150 mg de MgSOa4 e 200 mg de silica para 1 mL de extrato.
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5.7.5 Avaliacdo do tempo de interacdo dos compostos com a amostra nos

ensaios de fortificacéo

Como pode ser visto na Figura 20, os resultados de recuperacdo mantiveram-
se constantes, ndo havendo diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca (p
>0,05) e foram satisfatorios para todos os compostos avaliados em todos os tempos
de interacéo estudados. Os valores de recuperagao variaram de 79 a 96% e RSD <
5%. De acordo com os resultados, embora, ndo seja necessaria a interacdo dos
analitos com a amostra por um longo periodo, optou-se por um tempo de contato de
30 min para assegurar a interacdo destes com a amostra. Esse tempo nao afeta a
duracdo da andlise quando comparado a outros trabalhos que utilizam tempo de
contato de 24 h (REY-SALGUEIRO et al., 2009). Também, os autores CERQUEIRA,
CALDAS & PRIMEL (2014) testaram tempos de interacdo do padrédo com a amostra
de 30 min, 48 h e 164 dias. Relataram que os valores de recuperacdo nao
apresentaram diferenca significativa entre os testes, portanto utilizaram 30 min de

interacao.

Figura 20 - Resultados de recuperacdo para os diferentes tempos de interacdo do
padrdo com a amostra antes da etapa de extracao.

100 -
o5 - \/\/\
g \v —— Fenantreno
S o0 VV = Antraceno
g \/—\/\ —=Pireno
) .
S g5 - = Criseno
é == Benzol[k]fluoranteno
80 - Benzo[a]pireno
Dibenzo[a,h]antraceno
75 T T T T T T T 1
0 5 10 15 30 1 2 24
min  min . min  min min hora horas horas




70

4.7.6 Método validado

O método proposto para a validagdo consistiu na modificacdo do método
QUEChERS original. Pesou-se 5 g de amostra em tubo de PP de 50 mL. Para os
testes de avaliacdo do percentual de recuperacdo, a amostra foi fortificada em
diferentes niveis de concentragdo (2, 10 e 30 pg kg?) com uma solucdo padréo (uL)
contendo os HPAs avaliados neste estudo e deixou-se interagir com a amostra por
30 min. A etapa de extracdo foi realizada apos a adicdo de 10 mL de acetonitrila
com posterior agitacdo em vortex por 1 min. Em seguida, para a etapa de particao
foram adicionados 4 g de MgSOa4 e 1 g de NaCl. Os tubos foram agitados por 1 min
e centrifugados a 3500 rpm por 8 min. Para a etapa de limpeza do extrato,
transferiu-se 1 mL do sobrenadante para um tubo de eppendorf contendo 150 mg de
MgSOa4 e 200 mg de silica. Este tubo foi agitado por 1 min e centrifugado a 10000
rpm por 8 min. Entdo, o sobrenadante foi filtrado com um filtro de PTFE (0,22 um) e
0 extrato analisado por HPLC-FD. Este procedimento pode ser visualizado na Figura
21.



71

Figura 21 - Fluxograma do procedimento de preparo de amostra realizado para
determinacao de HPAs em mexilh&o.
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5.3 VALIDACAO

5.3.1 Seletividade

O método foi considerado seletivo, uma vez que a injecdo do extrato
proveniente de amostra “branco” ndo apresentou picos cromatograficos nos mesmos
tempos de retencdo dos analitos de interesse. Desta forma, a amostra “branco”
avaliada foi utilizada para o preparo das curvas analiticas e ensaios de exatidao e
precisdo. Os solventes e reagentes empregados no preparo de amostra também
foram avaliados através da realizacdo do procedimento de extracdo sem a amostra
(“branco” reagente). Assim, foi assegurado que os mesmos estavam isentos de

contaminantes que poderiam interferir na analise, como pode ser visualizado na

Figura 22.
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Figura 22 - Cromatogramas obtidos por HPLC-FD para amostra branco fortificada no

nivel 30 pg kg?' (a), amostra branco de mexilhdo (b), branco reagente (c) e
acetonitrila (d).
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5.3.2 Curva analitica, faixa de linear e efeito matriz

A linearidade do método foi assegurada pela aplicacdo da regresséo linear
aos pontos da curva analitica nos niveis de concentracédo de 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0;
20,0 e 30,0 pug L1, preparada no extrato branco da matriz de mexilhdo.

A Figura 23 representa a curva analitica para os 7 HPAs analisados,
indicando que o composto benzo[a]pireno € o0 mais sensivel de todos seguido do
criseno que apresenta uma resposta similar; antraceno, benzo[k]fluoranteno,
dibenzo[a,h]antraceno e pireno apresentam ordens decrescentes de sensibilidade;

sendo que o fenantreno apresenta a menor sensibilidade de todos.
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Figura 23 - Curva analitica (1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 ug L) preparada no
extrato branco de mexilhdo obtida por HPLC-FD para os compostos avaliados neste

estudo.
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Todos os HPAs avaliados apresentaram resposta linear na faixa de 1,0 a 30,0

ug L. A Tabela 8 apresenta os valores de coeficiente de determinacéo (r?) das

equacdes das curvas analiticas preparadas em solvente e no extrato da matriz

branco de mexilhdo, bem como a faixa linear de trabalho, as equacdes da reta e

ainda o efeito matriz para cada composto.

Tabela 8 - Coeficientes de determinacdo (r?) das curvas analiticas preparadas no
solvente e no extrato branco da matriz, valores de faixa linear, equacdo do modelo
para cada HPA estudado e efeito matriz.

Compostos Faixa de tr_abalho : Equacéao Qa reta Efeito
(g L) Solvente Matriz Matriz matriz (%)
Fenantreno 1,0-30,0 0,9992  0,9997 y=2300,8x +1319,2 -8,9
Antraceno 1,0-30,0 0,9998 0,9998 y=2535,6x - 26,977 -0,2
Pireno 1,0-30,0 0,9997 0,9992 y=1025,3x +1284,6 -0,7
Criseno 1,0-30,0 0,9998 0,9995 y=2989,2x + 529,2 3,7
Benzo[K]fluoranteno 1,0-30,0 0,9999 0,9984 y=2094x - 569,3 1,6
Benzo[a]pireno 1,0-30,0 0,9995 0,9993 y=3149,1x + 993,6 17,3
Dibenzo[a,h]antraceno 1,0-30,0 0,9997 0,9986 y=1610,3x - 461,3 6,4

Através dos dados obtidos pelo modelo de regressao linear, avaliou-se que o

modelo € adequado para as determinacbes analiticas em estudo. Todos o0s
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compostos analisados apresentaram coeficientes de determinacdo (r?) maiores de
0,9984, portanto este parametro enquadra-se nos critérios de aceitacao.

Os valores de efeito matriz variaram de -8,9 a 17,3%. Observou-se que para 4
compostos o efeito matriz foi positivo, ou seja, a curva preparada na matriz
apresenta uma maior area do que a preparada no solvente, ja pra outros 3
compostos o efeito matriz foi negativo, apresentando uma diminuicdo da area do
pico quando preparada no extrato da matriz.

Através deste parametro, verifica-se a relagdo do efeito dos coextrativos da
matriz sobre o sinal analitico, podendo aumentar o sinal (efeito positivo) ou diminuir
o sinal (efeito negativo). Considera-se que resultados com efeito de matriz
superiores a 20% sofram influéncia da matriz, sendo necessario realizar a
construcéo da curva analitica no extrato da matriz para minimizar o efeito (SANTE,
2015). O composto benzo[a]pireno apresentou um valor de efeito matriz de 17,3%.
Desta forma, optou-se em realizar a determinacdo em uma curva preparada mesmas

condicbes em que a amostra se encontra para apresentar uma maior exatidao.

5.3.3 Avaliacao da exatidao (recuperacao) e precisao (repetibilidade e preciséo

intermediaria)

Na Tabela 9 e Figura 24 estdo apresentados os valores dos percentuais
médios de recuperacdo (n=7) e RSD intraday (em termos de repetibilidade) e os
valores dos percentuais médios de recuperacao (n=7) e RSD interday (em termos de
precisao intermediaria). Foram realizados trés niveis de fortificacdo: 2, 10 e 30 g
kg em mexilhdo seguidos de extracdo empregando o método QUEChERS, sendo
que a repetibilidade foi obtida pelo percentual das recuperacdes dos testes
realizados no mesmo dia, e a precisdo intermediaria em dias diferentes.

O percentual de recuperagdo foi calculado a partir da curva analitica
preparada no extrato da matriz, segundo os critérios de aceitacdo de recuperacao
entre 70 - 120% e RSD < 20%, estabelecidos na SANTE (2015).



75

Tabela 9 - Resultados de recuperacdo e RSD para 0s ensaios de repetibilidade e
precisdo intermediaria realizados em niveis de concentracdo entre 2 e 30 ug kg

Repetibilidade

Precisdo intermediaria

Compostos Rec. (RSD)% (ug kg™) Rec. (RSD)% (ug kg™)
2 10 30 2 10 30

Fenantreno 96 (9) 82 (3) 89 (2) 106 (7) 113 (6) 114 (5)
Antraceno 86 (2) 86 (3) 92 (1) 102 (5) 108 (4) 105 (2)
Pireno 80 (8) 83 (2) 82 (1) 101 (10) 95 (4) 89 (4)
Criseno 97 (4) 80 (3) 85 (1) 108 (2) 97 (3) 87 (2)
Benzo[K]fluoranteno 79 (4) 80 (2) 82 (2) 98 (6) 94 (6) 85 (2)
Benzo[a]pireno 80 (3) 80 (3) 81 (1) 89 (3) 84 (3) 82 (1)
Dibenzo[a,h]antraceno 78 (3) 79 (2) 79 (3) 81 (8) 81 (2) 82 (5)

Figura 24 - Resultados de recuperagéo e RSD para 0s ensaios intraday
(repetibilidade) e interday (precisao intermediaria) nos niveis de fortificagédo F1 (2 ug
kg™t), F2 (10 pg kg™) e F3 (30 pg kg™).
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O método validado forneceu resultados satisfatérios de recuperacéo e
precisédo para todos os compostos estudados em todos os niveis de fortificagdo, com
valores de recuperacéo variando de 78 a 114% e RSD < 10%.
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5.3.4 Limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

O LOQ do método foi 2,0 ug kg* e o LOD foi 0,60 ug kg! para todos os
compostos. Em seu estudo REY-SALGUEIRO et al. (2009) também obtiveram um
LOQ de 2,0 ug kg para pireno. Estes valores de limites de deteccdo e quantificacéo
sao considerados satisfatorios para o método desenvolvido e validado, uma vez que
o limite méximo para o marcador de HPA (benzo[a]pireno) estabelecido na
legislacdo EC n°835/2011, é de 5 ug kg™.

5.4 APLICACAO DO METODO PROPOSTO PARA A DETERMINACAO DE HPAs
EM AMOSTRAS DE MEXILHAO POR HPLC-FD

No total foram analisadas 20 amostras de mexilhdo extraidas conforme o
procedimento validado. Na Figura 25 esta apresentado um cromatograma
caracteristico referente a amostra A9 a qual foi positiva para fenantreno, pireno,
criseno e dibenzo[a,h]antraceno. Para uma maior confiabilidade da analise, foi
realizada uma fortificacdo no extrato final da amostra no nivel de 10 yg L** com o mix
contendo os 7 HPAs, e pbde-se observar o aumento e/ou aparecimento das areas

referentes aos compostos adicionados.
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Figura 25 - Cromatograma referente a amostra A9 (a) e amostra A9 com extrato

fortificado no nivel de 10 ug L (b).
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Os resultados das andlises das 20 amostras de mexilh&o, estdo apresentados

na Tabela 10.
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Tabela 10 - Resultados das andlises de HPAs para as 20 amostras de mexilhdo
analisadas pelo método QUEChERS e HPLC-FD.

Composto/Amostra Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10

Fenantreno 155 173 16,7 170 175 186 16,1 17,8 18,2 16,7
Pireno 3,9 54 51 55 55 57 4,5 51 6,0 5,0
Criseno 6,3 11,0 104 109 79 104 100 104 124 9,2
Dibenzo[a,h]antraceno <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 2,0 <LOQ
> HPAs 256 337 322 334 309 348 306 333 385 309
Composto/Amostra All Al2 A13 Al4 Al5 Al6 Al7 A18 Al19 A20
Fenantreno 166 173 175 163 168 154 174 168 16,3 17,0
Pireno 50 50 50 4,6 51 51 54 54 50 53
Criseno 11,3 10,8 11,0 9,7 11,0 94 120 114 101 10,3
Dibenzo[a,h]antraceno <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
> HPAs 329 331 335 306 329 298 349 336 314 327

Legenda: n.d: ndo detectado; <LOQ: abaixo do LOQ (2,0 ug kg?).

Em todas as 20 amostras de mexilhdo analisadas, foram encontrado valores
positivos para fenantreno, pireno e criseno, e valores abaixo do LOQ para
dibenzo[a,h]antraceno, com exceg¢do da amostra A9 (2,0 ug kg'). Em nenhuma
amostra foi detectado antraceno, benzo[k]fluoranteno e benzo[a]pireno.

No geral, a média do somatério da concentracdo de todos os HPAs
encontrados nas amostras foi de 32,4 + 25 pug kg?!. Todas as amostras
apresentaram resultados com valores similares entre elas, isto pode ser devido a
todas pertencerem ao mesmo local, estando sob as mesmas condi¢cées ambientais e
de poluicéo local.

Em relacdo a composicdo dos HPAs, de acordo com RUIZ et al. (2011) as
espécies que possuem 4 anéis aromaticos em sua estrutura sdo mais abundantes
do que as de 6 anéis aromaticos enquanto que as familias de 3 e 5 anéis aroméaticos
apresentam valores médios e sdo as que mais variam em relacdo ao periodo de
amostragem. O resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com este
estudo, pois a maior abundancia encontrada foi para 2 compostos com 4 anéis
aromaticos (pireno e criseno) e para 1 composto com 3 anéis aromaticos
(fenantreno) e 1 composto com 5 anéis aromaticos (benzo[k]fluoranteno). RAMOS et
al. (2017), encontraram em amostras de mexilhdo, a predominancia dos HPAs com 2
a 3 anéis arométicos em comparacdo com os de 4 a 6 anéis. Esta € uma indicagéo
de que os organismos assimilam preferencialmente os compostos mais leves ou que

houve uma recente contaminacao da area por petroleo e/ou seus derivados.
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A maioria dos HPAs em ambientes marinhos € originaria de fontes
pirogénicas ou petrogénicas. Os HPAs pirogénicos sao produzidos durante a
combustédo incompleta de carbono, madeira e combustiveis fosseis. Eles sao
caracterizados por compostos com quatro ou mais anéis aromaticos. No entanto,
HPAs petrogénicos contém apenas dois ou trés anéis aromaticos, que estado
associados a derramamentos de Oleo bruto e refinado (ZHANG et al., 2016).

Em relacdo ao somatodrio de todos os HPAs analisados e encontrados nas
amostras, os valores variaram de 25,6 a 38,5 ug kg?. Com base em estudos sobre
mexilhdes selvagens de diferentes areas da costa atlantica europeia pré e poés-
derramamento de petroleo, foi estabelecido que as concentracdes de HPAs abaixo
de 50 ug kg* (peso seco) podem ser consideradas como uma poluicdo de fundo na
regido. Por outro lado, valores acima de 200 pug kg?! podem estar associados a
proximidade de fontes de hidrocarbonetos urbanos ou industriais e acima de 500 pg
kg ser atribuido a um derramamento de 6leo nas proximidades (RUIZ et al, 2011).

Para conversao dos resultados de peso integral para peso seco utilizou-se um
fator de conversdo de 7,4 (YOSHIMINEA & CARREIRA, 2012). Em relagdo ao
somatorio de todos os HPAs analisados e encontrados nas amostras avaliadas
neste estudo, os valores variaram de 25,6 a 38,5 ug kg (peso integral), o aplicando
o fator de conversdo, obtém-se valores variando de 189,4 a 284,9 ug kg' (peso
seco). Todas as amostras apresentaram concentracdes acima de 200 pg kg, com
excecdo da amostra Al que apresentou valor proximo (189,4 ug kg?), ou seja, pode
se inferir que as amostras estdo contaminadas com HPAs de fontes provenientes de
poluicdo urbana ou industrial local.

A relacdo entre as concentracdes de fenantreno/antraceno pode fornecer
informacdes Uteis para distinguir as origens dos HPAs. Estes, sdo dois isdbmeros
estruturais, sendo o fenantreno o isébmero mais estavel termodinamicamente.
Portanto, resultados da raz&o fenantreno/antraceno > 10 caracterizam uma poluigéo
petrogénica. Por outro lado, resultados < 10 indicam contaminacdo por fontes
piroliticas (ZHANG et al., 2016). De acordo com YUNKER et al. (2002), esses
indices sdo possiveis devido as caracteristicas termodinamicas dos HPAs e as
diferencas no calor de formagédo desses compostos, distinguindo o isbmero mais
estavel do menos estavel, possibilitando assim a diferenciacdo das fontes.

Em nenhuma das 20 amostras de mexilhdo foi detectado o composto

antraceno. Sendo o LOD 0,60 pg kg?, dividindo os valores de fenantreno
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encontrados nas 20 amostras por no minimo o valor do LOD, esta razao sera maior
qgue 10 para todas as amostras. Isto indica que a fonte de HPAs nas amostras de
mexilhdo pode estar associada as fontes petrogénicas, contaminacdo esta, que
pode ser influenciada por fontes locais de poluicdo, como por exemplo, refinaria de
petréleo, derramamento de 6leo, atividades portuarias, e manutencédo e trafego de
barcos pesados (BARHOUMI et al, 2016).

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas dos HPAs, sua solubilidade em
agua diminui com o aumento de suas massas moleculares. De fato, as maiores
concentracfes relativas aos HPAs com menores Kow (<5,0), como o fenantreno,
naftaleno, antraceno, fluoranteno e pireno (SANTOS et al, 2017) séo resultados da
maior solubilidade em &gua e maior biodisponibilidade em comparacdo com os
HPAs com maior massa molecular e maior Kow (>5,0) (BARHOUMI et al, 2016).
Sabe-se que a biodisponibilidade dos HPAs também pode depender da origem do
composto, por exemplo, a baixa disponibilidade de HPAs piroliticos em aguas de
superficie e subterraneas (SANTOS et al, 2017), pode estar associada a sua forte
ligacdo as particulas, especialmente em particulas de fuligem formadas durante a
pirlise da matéria organica e também por adsorcdo destes compostos em
sedimentos marinhos (ZHANG et al, 2016). Assim, os hidrocarbonetos petrogénicos
tendem a ser acumulados em niveis mais elevados pelos organismos vivos do que
os hidrocarbonetos piroliticos (BAUMARD, BUDZINSKI & GARRIGUES, 1998).

A concentracdo total dos HPAs encontrados nestas amostras, pode ser
intangivel quanto a possibilidade de causar efeitos negativos ao consumidor. No
entanto, para fins de confirmacdo desta afirmacédo deve-se levar em consideracéo
uma avaliagdo da toxicidade destes compostos no organismo e é de suma
importancia a realizagdo de monitoramento desses compostos para garantir a

seguranca dos alimentos e a salde da populacéo.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, avaliou-se do desempenho de trés versdes do método
QUEChERS (original, acetato e citrato) e efeito de diferentes sorventes (PSA, Z-
Sep*, silica, alumina, florisii e EMR-lipid®) na determinacdo de sete HPAs em
amostras de mexilhdo por HPLC-FD. O procedimento de extracdo proposto esta
baseado no método QUEChERS original e empregou silica na etapa de limpeza por
d-SPE. Os resultados da etapa de validacdo apresentam limites de deteccéo e de
quantificacdo do método entre 0,6 e 2,0 ug kg?, destaca-se a alta seletividade e
detectabilidade do método, quando realizadas as determinagfes por HPLC-FD.
Salienta-se que estes limites estdo abaixo daqueles adotados internacionalmente no
controle de HPAs em mexilhdo (5 pg kg para benzo[a]pireno). As curvas analiticas
preparadas no extrato branco da matriz apresentaram linearidade entre 1,0 a 2 e 30
ug L, com valores de r> maiores que 0,9984 para todos os compostos. O método
apresentou exatiddo e precisdo adequada, com recuperacdes entre 78 e 117% e
com valores de RSD < 10%, bem como boa robustez quando aplicado, na extracdo e
determinacdo de HPAs em amostras mexilhdo. Foi possivel a identificacdo e
quantificacdo de fenantreno, pireno e criseno (em todas 20 amostras avaliadas) e
dibenzo[a,h]antraceno (em 1 amostra) em concentracées = LOQ (2 pg kg?). O
somatorio da concentracdo média dos HPAs presentes em cada uma das 20
amostras analisadas foi de 32,4 + 2,5 ug kg*. O método desenvolvido pode ser
utilizado para o monitoramento de HPAs em amostras de mexilhdo gerando dados
gue possam contribuir para que as agéncias reguladoras desenvolvam uma
legislacdo especifica para estes compostos no Brasil. Sendo assim, o método
proposto mostrou-se adequado para a determinacdo de HPAs em mexilhdo, uma
vez que os objetivos tragados foram alcancados. Ainda, podendo ser usado na rotina
de laboratorios de analises, visto que todos os parametros de validacao
encontraram-se dentro dos critérios exigidos para o desenvolvimento de métodos

cromatograficos.
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7 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Todos os residuos de liquidos (residuos halogenados e ndo-halogenados) e
sélidos gerados durante a realizacdo desse trabalho foram devidamente
identificados, separados e encaminhados ao almoxarifado do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. A partir dai estes sao
encaminhados para uma empresa terceirizada especializada na coleta e destinagao

final de residuos quimicos.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Aumento do numero de HPAs a serem analisados em mexilh&do por HPLC-FD;
» Comparacao dos resultados deste trabalho com outra técnica cromatografica,
como por exemplo GC-MS/MS;

» Expandir o escopo para aplicacdo em outras matrizes, como por exemplo,
ostras, peixes, carnes.
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