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Resumo

Minguita, Higor Franca; Carreira, Renato da Silva. Otimizacdo do método
QUEChERS em mexilhdo a para determinacdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPASs). Rio de Janeiro, 2021. 66p. Dissertacdo de
Mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio
de Janeiro.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) de origem antropica
representam uma classe de contaminantes de relevancia ambiental por serem
derivados de multiplas fontes petrogénicas e/ou piroliticas e por apresentarem
efeitos toxicos e carcinogénicos. Quando encontrados em pescados de consumo
comercial, podem apresentar um risco adicional para a saide humana. A anélise de
HPAs em biota é um desafio analitico, devido a complexidade da matriz e aos niveis
baixos de concentracdo que representam risco para o consumo de pescados. Esse
trabalho tem como objetivo otimizar e validar o método QUEChERS para anélise
de HPAs em tecidos biolégicos como uma alternativa aos métodos convencionais.
O método QUEChERS apresenta caracteristicas importantes para a Quimica Verde,
ou seja, reduz o consumo excessivo de solventes, reagentes, quantidade de amostra,
tempo, entre outros fatores que diminuem o impacto ambiental. Os parametros que
afetam a eficiéncia do método foram estudados e concluiu-se que a etapa de
purificacdo constituida por Z-sep® com uma coluna fina de silica e alumina
apresentou melhores condi¢bes de purificagdo do extrato. A determinacdo dos
compostos por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
nos forneceu resultados com alta resolucdo, seletividade e detectibilidade. A
linearidade e sensibilidade do método apresentou valores maiores que 0,990 para
todos os HPAs, numa faixa de concentragdo de 1 ng mL*a 50 ng mL™ no extrato
final; limites de deteccdo e quantificagdo nos intervalos de 0,377 a 7,45 ng gt e
1,13 a 22,36 ng g*. Os percentuais de recuperacdo do método ficaram na faixa de
70 a 130%. O procedimento validado permite quantificar HPAs em biota marinha
de forma rapida, a baixo custo, livre de interferentes na analise instrumental por
GC-MS e em niveis de quantificacdo que permitem avaliar a qualidade de pescados

para consumo humano segundo padrdes internacionais.

Palavras-chave
HPAs; Otimizacgéo; biota marinha; QUEChERS; GC-MS.
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Abstract

Minguita, Higor Franca; Carreira, Renato da Silva. Optimization of
QUEChERS method in mussel for the determination of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs). Rio de Janeiro, 2021. 66p. Dissertacdo de
Mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio
de Janeiro.

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) of anthropogenic origin represent
a class of contaminants of environmental relevance because they are derived from
multiple petrogenic and/or pyrolytic sources and because they have toxic and
carcinogenic effects. When found in commercially relevant fish, they can pose an
additional risk to human health. The analysis of HPAs in biota is an analytical
challenge, due to the complexity of the matrix and the low levels of concentration
that pose a risk to fish consumption. This work aims to optimize and validate the
QUEChERS method for analysis of PAHs in biological tissues as an alternative to
conventional. The QUEChERS method presenting important characteristics for
Green Chemistry, that is, reducing the excessive consumption of solvents, reagents,
sample quantity, time, among other factors that reduce the environmental impact.
The parameters that affect the efficiency of the method were studied and it was
concluded that the purification step consisting of Z-sep* with a thin column of silica
and alumina presented better conditions for extract purification. The determination
of compounds by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS)
provided us with results with high resolution, selectivity and detectability. The
linearity and sensitivity of the method presented values greater than 0.990 for all
PAHSs, in a concentration range from 1 ng mL™ to 50 ng mL* in the final extract;
limits of detection and quantification in the ranges of 0.377 to 7.45ng g * and 1.13
to 22.36 ng g . The method's recovery percentages ranged from 70 to 130%. The
validated procedure allows quantifying PAHSs in marine biota quickly, at low cost,
free from interferences in the instrumental analysis by GC-MS and at quantification
levels that allow the quality of fish for human consumption to be assessed according

to international standards.

Keywords
PAHSs; Optimization; Marine biota; QUEChERS; GC-MS.
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1. Introducao

Os impactos causados ao meio ambiente pelas atividades humanas estéo
no centro de muitos campos de pesquisa, como a quimica e as ciéncias
ambientais.

Muitas metodologias tém sido desenvolvidas para analisar compostos
organicos em diversos tipos de matrizes ambientais, como por exemplo, agua,
sedimentos, atmosfera e biota. Eventualmente, as andlises de amostras
ambientais resultam em situa¢des contraditorias pois causam impactos negativos
no meio ambiente e nos seres humanos. Isso ocorre devido a geragcao excessiva
de residuos quimicos, e 0 uso de grandes quantidades de reagentes que chegam
a ser mais toxicos que as proprias espécies quimicas a ser determinadas,
prejudicando ndo somente 0 meio ambiente, mas também a seguranca do
operador devido ao contato e a exposicdo aos materiais perigosos. Por
consequéncia disso, existe uma necessidade urgente de combinar
sustentabilidade com evolugédo tecnoldgica e cientifica para o desenvolvimento de
metodologias com principios da Quimica Verde (PLOTKA-WASYLKA et al.,2019).

A Quimica Analitica atual busca protocolos simples, rapidos, econémicos e
de alto rendimento sem afetar a reprodutibilidade, representatividade, exatidado,
precisdo, seletividade, sensibilidade e detectabilidade. Em associagdo aos 12
principios da Quimica Analitica Verde e com o proposito de diminuir a poluicdo
ambiental, os pesquisadores tentam minimizar o consumo de solventes organicos
e reagentes, reduzir a massa de amostra necessaria, e fazer uso de técnicas
miniaturizadas e automatizadas (GALUSKA et al., 2013).

Afim de reduzir o grande consumo de solvente, energia, tempo, substancias
guimicas e outros recursos, a comunidade analitica buscou investir fortemente em
metodologias de extragdo mais eficientes e eco-amigaveis (IBANEZ et al., 2017).
Diante de uma infinidade de métodos disponiveis, o0 método QUEChERS (que
significa rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) ganhou grande visibilidade
desde sua introducéo por Anastassiades et al., 2003.

O objetivo dos desenvolvedores do QUEChERS né&o era apenas criar um
método ambientalmente amigavel e barato, mas também em uma técnica de

extracdo eficiente que resulta em poucos interferentes (pigmentos, lipideos,
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acucares, acidos graxos e etc.), seguro para instrumentacéo e torna-lo mais facil
para distinguir analitos de componentes enddgenos (PLOTKA-WASYLKA et
al.,2019).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sédo definidos como
compostos organicos que possuem dois ou mais anéis aromaticos de carbono e
hidrogénio fundidos (CARUSO et al., 2008). Os HPAs séo de grande importancia
ambiental e interesse toxicologico, pois sdo poluentes organicos persistentes e
muitos apresentam propriedades carcinogénicas e/ou mutagénicas para homens
e animais (BANSAL et al., 2015). O método QUEChERS é uma das técnicas
utilizadas para a extracdo de HPAs, além de outras técnicas convencionais
conhecidas como as de extracdo por Soxhlet, ultrassom, micro-ondas, liquido-
pressurizada.

De um ponto de vista analitico, isolar HPAs de matrizes biol6gicas requer na
maioria das vezes uma etapa de extracdo mais complexa e procedimentos de
purificacdo mais eficientes para a obtengdo de extratos sem contaminantes,
podendo assegurar uma andlise mais precisa. Um numero significativo de
estudos, relatam a extragdo de HPAs de produtos pesqueiros utilizando extracao
por Soxhlet, extracdo assistida por micro-ondas, extragao liquido pressurizado e
extracdo com fluido supercritico (RAMALHOSA et al., 2009).

O método QUEChERS consiste na extragdo com acetonitrila, particionando
a matriz aguosa com MgSO, anidro e NaCl seguido por uma extragdo dispersiva
em fase sélida como etapa de purificacdo com MgSO,e amina secundéria primaria
(PSA). O método é aceito mundialmente e, com poucas modificagfes, se tornou
um método oficial da Associacdo dos Quimicos Oficiais de Agricultura (AOAC)
Internacional e do Comité de Normalizac@o Européia (CEN) (RAMALHOSA et al.,
2009).

O QUEChERS possui grandes vantagens em relagdo aos outros métodos
de extrag&o convencionais. Ele permite percentuais altos de recuperagédo para um
vasto numero de analitos e, é caracterizado por resultados bastante precisos,
gracas ao uso de um padrao interno para eliminar os problemas, que variam os
sinais nas andlises de uma amostra para outra, causados geralmente por
interferentes. O uso do padrao interno é importante para diminuir os erros devido
as multiplas etapas do QUEChERS. Uma outra vantagem técnica em relacao aos
demais métodos, é que é rgpido e tem um alto rendimento da amostra, com isso,
um lote de 10 a 20 amostras podem ser extraidos em 30 a 40 minutos por um
Gnico analista. O QUEChERS também esta de acordo com a abordagem da

Quimica Verde, devido seu baixo consumo de solvente e a auséncia de solventes
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clorados, além de uma geracao de residuos muito pequena comparada com 0s
métodos tradicionais de extracdo (REJCZAK et al., 2015).
Nesse contexto, o0 objetivo do trabalho é otimizar o método QUEChERS para

determinar HPAs em mexilhao, utilizando os principios basicos da Quimica Verde.

1.1.0bjetivo

O objetivo deste trabalho foi otimizar um método analitico sensivel para

determinar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em mexilhdo.

1.2.Objetivos Especificos

- Otimizar o método a partir de protocolos desenvolvidos para amostras de
mexilh&o.

- Obter um extrato com baixo teor de impurezas

- Validar o método com os parametros de linearidade, seletividade,
sensibilidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatidao,
precisédo e recuperagao.
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2. Revisao Bibliografica

2.1.Mexilhdo

Os moluscos sao parte do maior filo de invertebrados, neles estdo inclusos
os mexilhdes, ostras, lulas, polvos e caramujos. Esse filo se dividi em varias
classes, uma delas é a classe Bivalvia, sendo representado pelos mexilhdes e
ostras (VIEIRA, 2012).

Os bivalves séo caracterizados por serem comprimidos nas laterais e
possuir uma concha composta de duas valvas, encaixadas em dobradica dorsal
que envolve o corpo todo, sendo esse, lateralmente comprimido. Eles possuem
cabeca pouco desenvolvida, as branquias séo responséaveis pelas trocas gasosas
e também pela captacdo de alimentos (VIEIRA,2012).

O mexilh&o é o termo mais utilizado para se referir as diversas espécies de
moluscos bivalves da familia Mytilidae, sendo os géneros mais comuns Mytilus,
Perna e Mytella. Em alguns lugares e regibes, acabam recebendo nomes
populares como marisco e sururu (VIERA, 2012).

O regime alimentar de um mexilh&o é exclusivamente filtrador, ele consegue
filtrar de 0,5 a 5 litros de agua por hora, dependendo das condi¢cdes ambientais e
do individuo. O processo é continuo, apenas sendo interrompido quando 0s
mexilhées entram em contato com o ar. Além da funcao respiratéria, as branquias
tem a finalidade de reter os alimentos, que sdo capturados através das correntes
de agua produzida pelos seus cilios. Sua alimentagéo constitui-se basicamente de
fitoplanctons, bactérias e detritos organicos, tendo uma eficiéncia de retencéo de
particulas em suspensédo na agua (séston) de 100% para particulas superiores a
4 um, ja as menores sdo capturadas com baixa eficiéncia (FONTES, 2011).

A assimilacdo de poluentes organicos pelos mexilhdes € influenciada tanto
por fatores externos, ligados diretamente a biodisponibilidade do poluente, quanto
aos fatores internos do organismo. Proximidades de fontes poluidoras,
temperatura, salinidade e material particulado sdo exemplos de fatores externos.
A capacidade de metabolizacdo seguida, ou ndo pela excre¢cdo do poluente sdo

os fatores que determinam a concentragdo nos seus tecidos. No geral, os
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mexilhdes apresentam uma rapida assimilacdo dos poluentes organicos enguanto
que sua excrecdo dos mesmos é de forma lenta (FONTES, 2011).

A partir disso, o mexilhdo tem sido recomendado por muitos pesquisadores
como o melhor organismo para biomonitorar 0 ambiente marinho, uma vez que
tem a caracteristica de filtrar grandes volumes de agua estando exposto a
substancias toxicas sollveis ou associadas a materiais particulados (DEMARCO,
2017). Por outro lado, esses animais sao fontes de alimentos comercialmente
importantes para areas costeiras, e o consumo deles quando contaminados com
HPAs, podem gerar graves problemas aos consumidores. Por isso, s&o
importantes os métodos capazes de determinar e averiguar esses contaminantes
em baixas concentracoes.

A respeito sobre sua composicdo centesimal (g 100 g*) do mexilhdo Perna,
de acordo com 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 1,9%. Levando em considera¢do a composi¢éo centesimal, pode-
se dizer que o mexilhdo é uma importante fonte proteica e de baixo teor lipidico.
Porém, suas varia¢des percentuais sdo afetadas por sazonalidade, alimentacéo e
condig0es fisiologicas (FURLAN et al., 2011).

2.2_Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sao compostos
organicos constituidos de dois ou mais anéis de benzeno fundidos arranjados em
diversas configuragdes. (ZHANG et al., 2016). Os HPAs podem ser encontrados
nas mais diversas matrizes ambientais como ar, agua, solo, sedimento, bem como
em produtos e residuos da industria petroquimica. S&o motivo de preocupacao
para o meio ambiente devido aos seus efeitos toxicos e cancerigenos. Suas
estruturas estaveis permitem que eles persistam no ambiente por muito tempo até
outros derivados do petroleo degradarem (BOJES et al., 2007).

Estima-se a existéncia de mais de 100 diferentes tipos de HPAs no
ambiente, na Figura 1 sdo apresentados os 16 HPAs considerados prioritarios de
acordo com as Diretrizes para a Avaliacdo de Risco Carcinogénico da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA - United State Environmental
Protection Agency). Devido aos seus impactos negativos no ambiente e na saude

humana, esses compostos sdo de extrema importancia no monitoramento
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ambiental de poluentes organicos prioritarios (USEPA, 2005). Destes HPAs, a
USEPA considera 7 como provaveis carcinbgenos humanos, sado eles:
benzo[a]antraceno, criseno, benzol[a]pireno, benzo[b]fluoranteno,

benzo[k]fluoranteno, dibenzo[a,h]antraceno, indeno[1,2,3-cd]pireno (NTP, 2005).

—

=
- - / | — -
Sy %\.-'"f L'\-"\.‘;.-" ""m_-:.’.-':" L = =/
Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno
] A Y ]
Sy g | j" J/ ~m
- . o . \_\:;'.'-f - / \\1 r J/
""‘4—"’" o 7

R L
Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno
I_-—_;—"'“-—».“ __,'-’-"'-"“*-.\__:_-_-';-"'ﬁ“"-] T _.—_
J\ | e
P___-:L""-u._\_\____d,r}“‘ 2 _.-'"’:H' P I ~ -___.n,;-._% -___J Ry d\. - 1 |T \. _<
= " [ I |I H ] ] ;'fr \\\‘, %*-‘u‘; J\ﬂ \
o - I 8 . = ot W
NP ) \_/
Benzo[a)antraceno Criseno Benzo[b]fluorantena Benzao[k]fluoranteno
e o, a_-.‘a"ﬁ"m "’-’.%"'\-\.

0 -~
® Vo I )@
II uu_,“f lm

Benzo[a]pireno Indeno(1,2.3-cd]pireno Dibenzo[a hlantracenc  Benzo[g,h.ijperileno

ﬁ

Figura 1 — Formula estrutural dos 16 HPAs considerados prioritarios pela
USEPA para monitoramento ambiental.

2.3.Fontes

As principais fontes de HPAs no meio ambiente sdo a pirogénica e a
petrogénica. Ambas sédo de origem antropogénica, estao associadas diretamente
a influéncia do ser humano no ambiente e que originam principalmente, assim
como as fontes naturais, HPAs de origem pirolitica e petrogénica (NEFF, 2001).

Os HPAs pirogénicos sao formados pela combustdo incompleta da
matéria organica quando submetida a temperaturas elevadas (>700°C) e esse
processo se caracteriza por formar principalmente compostos de 4 a 6 anéis
aromaticos nao substituidos. Em relacao as fontes naturais, esses HPAs séo
formados a partir das queimadas e erupcdes vulcéanicas, ja sob o dominio de

fontes antropicas séo originados da queima de combustiveis fosseis e florestas,
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incineracao de residuos, processos industriais e emissédo de motores (DEMARCO,
2017).

O principal meio de transporte dos HPAs piroliticos é por via atmosférica
associados a materiais particulados finos, a qual permite uma grande
concentracdo desses compostos no ambiente. Os HPAs uma vez na atmosfera,
podem ser depositados em forma seca ou Umida sobre sistemas aquéticos e
terrestres (MEIRE et al., 2007).

Os HPAs também podem ser formados em baixas temperaturas. Em
respeito a isto, os HPAs que sédo formados durante a maturacdo do petréleo e
processos semelhantes, sdo chamados de HPAs petrogénicos (ABDEL-SHAFY et
al., 2015).

Os HPAs petrogénicos se caracterizam por estar em geral em maior
abundancia no meio ambiente e por possuir em sua estrutura molecular 2 a 3
anéis benzénicos (LIGUORI et al., 2006). Esses compostos petrogénicos sao
naturalmente liberados para o meio ambiente, e em especial no meio marinho,
através da exsudacgdo do petroleo a partir do assoalho oceénico. As fontes
antropicas séo geradas a partir do transporte e do processamento do petréleo,
armazenamento irregular de éleo e do descarte de combustiveis, uso dos produtos
derivados do petroleo, exploracdo do petréleo em mar ou terra, derramamento
direto de 6leo no oceano, como ho caso de acidentes com navios tanques e dutos

(NEFF, 2001). A Figura 2 mostra a maneira que os HPAs se formam.
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Figura 2 — Fonte Natural e Antropogénica de HPAs (Fonte: Adaptado de
ABDEL-SHAFY, 2016)

2.4_Propriedades fisico-quimicas

Através de suas propriedades quimicas e fisicas, os HPAs auxiliam na
distribuicdo e avaliacdo dos mesmos em varios compartimentos ambientais (solo,
sedimento, atmosfera e agua), assim como efeitos adversos causados aos seres
humanos e ao meio ambiente (SISINNO et al., 2013)

A solubilidade e a pressdo de vapor, sdo importantes fatores pois
conduzem a distribuicdo desses contaminantes entre as fases soluvel e
particulada em meio aquoso, atmosférico e biético. Em agua a solubilidade varia
entre 0s mais insollveis a pouco sollveis, respectivamente benzo[g,h,i]perileno
(0,003 mg L?) e naftaleno (31 mg L?1). Por outro lado, a pressédo de vapor varia
entre 0s compostos mais volateis (naftaleno) e compostos poucos volateis
(dibenzo[a,h]antraceno), a Tabela 1 apresenta os respectivos valores da pressdo
de vapor para os HPAs. Apresentam alto coeficiente de particdo entre solventes
organicos e agua, no qual nos permite presumir possiveis processos cumulativos
em compartimentos como solo e sedimentos, e, também a bioacumulagdo em
sistemas bioldgicos (MEIRE et al., 2007).

Na Tabela 1, também pode se observar que o peso molecular dos HPAs é
inversamente proporcional a solubilidade, que diminui com 0 aumento do nimero
de anéis. Os HPAs apresentam caracteristicas lipofilicas que podem ser de
moderada até altamente lipossollveis, onde apresentam coeficiente de particdo
octanol-agua (log Kow) que variam entre 3,37 a 6,75. Além disso, a volatilidade
desses compostos pode ser relacionada com o peso molecular, os que possuem
menores pesos consequentemente apresentardo elevada pressao de vapor e uma

ampla distribuicdo no ambiente (MEIRE et al., 2007).
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Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas dos HPAs. NUmero de anéis aromaticos;

PM, peso molecular (g.mol?); S, solubilidade (mg.L?); PV, presséo de vapor (Pa);

H, constante de Henry (Pa mimol?!); Log Ko, coeficiente de particdo
(octanol/dgua). (Fonte: Adaptado de LATIMER & ZHENG, 2003)

HPAs N°de PM (g.mol?) S PV (Pa) H (Pa Log

anéis (mg.L?Y) m3.mol?)  Kow

Naftaleno 2 128 31 10,4 43,01 3,37
Acenaftileno 3 150 16,1 0,9 8,4 4,00
Acenafteno 3 154 3,8 0,3 12,17 3,92
Fluoreno 3 166 1,9 0,09 7,87 4,18
Fenantreno 3 178 11 0,02 3,24 4,57
Antraceno 3 178 0,045 0,001 3,96 4,54
Fluoranteno 4 202 0,26 0,00123 1,037 5,22
Pireno 4 202 0,132 0,0006 0,92 5,18
Benz[a]antraceno 4 228 0,011 2,80.10° 0,581 5,91
Criseno 4 228 ND 5,70.107 0,065 5,86
Benz[b]fluoranteno 5 252 0,0015 ND ND 5,80
Benz[Kk]fluoranteno 5 252 0,0008 5,20.108 0,016 6,00
Benzo[a]pireno 5 252 0,0038  7,00.107 0,046 6,04
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 278 ND ND 0,003 ND
Dibenzo[a,h]antraceno 5 278 0,0006  3,70.101° ND 6,75
Benzolg,h,i]perileno 6 268 0,00026 ND 0,075 6,50

2.5.Determinacao de HPAs

ND — Nao determinado

A determinacdo de HPAs é constituida de trés etapas primordiais, que sédo

a extracdo dos analitos, a purificacdo do extrato e a determinacdo dos analitos

empregando técnicas instrumentais. A etapa de extragdo da amostra tem como

foco principal extrair componentes de interesse presentes na matriz, que podem

interferir na determinacgéo instrumental (LANCAS et al., 2008).
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Para as amostras de matrizes mais complexas, como por exemplo
amostras ambientais, alimentos, fluidos biolégicos, é fundamental a purificagéo do
extrato, uma vez que nessa etapa, o0 objetivo é a eliminagcdo de um maior nimero
possivel de interferentes, o que ajudara em uma melhor seletividade durante a
analise (CALDAS et al., 2013).

Em alguns casos, mesmo seguindo processos rigorosos de pré-tratamento
da amostra, a fracdo desejada pode ainda conter centenas de compostos. Logo,
€ necessario a implementacdo de métodos analiticos que combinem boa
resolucdo e sensibilidade (ASTDR, 2015). Portanto, tém sido utilizadas para
determinacdo de HPA a cromatografia em fase gasosa, cromatografia liquida de
alta eficiéncia e cromatografia em camada delgada. A que prové a melhor
separacdao, seletividade e possibilidade de identificacdo dos compostos dentre as
trés mencionadas € a cromatografia a gas acoplada a detector de espectrometria
de massas (GC-MS) (CROMPTON, 1984; POSTER et al., 2006).

2.6.Métodos analiticos para extracdo de HPAs
2.6.1. Extracdo por Soxhlet

A extracdo por Soxhlet é uma técnica bastante empregada e em geral
usada como padréo de extragcdo de HPAs com recuperagdo de quase 100%.
Também é utilizada como referéncia quando métodos alternativos necessitam de
avaliacdo. (CHEMO., 2003; WANG et.al, 2006). O método de extragdo por Soxhlet
consiste em extrair compostos semi-volateis e ndo-volateis de matrizes sélidas em
um processo lento, gue demanda grandes volumes de solventes (USEPA, 2008).

A técnica é caracterizada pela adicdo de uma amostra solida em um
recipiente poroso chamado dedal (cartucho de celulose ou de vidro), este é
colocado na camara principal do extrator Soxhlet. O extrator € conectado a um
baldo de fundo redondo contendo o solvente, no qual é aquecido em uma manta
de aquecimento. O solvente é aquecido e o vapor gerado sobe pelo tubo lateral
até o condensador, onde sofre condensacao, gotejando no extrator e cobrindo o
dedal. Quando o nivel do solvente atingir o sifao, o solvente é sifonado pelo braco
lateral, levando consigo as substancias sollveis. O processo se repete enquanto
o sistema ficar em aquecimento (algumas horas), com o objetivo de retirar seus
compostos alvo da matriz que esta sendo extraida. Apos resfriamento, o solvente
pode ser evaporado por destilacdo e reciclado. A Figura 3 abaixo demonstra o

esquema de um sistema para extracao via Soxhlet. (BECKER et al., 1997).
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Figura 3 — Esquema de extracdo por Soxhlet. (Fonte: BECKER et al.,
1997)

VIVES et al. (2004) analisaram HPAs em figado de peixe, usando o método
de extracdo por Soxhlet. Os figados dos peixes foram removidos e armazenados
até serem analisados. No processo de extragdo, o figado foi misturado com sal
ativo e moido e posteriormente foi fortificado com HPAs deuterados. A extracao
por Soxhlet foi realizada em 20h usando como solvente hexano e diclorometano
(4:1, v/v). Na etapa de clean-up, uma coluna cromatografica de 6xido de aluminio
com hexano e diclorometano (1:2, v/v) foi utlizada. Para esse estudo as
recuperacdes de HPAs obtidas foram de 39% a 117%.

YOSHIMINE et al. (2012) determinaram 16 HPAs prioritarios de acordo
com a USEPA em amostras de mexilhdo coletadas em fazenda, utilizando GC-
MS. Foram utilizadas 3 g de amostra, na qual foram extraidas usando o método
de extracdo por Soxhlet durante 24h utilizando um volume de 200 mL de
diclorometano como solvente e p-terfenil-Di4 como surrogate. Os extratos foram
purificados em duas etapas, a primeira com uma coluna de vidro contendo 20g de
alumina neutra e eluicdo com 100 mL de diclorometano e a segunda etapa por
cromatografia por permeacédo em gel (GPC), usando um sistema Shimadzu LC10,
uma coluna Shodex CLNpak EV2000 e uma mistura de acetona:ciclohexano (3:1,
v/v). Os HPAs foram isolados do extrato purificado por cromatografia de adsorgéo,
utilizando uma coluna de 7 g de alumina, 10 g de silica-gel, 1 g de sulfato de sédio

e no topo 1 g de cobre ativado para remocédo de enxofre. Os HPAs foram isolados
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na segunda fracdo e eluidos com 100 mL de uma mistura de diclorometano e
hexano (1:1, v/v). O volume foi evaporado por rota evaporador e ajustado para 1

mL em um vial e entdo direcionado para a quantificacdo no GC-MS.

2.6.2. Extracdo assistida por micro-ondas

A extracgdo assistida por micro-ondas (MAE) € o processo no qual é usado
energia de micro-ondas para aquecer o0 solvente que estd em contato com a
amostra para que o analito desejado seja separado da amostra para o solvente
(ESKILSSON et al., 2000). Esse tipo de método permite que 0s compostos
organicos e também o0s organometalicos sejam extraidos rapidamente e
seletivamente com a mesma recuperacao ou até melhores do que as extracdes
por técnicas convencionais (PARE et al.,, 1994). O sistema de aquecimento é
baseado na interacdo do campo elétrico com as moléculas do material, sendo que
este pode ser gerado de duas formas, conducao ibnica ou rotagdo dipolo. No caso
de conducdo idnica, o calor é gerado de acordo como 0 meio se opde ao fluxo de
jons, com isso o fluxo de ions causa colisdes entre as moléculas e isso também
gera calor (LETELLIER et al., 1999).

Essa técnica oferece algumas vantagens em comparacdo as técnicas
convencionais, € de facil automacao, apresenta tempo menor de andlise, baixo
consumo de solvente, com consequente prevencao da poluicdo nos laboratérios,
baixo custo e devida atencao aos constituintes termoldbeis (MANDAL et al., 2007).

A particdo dos compostos depende da natureza da matriz e do solvente. A
energia micro-ondas proporciona o aquecimento paralelo de toda amostra sem
aguecer o recipiente, em decorréncia disso, a solu¢éo alcanca o ponto de ebulicdo
imediatamente, reduzindo o tempo de extragdo. Comumente, o solvente utilizado
precisa ter elevada constante dielétrica relativa, de modo que possa absorver
vigorosamente a energia micro-ondas. Ainda assim, em situa¢cdes com compostos
termolébeis, a matriz é a Unica que pode ser aquecida, e os analitos séo liberados
em solvente frio, ou seja, com constante dielétrica menor, evitando assim sua
degradacdo (CAMEL, 2000).

PENA et al., (2006) avaliaram e desenvolveram um procedimento de
extragdo por micro-ondas para extrair 6 HPAs em amostra de peixe. O trabalho
realizou a otimizag&o do tempo de extracédo, volume de solvente e a influéncia da

temperatura. A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que a
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temperatura, o tempo de extracdo e o volume de solventes afetam o rendimento

de extracdo de HPAs.

2.6.3. Extracéo liquido pressurizada

Esse método também conhecido como extracédo acelerada por solvente do
inglés Accelerated Solvent Extraction, tem sido usado para remover analitos em
amostras sélidas desde 1955 (BJORKLUND et al., 2000). A necessidade de
trabalhar em altas temperaturas faz com que o solvente reduza sua resisténcia a
forca, aumentando a taxa de difusdo do analito da amostra para o solvente. O
aumento da pressao induz que o solvente alcance areas na amostra que ndo
seriam de facil acesso caso se trabalhasse em condi¢des padrdo (CAMEL, 2001).

Para garantir que todos os analitos sejam extraidos durante o processo de
extracdo, um novo solvente deve ser colocado na camara de extragdo, produzindo
entdo uma distribuicdo desigual de soluto na solugdo, consequentemente
aumentando a taxa de difusdo (RICHTER et al., 1996).

O procedimento de extracéo pode ser descrito da seguinte forma, a célula
de extracdo € colocada na posi¢do vertical e dentro da célula adiciona-se a
amostra, apos essa etapa, o solvente de extracao € inserido na célula através do
tubo de solvente. A célula é levada a uma temperatura entre 150°C a 200°C e
pressurizada a um valor definido de pressdo por 5-10 minutos. Em seguida o
solvente é retirado e colocado em um frasco para que seja inserido um novo
solvente na célula para remover qualquer analito restante. Por fim, o gas nitrogénio
¢ utilizado para purgar a célula e remover o solvente (BJORKLUND et al., 2000).
A Figura 4 ilustra um esquema do equipamento de extracao liquido pressurizado.

HAWTHORNE et al., (2000) descobriram que mesmo a extracdo liquida
pressurizada tenha uma vantagem de analisar muitas amostras ao mesmo tempo.
O tempo para uma extracdo é muito curto e o extrato poucas vezes requer limpeza

antes da andlise cromatografica.
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Figura 4 — Esquema do equipamento de extragdo liquido pressurizado.
(Fonte: Adaptado de BJORKLUND et al., 2000)

2.6.4. Extracdo por QUEChERS

Em 2003, uma abordagem que denominaram de répida, facil, barata,
eficaz, robusta e segura (QUEChERS, acrénimo de Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) foi desenvolvida por ANASTASSIADES et al. (2003), onde é
possivel englobar etapas de extracdo, particdo e purificagdo do extrato em Unico
procedimento. Caracterizado pelo uso da acetonitrila na extracdo, seguido da
adicdo de sais (NaCl e MgSO,) que promovem o efeito salting out e facilitam a
particdo das fases aquosa e organica. Posteriormente a etapa de limpeza do
extrato caracterizada por uma nova técnica de extracdo em fase soélida dispersiva
(d-SPE, do inglés dispersive solid-phase extraction), onde nesta etapa uma
aliguota do sobrenadante é colocada em contato com sais e sorventes que sao
agitados e centrifugados para se obter um extrato com um menor teor de

impurezas. A Figura 5 demonstra as etapas de trabalho do método QUEChERS.
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Figura 5 — Visualizagdo das etapas de trabalho do QUEChERS. (Fonte:
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Segundo MORRISON et al. (2016), devido a facilidade e procedimentos de
limpeza adaptaveis, o0 método vem sendo bastante utilizado em analises multi-
classe de diferentes compostos em diversas amostras, trazendo bons percentuais
de recuperagdo. O método QUEChERS diminui a complexidade do processo
analitico reduzindo o volume de solvente utilizado, além de reduzir o tempo de
preparacdo da amostra, utilizando poucas vidrarias para que a limpeza apos a
extracao seja mais facil e rapida, sendo também bastante eficiente para a extragao
do analito da amostra (ANASTASSIADES et al., 2003). Este método esta sendo
usado para a extragdo de varios compostos como pesticidas e HPAs de amostras
sélidas (KALACHOVA et al., 2011).

A extracdo por QUEChERS pode sofrer algumas modificag6es devido os
analitos apresentarem problemas de estabilidade com o pH da matriz, com isso
foram implementadas adaptacdes do método, neste caso a inclusdo de uma etapa
de tamponamento. LEHOTAY et al. (2005) propds o método QUEChERS acetato,
fundamentado no uso de acetonitrila em meio &cido, incluindo uma etapa de
tamponamento com pH 4,8, obtido pela adicdo de acetato de sddio
proporcionando o aumento do percentual de recuperacdo dos compostos que
dependem do pH. Por outro lado, ANASTASSIADES et al. (2007) sugeriram o
método QUEChERS citrato, onde uma mistura de citrato de sodio di e

sesquiidratados sdo encarregados pelo tamponamento para manter o pH em uma
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faixa de 5,0 a 5,5. Abaixo uma demonstracdo dos procedimentos das principais

versodes deste método QUEChERS podem ser observadas na Figura 6.

o ORIGINAL o ACETATO o CITRATO

10 g amostra 15 g amostra 10 g amostra
10 mLACN 15 mLACN 1% Ac. Acético 10 mLACN

Y Y Y

49 Mgs0,

. 4 g MgSO, &g MgS0, 1gMaCl
Partigao 1gNaCl 1,59 CH,COONa 1g CgH:Na,0;.2H,0

Extragao

0,59 C:H:Na,0-.1,5H.0

Y 'Y '

1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
Limpeza 150 mg MgS0, 150 mg MgS0, 150 mg MgS0O;,
25 mg PSA 50 mg PSA 25 mg PSA

Figura 6 — Demonstracdo das principais versdées do método QUEChERS
(Fonte: DEMARCO, 2017).

Devido sua alta flexibilizacdo de execucgéo, varios sorventes podem ser
utilizados na etapa de limpeza do extrato por d-SPE antes do mesmo ser injetado
no sistema cromatografico promovendo a integridade do equipamento e
diminuindo ou removendo os possiveis interferentes da matriz. O tipo de sorvente
é depende totalmente da amostra a ser analisada, dos analitos de interesse e dos
interferentes no extrato. O PSA (amina primaria-secundaria) € um sorvente
indicado para remocdo de &cidos graxos, acidos organicos, pigmentos e
carboidratos, uma vez que seus grupos amino primario e secundario em sua
estrutura apresentam efeito quelante sob os interferentes. Por outro lado,
amostras com alto teor de lipidios e acidos graxos necessita-se de sorventes
apolares, como por exemplo o Cis (DEMARCO, 2017).

O método QUEChERS foi utilizado por RAMALHOSA et al. (2009) para
analisar HPAs em amostras de peixe. As recuperacdes para esse experimento
foram de 63,5 a 110%, sendo analisados 16 HPAs. No procedimento
experimental, 5 g de amostra foram colocados em tubos de teflon de 50 mL, com
adicdo de 6 g de MgS0O. e 1,5 g de NaOAc como sais de particdo. Para a etapa
de limpeza, 300 mg PSA, 150 mg Cis € 900 mg de MgSO., foram usados em um
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tubo de teflon de 15 mL. Por fim, a analise foi realizada através de cromatografia

liquida com detector de fluorescéncia.

MADUREIRA et al. (2014) analisaram 16 HPAs em amostras de mexilhao
utilizando GC-MS/MS via QUEChERS. Foram extraidas 10g de amostra com 10
ml de acetonitrila. Na particdo foram utilizados 4g de MgSO. e 1g de NaCl. O
clean-up do extrato por d-SPE utilizou 150 mg de PSA e 900 mg de MgSO, para
6 mL de extrato. As recuperagdes ficaram entre 89 a 112%

ANGIONI et al. (2012) realizaram analises em amostras de ourigo-do-mar
por GC-MS/MS para analisar 17 HPAs. A analise foi realizada com 1g de amostra
e 1mL de acetonitrila, a etapa de particdo empregou-se os sais MgSO., e acetado
de sodio. A etapa de limpeza do extrato por d-SPE utilizou-se PSA, Cis € MgSOa..
Foi obtido uma recuperacéo de 70 a 120%.

2.7.Técnicas cromatograficas para determinar HPAs

Usualmente a determinacéo de HPAs é realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) ou
por cromatografia em fase gasosa (GC, do inglés gas chromatography) (PLAZA-
BOLANOS, FRENICH & VIDAL, 2010).

2.7.1. Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC)

Por ser uma técnica muito utilizada em analises de HPAs, a HPLC possibilita
a separacgdo com eficiéncia das espécies, promovendo determinacdes precisas e
com boa detecgdo (SILVA, 2013). Nesta técnica cromatografica os detectores
mais usados sdo os de ultravioleta (UV) e de fluorescéncia (FD), sendo que a
deteccgdo por UV quando comparada a FD, possui algumas desvantagens, como
problemas com seletividade e limitagdo de detectibilidade. Além disso, em
amostras como alimentos, que por sua vez sdo matrizes complexas, o detector
UV néo consegue discriminar entre analitos e interferentes (LAl & FRANKE,2013).
O HPLC-FD consiste no equipamento HPLC com um detector de
fluorescéncia que é ajustado em diferentes comprimentos de onda de excitacdes
e emiss@es para dispor de diferentes energias de absorcao dos HPAs. Em étimas
condicbes tem a capacidade de alcancar limites de deteccdo no nivel de
picogramas (10*?) (LAl & FRANKE, 2013).
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Os compostos fluorescentes espontaneamente sao relativamente raros e
incluem aqueles que possuem pelo menos duas ligacbes conjugadas (doadores
de elétrons) ou grupos especificos capazes de doarem elétrons para um sistema
e por decorréncia aumentar a intensidade de fluorescéncia. Ja os compostos néo
fluorescentes séo provaveis de conseguir essa caracteristica por rea¢des pré ou
pds-coluna. No caso do HPAs, eles apresentam fluorescéncia molecular devido
sua estrutura eletrbnica, e por sua vez, essa propriedade contribui para a sua
deteccdo nos mais diversos tipos de matrizes e com alta sensibilidade (NETTO et
al.,, 2000). A Figura 7 apresenta um esquema de HPLC com deteccédo por

fluorescéncia.

Fluxodacel
y
' Excitagdo \
Fonte ... 223
by 2 -
GeNZ P o
:'
;i. SR AN
n "5 Emssdo
Comprmentos de
onda de excitagdo e 4 ©
emissdo vanaweis L ‘M_\o‘
9

w——

Residuos

Figura 7 — Esquema representativo de um cromatografo a liquido de alta

eficiéncia com deteccéo por fluorescéncia (HPLC-FD) (Fonte: Demarco, 2017)

2.7.2. Cromatografia em fase gasosa (GC) — Espectrometria de
massas (MS)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo, no qual os
compostos a serem separados sao distribuidos entre duas fases, a primeira fase
é fixa e possui uma grande area superficial denominada fase estacionaria e a
segunda é representada pelo gas que percola a primeira fase, sendo, portanto, a
fase moével (NIESSEN, 2001; YUWONO e INDRAYANTO, 2004).
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A cromatografia gasosa (GC) € uma das técnicas de analise cromatografica
com maior poder de resolucéo, sendo capaz de separar dezenas de compostos
em uma mesma analise. Acoplada a variados tipos de detectores, essa técnica
pode alcancar baixos limites de quantificacdo, o que a torna uma Gtima técnica
gquantitativa (PETROVIC et al., 2002; COLLINS et al., 2006).

Um cromatégrafo a gas € basicamente composto pelo gas de arraste,
sistema de injecdo de amostra, controlador da vazéo e regulador de presséo, um
forno de temperatura programavel onde esta localizada a coluna cromatografica,
sistema de detec¢édo e um registrador dos dados (YUWONO e INDRAYANATO,
2004; COLLINS et al., 2006). No GC o analito volatil ou volatilizavel, termicamente
estavel é transportado pelo gas de arraste através de uma coluna, sendo assim,
uma fase gasosa mével. A coluna pode ser do tipo gas-liquido ou gas-sélido, na
primeira a fase estacionaria € um liquido nédo volatil que recobre a coluna
internamente ou um suporte solido finamente dividido. Na segunda, o analito é
diretamente adsorvido sobre as particulas sélidas da fase estacionaria (HARRIS,
2012).

A fase mével deve ser quimicamente inerte e, sendo assim, o He é a fase
movel mais comum. As colunas capilares e colunas empacotadas sdo comumente
empregados em GC, sendo as capilares mais utilizadas atualmente e possuem
geralmente entre 30 e 50 m de comprimento (SKOOG et al., 2006).

A cromatografia gasosa ndo consegue qualificar os analitos por si s6, sendo
necessario o uso de detectores para a qualificagdo e quantificacdo dos mesmos.
Dentre os detectores utilizados em equipamentos de GC podem-se citar 0s por
ionizagdo em chama (flame ionization detector, FID), por condutividade térmica
(thermal conductivity detector, TCD), por captura de elétrons (electron capture
detector, ECD) e o detector por espectrometria de massas (mass spectrometry,
MS) (COLLINS et al., 2006; HERBERT e JOHNSTONE, 2002).

Skoog et al (2006) afirmam que para um detector ser ideal, é necessério que
0 mesmo apresente uma boa reprodutibilidade, boa estabilidade e sensibilidade,
boa resolucdo, faixa de temperatura desde a ambiente até 400°C, tempo de
resposta curto e independente da vazdao, alta confiabilidade e facilidade de uso,
similaridade de resposta a todos os solutos e ndo pode destruir os analitos de
interesse.

A espectrometria de massas € uma técnica microanalitica de grande
relevancia, por ser capaz de identificar compostos com o0 mesmo tempo de
retencdo, além de ser capaz de elucidar a estrutura dos constituintes de uma
amostra (VEGA-BUSTILLOS et al., 2001). No GC-MS, a amostra esta na forma
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de vapor e a entrada deve ser interfaceada entre a pressao atmosférica do sistema
da cromatografia gasosa e a baixa pressdo (10° a 10%) do sistema do
espectrémetro de massas.

No MS, as moléculas entram em uma fonte de ionizac&o. Essas fontes para
a espectrometria de massas moleculares sdo energéticas o suficiente para romper
as ligacBes quimicas das moléculas do analito, porém nao sao suficientes para
decompor as moléculas do analito em seus atomos constituintes. No GC-MS as
fontes de ionizagdo produzem fragmentos, que podem também ser ionizados.
Sendo assim, os ions das moléculas do analito, chamados de ions moleculares,
ions de fragmentos e moléculas nao-ionizadas, saem da fonte de ionizacéo
(SKOOG et al., 2006). A Figura 8 representa o fundamento de um GC-MS.

Cromatograma

Regulador Interface
Interceptos i
H Entrada da amostra
() ]EH»‘ | o
Amplificador Fonte de I_I
de detecgao Detector
jons  Espectrometro de massa ‘_Jﬁ
\
Controle
=L eletrénico
oo coluna i _ i
sn= Sistema de vacuo |Bomb: —
Fase movel de gis GC - Fase estaciondria MS - Detector
transportador inerte
Cilindro de gas (He)
Figura 8 — Esquema de um GC-MS. Adaptado de

www.chemwifi.com/2020/12/fundamental-gc-ms.html

2.8.Validagcdo do método analitico

Segundo LANCAS, (2004) a validacdo é o ato ou efeito de validar, dar
validade, tornar agil, sendo indispensavel a realizacdo de mecanismos que

confirmem que o método sugerido forneca resultados confiaveis. Portanto, a

Aquisigéo de dados do
computador + analise de dados
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confiabilidade de resultados analiticos através das técnicas cromatograficas €
garantida pela validacdo do método. Com isso, por evidéncias objetivas, a
validacao pode ser definida como uma comprovacéo de que as condi¢bes exigidas
para tal aplicacéo foi alcancada (INMETRO, 2011).

No Brasil as agéncias ANVISA e INMETRO recomenda que os parametros
avaliados sejam linearidade, sensibilidade, seletividade, limite de detecc¢ao, limite

de quantificacéo, preciséo e exatiddo (VILELA, 2017).

2.8.1. Linearidade

Define-se como linearidade o método capaz de mostrar resultados nos
intervalos de concentracbes pré-estabelecidos de forma linear (ANVISA, 2003).
Para o estudo desse parametro, a elaboracdo da curva analitica € importante,
tendo em vista que a mesma deve satisfazer uma faixa de 50 a 150% do valor que
€ esperado no estudo (RIBANI et al., 2004).

2.8.2. Sensibilidade

Esse parametro é capaz de especificar concentracdes aproximadas de um
analito. Através do coeficiente angular da reta é possivel determinar a
sensibilidade e a partir do valor encontrado pode-se estimar o0 quéo sensivel é o
método, sendo assim, quanto maior o angulo de inclinagdo, mais sensivel o
método serd (LANCAS, 2004).

2.8.3. Seletividade

O método é considerado seletivo, quando o mesmo € capaz de identificar
de forma explicita os analitos de outras substancias, que de alguma forma possam
interferir na sua determinacéo (LANCAS, 2004). Na maioria dos casos, a maneira
mais simples de avaliar a seletividade de um método cromatogréfico é verificar a
presenca de picos na regido do tempo de retencdo do analito de interesse,
comparando a amostra controle da matriz (branco) com o extrato fortificado
(LANCAS, 2004; BRITO et al., 2013).
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2.8.4. Limite de deteccéao (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ)

O limite de deteccao refere-se a menor quantidade de um analito que pode
ser detectada, mas, ndo obrigatoriamente quantificada como um valor exato. Por
outro lado, o limite de quantificacdo refere-se a menor quantidade de um analito
gue pode ser quantificada com exatiddo e com determinada fidelidade (LEITE et
al., 2008).

2.8.5. Exatidao

A exatiddo é considerada como sendo o grau de concordancia entre 0s
proprios resultados obtidos em um experimento e um valor de referéncia
considerado como veridico. Na exatiddo, os processos mais empregados para a
avaliacdo do método sdo: comparacao entre métodos, analise de material de
referéncia e adicdo de padréo (RIBANI et al., 2004; LEITE et al., 2008).

2.8.6. Precisao

A precisdo do método consiste da determinacdo sob condicbes de
repetibilidade ou reprodutibilidade, sendo frequentemente expresso por desvio
padrdo e coeficiente de variagdo de uma série de repeticdes da mesma amostra
em diferentes preparac¢des (INMETRO, 2003).

CV (%) =3 X 100 Equagdo (1)

Onde X é a média aritmética das determinacfes e s 0 desvio padrao entre
as determinacBes. A precisdo pode ser avaliada através da repetibilidade
(precisao intra-corrida) que verifica a concordancia entre os resultados dentro de
um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao.

Como o coeficiente de variacdo analisa a dispersao em termos relativos, ele
serd dado em %. Quanto menor for o valor do coeficiente de variagdo, mais
homogéneos serdo os dados, ou seja, menor sera a dispersédo em torno da média.
Quando for menor 15% ¢é considerado com baixa dispersdo, ou seja, dados
homogéneos. J4 quando esté entre 15% e 30% é de média dispersdo e acima de

30% ¢é de alta dispersao, dados heterogéneos.
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3. Materiais e Métodos

3.1.Procedimento Experimental
3.1.1. Amostras

Para esse estudo foram utilizadas amostras de mexilhdo oriundas de
Arraial do Cabo. Essas amostras jA haviam sido analisadas por outro método
(extracdo Soxhlet) no LabMAM, ou seja, as amostras ja haviam sido trituradas
com auxilio de um liquidificador comercial, armazenadas em recipientes de
aluminio e estocadas em um ultrafreezer a -80°C para a realizacdo e

desenvolvimento do método QUEChERS.

3.1.2. Higienizag&o dos materiais

As vidrarias e materiais utilizados no desenvolvimento desse trabalho
foram limpos com solugéo de detergente, lavadas com &gua corrente e destilada,
em seguida levados a estufa para a secagem (exceto vidrarias calibradas), apds
isso foram retirados e lavados com hexano ou diclorometano grau pesticida. Os
materiais tiveram sua extremidade envolvida em papel aluminio e foram
armazenados em recipientes com tampa e guardados em seus respectivos

armarios.

3.1.3. Descarte dos residuos

Os residuos gerados nesse trabalho foram devidamente descartados em
recipientes de vidro para os liquidos e galdes de plastico para os sélidos, ambos
recipientes foram identificados e alocados em local seguro até o momento da

coleta.
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3.1.4. Padrdes analiticos

Uma solucéo de HPAs contendo os 16 HPAs prioritarios de acordo com a
USEPA foi utilizada nesse trabalho, a solucdo continha naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluorantreno,  pireno,
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, Benzo[K]fluoranteno,
benzo[a]pireno, indenol[1,2,3-c,d]pireno, dibenzo[a,h]antraceno e
benzo[g,h,i]perileno adquirida da Merck em concentragdo de 100 pg mL?
dissolvidos em diclorometano. Além disso, foi utilizada uma solugéo de padrbes
internos deuterados (naftaleno-Ds, acenafteno-Dio, fenantreno-Dio, criseno-Di2 e

perileno-D12), cada um em concentragdo fixa igual a 100 ng mL™).

3.1.5. Solventes, adsorventes e sais

Foram utilizados como solvente, acetona, acetato de etila e isoctano, todos
com grau pesticida de pureza. Os adsorventes usados foram o PSA, Cis, MgSOa4
e Z-sep*. Ja os sais utilizados foram o NaCl e MgSO4. O Css foi tratado com
ultrassom e banho de diclorometano por 30 minutos, foi repetido esse processo 3
vezes. Os sais NaCl e MgSO., foram calcinados por 6 horas na temperatura de
450°C.

3.1.6. Equipamentos

Balanca analitica; Centrifuga; Vortex; Mesa agitadora; Mufla; Espectrédmetro de
Massas — Finnigan, modelo ISQ; Cromatégrafo a gas — Finnigan, modelo
TraceGC.

3.1.7. Parametros Cromatograficos

A analise instrumental para os HPAs seguiu o protocolo EPA-8270D
adaptado pelo LabMAM, utilizando cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas. As condi¢des instrumentais estdo listadas na Tabela
3. A calibracdo do equipamento foi feita com curva de calibracdo com 12
concentracdes (0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 400, 1000 e 2000 ng mL?) de
solucdo contendo os 44 HPAs controlados pelo método, sendo que nesse
trabalho apenas serdo quantificados os 16 HPAs prioritarios (naftaleno,

acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
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benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno,
benzo(ghi)perileno). Em cada solucdo da curva de calibracdo havia ainda os
padrBes internos deuterados (naftaleno-Ds, acenafteno-Dio, fenantreno-Dig,

criseno-D1; e perileno-D1y), cada um em concentragdo fixa igual a 100 ng mL).

Tabela 2 — Condi¢cdes instrumentais para determinacdo de HPAs

individuais.

Equipamento EM - Finnigan modelo ISQ GC — Finnigan modelo
TraceGC

Coluna J&W DB-5msMSD (30 m, 0,25 mm de Dl e 0,25 um
de filme)

Programa de temperatura 50 °C durante 5 min
50 °C min* até 80 °C
6 °C min* até 280 °C durante 20 min
12 °C min* até 305 °C durante 10 min

Gés de arraste hélio a 1,2 mL min*

Volume de injecéo lpL

3.2.Ensaios de Validagéo
3.2.1. Linearidade

A linearidade foi avaliada por meio de diluicbes da solugcdo conjunta dos
HPAs. Estas diluicdes resultaram em solu¢des com concentragdes iguais a 1, 2,
5, 10, 25 e 50 ng mL™. A curva analitica foi assegurada por amostras de mexilh&o,
em triplicatas que foram fortificadas com seis niveis de concentra¢do. Apés todo
processo de extracao e clean-up, foram injetadas e quantificadas através da razdo

de &rea de cada um dos analitos pelo padréo interno.
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3.2.2. Sensibilidade

A sensibilidade foi avaliada através do coeficiente angular da reta, o qual
indica que quanto maior o angulo de inclinacdo da reta, mais sensivel sera o
método para o analito. As curvas analiticas para cada um dos compostos foram
obtidas com o auxilio do Software Microsoft Excel.

3.2.3. Seletividade

A avaliacdo da seletividade foi feita através de injecdes no sistema
cromatogréfico (GC-MS) do extrato da matriz branco, ou seja, extrato sem 0s
analitos em estudo e de uma amostra fortificada com os analitos. Realizou-se uma
comparagdo entre 0s espectros de massas do branco e de uma amostra
fortificada, a fim de verificar a ocorréncia de alguma coeluicdo entre os analitos e

os interferentes da matriz, garantindo a pureza.

3.2.4. Limite de deteccéo e limite de quantificagdo

Os limites de deteccdo do método (LD) foram definidos como 3 vezes o
desvio padréo da quantificacdo de 5 replicatas de uma amostra (LD = 3 x DP), o
limite de quantificacdo do método (LQ) foi definido como 3 vezes o LD. (WADE &
CANTILLO, 1994).

3.2.5. Exatidao

A exatidao foi avaliada por meio de ensaios com um material de referéncia
certificado NIST — 2974a, seguindo o método de extracdo por QUEChERS e por
ASE.

3.2.6. Preciséao

A avaliacdo da precisdo pode ser feita por condi¢cdes de repetibilidade ou
em condi¢bes de reprodutibilidade. Nesse estudo foi realizado ensaios na
condicado de repetibilidade, usando a mesma metodologia, na mesma amostra, no
mesmo laboratério, pelo mesmo operador, utilizando 0 mesmo equipamento,
sendo os ensaios realizados no mesmo dia (intradia) (LANCAS, 2004). A precisédo
foi medida por meio do coeficiente de variagédo (C.V.) de acordo com a equacgao

(1). Toda marcha analitica foi realizada em triplicata em trés niveis de fortificacéo
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e o coeficiente de variacao foi calculado a partir da média e dos desvios padrdes

dessas determinacoes.

3.3.Extracao e purificagdo da amostra empregando QUEChERS

A extracdo e a purificacdo foram adaptadas usando como base as
referéncias de FORSBERG et al., 2011 e JOHNSON, 2012, a Tabela 3 abaixo
detalha os parametros utilizados por cada autor.

Tabela 3 — Parametros usados por Forsberg et al., 2011 e Johnson, 2012

para aplicacdo do método QUEChERS em biota marinha.

Referéncia | Massa de Volume de H;0O e Sais de Sais d-SPE (g) Matriz
amostra (g) @ solvente de extracdo | extracdo (g)
(mL)
1,3 g de sais 250 mg de sais

I1mLdeHO/2mLde | AOAC (69 AOAC (50 mg de
§ rsberg 19 acetona, acetato de de MgSO, + Cis + 50 mg de Salméo
e% 1., 2011 etila e isooctano (2:2:1) 1,5gde PSA + 150 mg de
>
o acetato de MgSO.)
E sodio)
=2
K@ﬁ 150 mg de C15 + | Caranguejo,
S
_§ hnson, 5mLde H,O/10mLde | 4 g de | 150 mg de PSA + ostras,
g 2012 59 MeCN MgSO. 900 mg de MgSO. @ camarao e
2 anidro + 1 g peixe
é’ de NaCl

Em condi¢Bes otimizadas, as andlises foram definidas da seguinte forma:
2,0 g da amostra foram pesados em um tubo de teflon e logo apds adicionaram-
se 20 pL da solucédo de HPAs (5 ng pL?) e/ou adicionaram-se 100 ng de padrdo
interno (naftaleno-Ds, acenafteno-Dig, fenantreno-Dio, criseno-Di2 e perileno-Da2),
permanecendo em repouso por 30 minutos para a evaporacdo do solvente e
interagdo dos analitos com a matriz. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de
H.O e agitou-se por 1 minuto com auxilio da mesa agitadora com rotacdo de 200
RPM. Em seguida, 4 mL de uma solucdo de solvente contendo acetona, acetato
de etila e isoctano na proporcado 2:2:1 foram adicionados, e a mistura agitada por
5 minutos. Logo apds, adicionaram-se 2,0 g de sais AOAC (1,6g de MgSOa4 e 0,4

de NaCl), que tem como funcao realizar a particdo da fase orgéanica e liquida da
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amostra, agitou-se por mais 5 minutos com rotacdo de 200 RPM e,
posteriormente, centrifugado por 5 minutos com rotacdo de 6000 RPM.

A etapa de purificacdo consiste na retirada da fase orgéanica da etapa de
extracdo observada ap0Os centrifugacdo, que em seguida é transferida para um
tubo contendo sais d-SPE AOAC (100 mg de PSA+ 100 mg de Cis + 300 mg de
MgSOQO.,) e agitada por 5 minutos na mesa agitadora, posteriormente por mais 5
minutos na centrifuga com rotacdo de 6000 RPM. No final dessa etapa de
purificacdo, todo o extrato € transferido para um vial e reduzido seu volume com
N2 até o volume final de 500 pL com a adicdo de 100 ng de p-terfenil D14
(surrogate). Esse vial é direcionado para analise em GC-MS. A Figura 9 abaixo
demonstra um fluxograma do protocolo estabelecido para as analises.
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2 g Amostra + spike de solucdo de HPAs e/ou PI

(repouso 30 min)

-

Fortificagéo

Amostra fortificada + 2 ml H20. Agitar 1 min

=

Adicionar 4 mL sol. de acetona, acetato de
etila e isoctano (2:2:1). Agitar 200 RPM, 5

min

-

Adicéo 1,6 g MgSO4 + 0,4 g NaCl. Agitar
200 RPM, 5min /centrifugar 6000 RPM

<3|

Sobrenadante + 500 mg d-SPE AOAC.
Agitar 200 RPM, 5min / centrifugar 6000
RPM, 5 min

Sobrenadante reduzido a 500 pL +

adicao do surrogate

GC-MS

—> Purificagéo

Figura 9 — Fluxograma para determinar HPAs em biota usando QUEChERS.
(Adaptado de FORSBERG et al., 2011 e JOHNSON, 2012)
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3.4.0timizacao da Purificagdo

Nesse trabalho, foram realizados experimentos com a finalidade de estimar
a influéncia da etapa de purificagcdo para a identificacdo dos analitos. Essa
otimizacédo foi realizada depois que o GC-MS precisou de manutencdes para
limpeza do injetor e das fontes devido a possivel presenca de gordura residual nos
extratos, que causaram danos ao equipamento e fazendo com que houvessem
manutencdes constantes. Para isso, foram realizados 5 testes para melhorar
deixar o extrato mais puro.

O procedimento de extracao foi realizado conforme descrito no item 3.3,
porém a etapa de purificagdo sofreu algumas alteragfes, pois a matriz escolhida
para o estudo apresenta alto teor lipidico. Assim, para eliminar os possiveis
interferentes do extrato, foram realizados o0s seguintes testes, de acordo com a
Tabela 5. Todas as analises foram fortificadas com 50 ng de uma solugéo
contendo os 16 HPAs prioritarios, para calcular posteriormente a recuperagao que

cada teste proporciona.

Tabela 4 — Testes de otimizagéo da purificagdo do método QUEChERS.

Teste Purificacéo
1 100 mg de PSA+ 100 mg de C5 + 300
mg de MgSOa4
2 200 mg de PSA+ 200 mg de Cis + 600
mg de MgSO.4
3 100 mg de PSA+ 100 mg de Cis + 300

mg de MgSO, + Coluna de Alumina

4 500 mg Z-Sep*

500 mg Z-sep* + Coluna de Silica e

Alumina

Para a realizacdo do teste 3, 0 extrato seguiu a mesma etapa de
purificacdo do teste 1 e ap0s isso, 0 extrato passou por uma coluna com 0,5 g de
alumina 5% em uma pipeta Pasteur e adicionaram-se aos poucos cerca de 2 mL
de uma mistura de diclorometano e hexano (1:1 v/v) para eluigdo. O extrato final

foi concentrado a 1 pL utilizando um concentrador de nitrogénio. O teste 5 foi
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realizado nas mesmas condicdes do teste 4, porém com a adicdo de uma coluna
de silica (8 g e desativada em 5%) e alumina (16 g, desativada em 5%), e eluicdo
de 20 mL de uma mistura de diclorometano e hexano (1:1 v/v), e reducdo do
extrato a, 1 pL. A silica é descontaminada através de refluxo em Soxhlet com
diclorometano grau pesticida por no minimo 6 h e ativada em estufa a 120°C, por
outro lado a alumina é descontaminada através de combustdo em mufla por no
minimo 4 h a 450°C.
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A linearidade das curvas analiticas foi verificada utilizando-se inje¢des de

solugBes padrdo preparadas em extrato da amostra (acetona, acetato de etila e

isoctano 2:2:1 v/v), nas concentragdes 1, 2, 5, 10, 25 e 50 ng mL™. As curvas

foram preparadas e injetadas no sistema, a partir dos resultados obtidos foi

possivel calcular a média da area de cada analito, obtendo-se sequencialmente a

regressao linear e o coeficiente de correlagdo (r) a fim de determinar a linearidade

do método para cada analito.

A Tabela 6 apresenta a curva de analitica para cada HPA analisado e seus

respectivos coeficientes de correlagéo (r).

Tabela 5 — Resultados obtidos para as curvas analiticas e coeficiente de

correlagéo.

Analitos Curva analitica r
N y =5,418x + 85,41 0,981
Aceft y =5,5632x + 0,768 0,999
Ace y =6,289x — 0,772 0,998
Flu y = 5,386x + 7,063 0,999
Fen y=1972x+21 0,980
Ant y = 2,308x + 4,567 0,981
Ft y =1,964x + 27,82 0,990
Pi y = 4,533x + 16,91 0,987
BaA y =2971x + 2,152 0,986
Cri y=1,587x-1,32 0,998
BbFt y =5,637x — 3,41 0,998
BkFt y = 3,950x + 2,078 0,998
BePi y =5,062x + 19,54 0,997
BaPi y =5,5621x +100,2 0,990
I-Pi y =5,242x + 1,77 0,992
DbahA y =7,302x + 31,10 0,999
BghiPe y =6,13x + 15,83 0,995

Legenda: N: Naftaleno; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; Flu: Fluoreno; Fen: Fenantreno; Ant: Antraceno;

Ft: Fluoranteno; Pi: Pireno; BaA: Benzo(a)antraceno; Cri: Criseno; BbFt: Benzo(b)fluoranteno; BKFt:
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benzo(k)fluoranteno; BaPi: Benzo(a)pireno; BePi: Benzo(e)pireno; I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DbahA:

Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno.

A partir dos dados alcancados para o levantamento das curvas analiticas, é
possivel concluir que a regressao linear é adequada para as determinacdes
analiticas nesse estudo. Os coeficientes de correlacdo (r) alcangaram valores
acima de 0,98, tornando o parametro de linearidade aceitavel de acordo com as
orientagbes da ANVISA e do INMETRO, que aceitam r igual a 0,99 e acima de
0,90, respectivamente.

4.2.Sensibilidade

Através das curvas analiticas obtidas no ensaio de linearidade, a
sensibilidade do método foi representada pelo coeficiente angular da reta. Sendo,
assim, o dibenzo(a,h)antraceno, apresentou a maior sensibilidade do método com
o coeficiente angular igual a 7,302, e 0 composto com menor sensibilidade foi o
criseno, com coeficiente angular igual a 1,587.

4.3.Seletividade

A seletividade foi avaliada através dos espectros de massa obtidos pelo GC-
MS e pela escolha de um determinado tempo de retencéo (10,89-26,97 minutos)
para essa avaliacdo. A partir do espectro de massa da solucéo de HPAs de 50 ng
em comparacao ao espectro de massa do solvente (hexano) foi possivel avaliar a
seletividade do método, como se observa na Figura 10 (branco) e Figura 11
(espectro de solugéo padrédo contendo HPAs). Pode-se observar que dentro do
tempo de retencéo analisado, os picos em 25,37 e 25,59 sdo correspondentes ao

fenantreno e antraceno.
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Branco
RT: 10,89 -26 97
NL:
100 11.04
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Figura 10 — Espectro de massa (full scan) do solvente (branco) obtido pelo GC-
MS.
Solugao de HPAs
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Time (min)

Figura 11 — Espectro de massa da solucédo de HPAs 50 ng obtido pelo GC-MS

do fenantreno e antraceno.

4.4.Limite de deteccéo e limite de quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados
através do desvio padrao da quantificagcdo dos HPAs das replicatas da amostra,
onde o LD =3 xDP e oLQ=3xLD. Os valores de LD e LQ encontrados para
cada HPA estdo descritos na Tabela 7. Os valores de LD encontrados estédo entre
0,377 e 7,45 ng g*. Enquanto que, os LQ apresentaram variacédo de 1,13 a 22,36
ng gt
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Tabela 6 - Limite de Detecc¢éo e de Quantificacdo do Método, considerando

a massa de amostra de 2,0 g.

HPA LD (ng g*) LQ (ng g™

N 2,98 8,94
Aceft 1,93 5,81
Ace 0,823 2,46
Flu 0,937 2,81
Fen 1,68 5,06
Ant 2,01 6,04
Ft 0,544 1,63

Pi 4,03 12,09
BaA 2,45 7,36
Cri 0,377 1,13

BbFt 7,45 22,36
BkFt 1,57 472
BePi 1,21 3,65

BaPi 5,06 15,20
I-Pi 0,555 1,66
DbahA 1,31 3,93
BghiPe 0,871 2,61

Legenda: N: Naftaleno; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; Flu: Fluoreno; Fen: Fenantreno; Ant:
Antraceno; Ft: Fluoranteno; Pi: Pireno; BaA: Benzo(a)antraceno; Cri: Criseno; BbFt: Benzo(b)fluoranteno; BkFt:
benzo(k)fluoranteno; BaPi: Benzo(a)pireno; BePi: Benzo(e)pireno; I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DbahA:

Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno.

4.5_Exatidao

Para assegurar a exatiddo do método, o material de referéncia NIST — 2974a
foi utilizado. A Tabela 8 a seguir apresenta os resultados obtidos da quantificagédo
dos analitos pelo método QUEChERS e pelo ASE no NIST — 2974a e seus
respectivos valores de referéncia. O Figura 12 representa um grafico que nos
permite avaliar a recuperacdo dos analitos extraidos pelo método QUEChERS em
comparagdo ao material de referéncia, onde pode-se observar que o

Benzo(b)fluoranteno, apresenta a maior recuperagéo diante 0s outros analitos.
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Tabela 7 — Resultados da quantificacdo do material de referéncia NIST —
2974a usando o método QUEChERS.

HPA QUEChERS ng g ASE ng gt Referénciang g
N ND ND 9,7 + 0,67
Fen 98,0 90,0 74,4+ 47
Ant ND 6,8 250,10
Ft ND 296,0 287,0+ 34
Pi 132,0 136,0 166,0 + 21
BaA 26,0 48,0 31,1+0,17
Cri 108,0 158,0 85,1+1,1
BbFt 40,0 50,0 415+2,6
BkFt 24,0 30,0 20,0 £ 0,54
BaPi 12,0 10,0 9,7+ 0,43
I-Pi 8,0 22,8 149+45
BghiPe 22,8 45,2 23,7+2,2

Legenda: N: Naftaleno; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; Flu: Fluoreno; Fen: Fenantreno; Ant:

Antraceno; Ft: Fluoranteno; Pi: Pireno; BaA: Benzo(a)antraceno; Cri: Criseno; BbFt: Benzo(b)fluoranteno; BkFt:

benzo(k)fluoranteno; BaPi:

Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno; ND: ndo determinado.

300,0

250,0

200,0

150,0

100,0

50,

o

0)

o

Benzo(a)pireno; BePi: Benzo(e)pireno; I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DbahA:

Recuperacao do NIST-2974a

1 | - I
N Fen Ant Ft Pi BaA

m ASE %

Cri BbFt

I Quechers %

II i | I
BKFt BaPi  I-Pi BghiPe

Referéncia %

Figura 12 — Recuperacgéo do material de referéncia a partir do método
QUEChERS e ASE.

Nos testes realizados para esse parametro, apenas 12 dos 16 HPAs

prioritérios foram avaliados, pois o material de referéncia NIST-2974a s6 contém
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12 dos HPAs de interesse para esse estudo. O antraceno e o fluoranteno pelo
método QUEChERS apresentaram alguns interferentes em seus picos,
dificultando a quantificacdo dos mesmos. Para isso geralmente é adicionado uma
etapa extra de purificacdo, que melhoram as condi¢cdes dos extratos para serem
injetados no cromatégrafo, resultando em um extrato com auséncia de
contaminantes, uma vez que a amostra de trabalho é bastante rica em lipideos. A
recuperacdo do naftaleno ndo foi alcangada em ambos os métodos, o padréo
interno foi perdido durante o processo, isso pode estar relacionado a perdas
durante as etapas de extracdo e purificagdo do método, por ser o mais leve em
relacdo aos outros HPAs.

4.6.Precisao

A preciséo foi avaliada por meio da analise em triplicata de amostra de
mexilh&o fortificadas com a solucdo mista de HPAs nos niveis de concentragfes
de 1, 2 e 5 ng mL, usando o mesmo método, a mesma amostra, N0 Mesmo
laboratério, pelo mesmo operador, fazendo uso dos mesmos equipamentos,
sendo esses ensaios realizados no mesmo dia (intradia). Os valores dos

coeficientes de variacdo para cada um dos HPAs contemplados pelo método,

estdo expressos na Tabela 9.

Tabela 8 — Coeficientes de variacdo dos HPAs para avaliacdo da precisao

do método em trés niveis de concentracdes.

PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1912849/CA

B As C.V. (%) Fortificacdo de 1 ng| C.V. (%) Fortificacdo de 2 ng |C.V. (%) Fortificacdo de 5 ng
B mL* mL* mL*
\ 9,9 0,4 2,5
Aceft 3,1 5,8 7,5
Ace 4,1 16,0 9,2
Flu 7,2 4,9 11,4
Fen 0,5 0,6 12,3
Ant 9,5 15,0 5,0
Ft 16,2 8,5 16,3
Pi 3,0 17,2 11,6
BaA 3,0 18,6 15,1
Cri - 9,0 33,6
BbFt 5,9 10,2 11,6
BkFt 9,8 12,1 17,3
BePi 10,9 15 4,6
BaPi 11,2 11,2 1,2
I-Pi 15,3 - 20,5
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Legenda: N: Naftaleno; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; Flu: Fluoreno; Fen: Fenantreno; Ant:
Antraceno; Ft: Fluoranteno; Pi: Pireno; BaA: Benzo(a)antraceno; Cri: Criseno; BbFt: Benzo(b)fluoranteno; BkFt:
benzo(k)fluoranteno; BaPi: Benzo(a)pireno; BePi: Benzo(e)pireno; I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DbahA:

Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno.

Os resultados para a precisdo do método foram bons, apresentando
coeficientes de variagéo entre 0,5 e 33,6%. O criseno e o indeno(1,2,3-cd)pireno
nas réplicas fortificadas com 1 e 2 ng mL™, estavam abaixo do LD, impossibilitando
o célculo do coeficiente de variacdo. Todos os HPAs apresentaram coeficiente de
variagdo aceitavel, apresentando dados mais homogéneos, exceto o criseno na

fortificacdo de 5 ng mL?, com 33,6%.

4.7. Resultados dos testes de otimizacao da purificacao

A partir dos testes em triplicatas realizados, foi possivel observar as
seguintes recuperacoes para cada HPA analisado, que foram calculadas a partir
da média das quantificagdes dos testes pela fortificacdo de 50 ng. Com base na
Tabela 10 e no grafico da Figura 13 abaixo, conclui-se que o teste 5 apresentou
melhores recuperacdes para alguns HPAs, provando que quanto mais limpo for o
extrato, melhores sdo as condi¢cdes para a quantificagdo dos analitos, pois 0

resultado disso fornece um extrato com a auséncia de interferentes.
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Tabela 9 — Percentuais das recuperacdes dos testes de otimizacdo da

purificacao.
HPAs TESTE 1 TESTE 2 TESTE 3 TESTE 4 TESTES
N 79,80 185,09 88,92 70,55 121,28
Aceft 59,56 76,96 52,84 56,36 56,12
Ace 108,25 178,20 84,80 73,63 75,48
Flu 72,55 102,37 68,60 55,25 105,56
Fen 103,32 59,61 107,77 78,25 79,49
Ant 55,87 59,61 47,01 43,61 62,05
Ft 76,48 47,12 92,63 43,01 64,96
Pi 96,61 64,33 162,53 65,88 74,29
BaA 107,16 51,43 47,52 73,21 53,90
Cri 33,80 48,07 44,82 45,02 55,48
BbFt 51,70 49,62 62,63 61,84 83,43
BkFt 63,62 82,74 56,59 53,21 101,41
BePi 74,72 75,18 70,05 67,81 130,40
BaPi 89,83 51,22 94,40 62,72 120,62
I-Pi 42,42 42,40 46,36 38,72 78,47
DBahA 51,40 49,89 44,51 50,50 89,22
BghiPe 40,45 38,55 45,75 37,05 40,93

Legenda: N: Naftaleno; Ace: Acenafteno; Aceft: Acenaftileno; Flu: Fluoreno; Fen: Fenantreno;

Ant:

Antraceno; Ft: Fluoranteno; Pi: Pireno; BaA: Benzo(a)antraceno; Cri: Criseno; BbFt: Benzo(b)fluoranteno; BkFt:

benzo(k)fluoranteno; BaPi: Benzo(a)pireno; BePi: Benzo(e)pireno; I-Pi: Indeno(1,2,3-cd)pireno; DbahA:

Dibenzo(a,h)antraceno; BghiPe: Benzo(ghi)perileno.
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Recuperacao dos testes de purificacao
200
180
160
140

120

100

80
o |l
o |l ML
(N

2

o

o

,bv Q‘\ Q‘\ 9’\

X e > Q X X N Q X X o2
éoé\‘?s"b&“v(\“q%(’Q‘,éq}é(@@%’b\%“vg

AN
¥ X P

B TESTE 1w TESTE 2 e TESTE 3 WSS TESTE4 BN TESTES ewwwemin e mix

Figura 13 — Recuperacdao dos testes de otimizacao da purificacdo do método
QUEChERS.

Para garantir o melhor teste de otimizacdo da purificacdo das amostras,
uma das maneiras de avaliar se existe a presenca de interferentes que coeluem
com os analitos de interesse é através dos espectros de massa. Escolheu-se os
espectros de massa dos testes em um determinado tempo de retencdo para serem
avaliados. Abaixo seguem os espectros dos testes de otimizacdo da purificacédo
do método QUEChERS.
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Figura 14 —Espectro de massa do Teste 1 obtido pelo GC-MS.
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Figura 15 — Espectro de massa do Teste 2 obtido pelo GC-MS.
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Figura 16 — Espectro de massa do Teste 3 obtido pelo GC-MS.
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Figura 18 — Espectro de massa do Teste 5 obtido pelo GC-MS.

Analisando os espectros de massa dos testes realizados, conclui-se que o
especttro de massa do teste 1 apresentou interferéncias, prejudicando a analise
dos HPAs, assim como os espectros de massa dos testes 2 e 3 que apresentaram
ruidos, esses picos sdo provenientes de um extrato com a presenca de
contaminantes que interferem na analise. Em relag&o aos espectros de massa dos
testes 4 e 5, ambos sdo semelhantes e com pequenas diferencas, sendo o
espectro de massa do teste 5 mais ideal, por apresentar uma coluna de silica e
alumina em sua etapa, assegurando que o extrato esteja mais limpo e com
auséncia de interferentes, implicando em menores danos e manutencdes

constantes ao GC-MS.
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5. Conclusoes

7

O método proposto é simples, rapido de executar, econbmico e foi
satisfatério para a extracdo de HPAs em mexilhGes, além de realizar véarias
extracBes simultaneamente. Apresentou algumas vantagens, como a quantidade
de massa da amostra, da reducdo do volume de solvente gasto para cada
extracdo, ocasionando na economia do consumo desses reagentes e da massa
de adsorventes comparado a métodos convencionais que demandam massa da
amostra, volume de solvente e de adsorventes maiores. Esses fatores em
conjunto tornam o método menos agressivo ao ambiente, respeitando as ideias
da Quimica Verde.

A avaliacdo dos parametros de validagdo permitiu concluir que o método
apresentou linearidade aceitavel segundo os padrdes do INMETRO e da ANVISA,
além de boa sensibilidade. A seletividade do método foi satisfatéria, uma vez que
apos testes para melhorar a purificagdo do extrato foi possivel identificar os
analitos de interesse sem a presenca de outras substancias interferentes. A
exatiddo do método foi assegurada com o material de referéncia, tendo como
resultado recuperagdes entre 53,7 e 131% e a precisdo do método entre 0,5 e
33,6%, sendo esse Ultimo valor em especifico para o criseno.

Os limites de deteccdo estdo entre 0,377 e 7,45 ng g e o limite de
quantificacéo entre 1,13 a 22,4 ng g%, ficando um pouco altos. Com o cenério atual
da pandemia, a realizagdo de mais analises em laboratério foi interrompida, com
isso nao foi possivel obter novos experimentos para melhorar alguns resultados,
como por exemplo dos limites de detecgéo, limites de quantificagcéo e de preciséo.

Além disso, durante o trabalho, algumas dificuldades foram encontradas, o
método trouxe algumas implicacdes ao GC-MS, isso se deve ao fato da
caracteristica da amostra que possui alto teor lipidico. Esses contaminantes
acabaram prejudicando a leitura e quantificacdo dos analitos e comprometeram o
equipamento, sendo necessario manutencdes constantes. Para isso, além de
otimizar e validar o método, foram realizados testes de otimizacéo da purificacéo
para obter resultados com auséncia de contaminantes para hdo comprometer e

gerar danos ao equipamento.
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A purificac@o do extrato foi melhor no teste 5, seu espectro de massa nao
possuia interferentes em comparacéo aos demais testes, podendo assim analisar
0S compostos sem que houvesse coeluicdo entre os analitos de interesse e
possiveis interferentes, além de causar menos danos ao equipamento.

Desta forma, o trabalho realizado permitiu validar o método de acordo com
os critérios necessarios para tal, mas para que o método QUEChERS possa ser
utiizado em rotina na avaliacdo da contaminacdo de mexilhdes por HPAs é
necesséario melhorar os limites de quantificacdo para alguns compostos, a fim de
alcancar os limites estabelecidos em legislagGes internacionais para garantir a
qualidade desses animais para consumo humano. Uma proposta para resolver
essa questao é realizar um experimento utilizando 2,0 g de amostra, 2 mL de agua,
4 mL da mistura de solventes (acetona, acetato de etila e isoctano, 2:2:1 v/v) para
a etapa de extracao. Outro ponto a destacar é que na etapa de purificacéo, a
melhor resposta foi com o uso de 500 mg de Z-sep* e uma coluna de silica e
alumina. Essa coluna extra de purificacdo representa uma etapa adicional ao
método tradicional do QUEChERS, aumentando o consumo de materiais e tempo
de analise, mas é fundamental para garantir a produtividade no uso do GC-MS. A
despeito disso, e garantido o ajuste para atingir melhores limites de quantificacéo,
esse método ainda representa uma alternativa vantajosa em relacdo aos métodos
tradicionais. Particularmente, pode ser um método para uso na contaminagdo de
mexilhdes ap6s um derrame de petréleo, que requer um ndmero grande de

analises quimicas em curto periodo de tempo.
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