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Resumo

Vianna Gomes Pinheiro, Camilla; Massone, Carlos. Determinacao de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) em Tecidos de
Organismos Marinhos Usando Extracao Acelerada por Solvente
(ASE) com Purificacao In-cell e GC-MS. Rio de Janeiro, 2022.
70p. Dissertagdo de Mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

O objetivo desta pesquisa foi a substituicdo de técnicas convencionais
de extracdo de amostras para analise hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) em amostras de tecido para um procedimento confidvel, rapido e
ambientalmente mais sustentaveis. O novo método foi desenvolvido usando
um método de extracdo com solvente pressurizado, avaliando dois materiais
de referéncia padrdo (peixe e mexilhdo) e amostras de sardinhas fortificadas
(Sardinella sp.). Cinco procedimentos de extracdo diferentes foram avaliados
e o melhor desempenho obtido foi pela extracdo de 1 g de tecido liofilizado
em conjunto com 5 g de silica desativada (5%), mistura de diclorometano:
metanol (4: 1 v / v), temperatura de 80 ° C, trés ciclos, 10 min de tempo
estatico e 90 s de tempo de purga. Este método foi ainda validado pela analise
de nove réplicas do material de referéncia n° 2974a(Organicos em Tecido
de Mexilhdo Liofilizado) do National Institute of Standard and Technology
(NIST), resultando em uma recuperacdo media de 85 % 14%. As médias e
as incertezas obtidos para cada HPA foram equivalentes aos do material de
referéncia, corroborando a confiabilidade do método desenvolvido. Um tempo
de processamento mais curto, menos uso de solventes e reagentes e menor
manipulacdo do extrato resultou em um método eficaz e alinhado as diretrizes
da quimica verde.

Palavras-chave
Analise de HPA; Amostras de tecido; Desenvolvimento de método;
Extracdo Acelerada por Solvente; Quimica Verde.
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Abstract

Vianna Gomes Pinheiro, Camilla; Massone, Carlos (Advisor). Poly-
cyclic Aromatic Hydrocarbon (PAHs) Analysis in Marine Or-
ganisms Tissues Using Accelerated Solvent Extraction (ASE)
with In-Cell Purification and GC-MS. Rio de Janeiro, 2022. 70p.
Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia Univer-
sidade Catolica do Rio de Janeiro.

The aim of this research was the replacement of conventional sample
extraction techniques for polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in tissue
samples for a reliable, fast and environmentally more sustainable. The method
was developed using a pressurized solvent extraction method and assessing two
different standard reference materials (fish and mussel) and freeze-dried and
fortified sardine samples (Sardinella sp.). Five different extraction procedures
were evaluated and the best performance comprised 1 g of lyophilized tissue, 5
g of deactivated (5%) silica, a dichloromethane:methanol (4:1 v/v) mixture, a
temperature of 80 °C, three cycles, 10 min of static time and 90 s of purge time.
The method selected following these tests was further validated through the
analysis of nine replicates of the National Institute of Standard and Technology
(NIST) reference material No. 2974a (Organics in Freeze-Dried Mussel Tissue),
resulting in an effective recovery of 85 + 14%. The means and uncertainties
attained for each PAH were equivalent to those of the reference material,
corroborating the reliability of the developed method. A shorter processing
time, less use of solvents and reagents and lower extract manipulation resulted
in an effective method aligned with green-chemistry guidelines.

Keywords
PAH analysis; Tissue samples; Method development; Accelerated
solvent extraction; Green Chemistry.



PUC-RiIo - Certificagdo Digital N° 2012249/CA

Sumario

2.1
2.2

31
3.2
3.3

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

M m g O & p» N

Introducao

Objetivos
Objetivos Gerais
Obijetivos Especificos

Revisao Bibliografica e Fundamentacao Teorica

Poluentes Orgéanicos Persistentes

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)
Metodologia Analitica para Determinacdo de HPAs em Biota

Materiais e Métodos
Vidrarias
Padrbes, Reagentes e Solventes
Equipamentos e Acessorios
Implementacdo da Metodologia Analitica
Anélise Instrumental

Resultados e Discussao
Verificacdo da Eficiéncia do Método

Conclusoes
Conclusdes e Trabalhos Futuros

Referéncias bibliograficas

Tabela de dados do teste A
Tabela de dados do teste B
Tabela de dados do teste C
Tabela de dados do teste D
Tabela de dados do teste E

Tabela de dados da validacao do método

15

18
18
18

19
19
21

26

37
37

37
38
38
40

42
46

50
50

52
65
66
67
68
69

70



PUC-RiIo - Certificagdo Digital N° 2012249/CA

Lista de figuras

Figura 3.1  Uma ilustragdo esquematica do destino e de transporte de
POPs no meio ambiente. Adaptado de Zeng(Zeng 2015)

Figura 3.2  Estruturas dos 16 HPAs prioritarios em estudos ambientais de
acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
(Meire, Azeredo e Torres 2007).

Figura 3.3  Principais etapas para a andlise de poluentes ambientais.
Adaptado de (Zeng 2015).

Figura 3.4  Recursos operacionais do ASE 200. Fonte: (Dionex 1999)
Figura 3.5 A) Full Scan e (b) SIM. Adaptado de Duong-Thi et
al.(Duong-Thi et al. 2013)

Figura4.1  Procedimento de Extracdo Acelerada por Solvente (ASE 300
- Thermo Scientific) com purificagao in-cell.

Figura 5.1 Recuperacdes médias ( relativas e desvios padrao (%, acima
das barras) de HPAs selecionados (ver Tabela 5.3 para nomes de compostos)
e relativos desvios padrao (colchetes abaixo das barras) em todos os testes

realizados.

Figura 5.2 Exemplo de um perfil obtido pela analise de monitoramento
de ions selecionados por GC-MS do material de referéncia certificado (NIST
2974a), mostrando os padroes internos deuterados adicionados (veja o texto

para detalhes).

Figura 5.3 Médias de recuperacgao de HPAs individuais (I) e globais (II)
e desvios padrao de nove réplicas do MRC NIST extraidas através dos
parametros estabelecidos pelo método D (consulte a Tabela 5.3 para nomes
de compostos).

21

22

27
30

33

40

45

47

48



PUC-RiIo - Certificagdo Digital N° 2012249/CA

Lista de tabelas

Tabela 3.1 Propriedades fisico-quimicas dos HPAs prioritarios (EPA).
NUmero de anéis aromaticos; PM, peso molecular (g.mol™); S, solubilidade
(mg.L™); PV, pressao de vapor (Pa — Pascal); H, constante de Henry (Pa
m3.mol™"); Log Koa , coeficiente de particdo (octanol/agua).

Tabela 4.1 . Condigdes instrumentais para determinagao de HPAs indivi-
duais.

Tabela 5.1  Parametros do método ajustados para extracdo acelerada por
solvente de amostras de tecido de organismo marinho

Tabela 5.2  Comparagdo Entre Método Convencional e Desenvolvido
Tabela 5.3 Médias (x) e incertezas (u) para o material de referéncia
padrdo, método desenvolvido e erro normalizado

23

41

42
46

49









PUC-RiIo - Certificagdo Digital N° 2012249/CA

Lista de Abreviaturas

ASE — Extracdo Acelerada por Solvente

El — lonizagéo por Elétrons

EPA — U.S. Environmental Protection Agency

FS — Full Scan

GC — Cromatografia gasosa

GC-MS — Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
GPC — Cromatografia de Permeacédo em Gel

HPA — Hidrocarboneto Policiclico Aromatico

IAEA — International Atomic Energy Agency

IARC — Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
ITD — Detector de Armadilha de lons

LOD - Limite de Deteccdo

LOQ — Limite de Quantificacédo

MRC — Material de Referéncia Certificado

MS — Espectrometria de Massas

NIST — National Institute of Standard and Technology
PLE — Extracdo com Liquido Pressurizado

POP — Poluente Organico Persistente

SIM — Monitoramento de fons Selecionados

SPE — Extracdo em Fase Soélida

SPLE — Extracdo Seletiva com Liquido Pressurizado



PUC-RiIo - Certificagdo Digital N° 2012249/CA

"Estou entre aqueles que pensam que a
ciéncia tem uma grande beleza."

Marie Curie, .



PUC-RiIo - Certificagdo Digital N° 2012249/CA

1
Introducao

A producéo e disposicdo final de residuos antropogénicos em sistemas
aquéticos aumentaram nas ultimas décadas (Panseri et al. 2019). O miriade de
contaminantes contidos em efluentes € um dos principais motores da poluicao
do oceano, causando perdas da biodiversidade e diminuindo sua capacidade
de fornecer servigos ecoldgicos além de outros efeitos que, em Gltima analise,
pbem em perigo a satde humana (Ruddiman 2013, Landrigan et al. 2018).

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), um grupo de mais
de cem compostos com pelo menos dois anéis aromaticos fundidos e
termodinamicamente estaveis, sdo de particular preocupagdo ambien-
tal, pois sdo toxicos, persistentes e onipresentes em sistemas aquati-
cos (Ramalhosa et al. 2012). HPAs sdo derivados, majoritariamente, da
combustdo incompleta de combustiveis fosseis e outros materiais orga-
nicos ou de entradas diretas de petroleo (Takeuchi et al. 2009) e po-
dem bioacumular em organismos, causando efeitos bioldgicos adversos
(Loomis et al. 2015, Wang et al. 2019, Zelinkova e Wenzl 2015). A exposi-
cdo aos HPAs é conhecida por apresentar potencial para causar tumores,
problemas de fertilidade e defeitos congénitos, (ATSDR 1995, EPA 2001)
dentre outras consequéncias.

Informacdes detalhadas da concentracdo de HPAS e outros contaminantes
organicos em matrizes ambientais, como agua, sedimentos,atmosfera e biota,
sa0 um requisito para avaliacfes de destino ou exposicdo de micropoluentes (or-
ganicos) em sistemas aquaticos (Schwarzenbach et al. 2006). Particularmente,
analises de HPAs em tecidos animais (ou seja, carne, figado, gordura) é um
desafio devido a complexidade da matriz (por exemplo, alto teor de gordura)
e 0s baixos limites necessarios para sua deteccdo (Zelinkova e Wenzl 2015).
Avaliacdes podem revelar padrdes de exposicdo a produtos quimicos e indi-
car potenciais de biomagnificacdo / bioacumulacdo do composto, bem como
a exposicao e riscos para a saude dos seres humanos através de seu consumo
(Panseri et al. 2019, Oost, Beyer e Vermeulen 2003, Storelli et al. 2013).

Apesar da ampla gama de métodos disponiveis para determinacdo de
substancias organicas em tecidos, a eficiéncia da remocéo de lipidios continua
a ser a etapa mais critica (Zelinkova e Wenzl 2015, Lourencetti e Ricci 2020,
Mashroofeh, Bakhtiari e Pourkazemi 2015). A purificagdo do extrato obtido
a partir da amostra é aplicada a fim de remover interferéncias analiticas e
aumentar a sensibilidade do método, enquanto também reduz a manuten-
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¢do do instrumento, melhorando o desempenho do sistema cromatogréafico
(Tolgyessy, Mihalikova e Matulova 2016, Subedi et al. 2015). Procedimentos
tradicionais requerem maior manipulagdo de extrato por conta da grande quan-
tidade de etapas analiticas e grande quantidade de solventes, tornando-os caros
e demorados. Além de ter maior custo, as varias etapas aumentam a possibili-
dade de perdas e contaminacdo, exigindo alternativas para reduzir a manipu-
lacdo da amostra (Ostrander 2005).

Dentre os métodos de remocdo de lipidios aplicados, os mais difun-
didos sdo a cromatografia de permeacdo em gel (GPC) (Wu et al. 2011,
Zhao et al. 2014, Liguori et al. 2006), extracdo em fase sélida (SPE)
(Hong et al. 2004, Sapozhnikova e Lehotay 2013, Sun et al. 2012) e cromato-
grafia liquida de coluna aberta (Lourencetti e Ricci 2020, Zhao et al. 2014),
aplicandos sozinhos ou em sequéncia.

As desvantagens dos procedimentos de extracdo e purificacdo tradici-
onais estimularam o desenvolvimento de meétodos simples, automatizados,
mais rapidos, econémicos e protocolos ecologicamente corretos nas ultimas dé-
cadas (Cioca, Heemken e Mihaiu 2017, Koning et al. 2009, Dodds et al. 2004,
Nording et al. 2006).

Dentre 0s métodos desenvolvidos, a extracdo acelerada
por solvente (ASE) surgiu como uma alternativa vantajosa
(Cioca, Heemken e Mihaiu 2017, Richter et al. 1996, Choi et al. 2016), es-
pecialmente quando acoplada aos procedimentos de purificacdo den-
tro da célula de extracdo (Choi et al. 2016, Pintado-Herrera et al. 2016,
Vazquez-Roig e Picd 2015, Andreu e Picd 2019, Abdallah et al. 2013).

Uma grande vantagem adicional do método de extracao por liquido pres-
surizado aplicado a tecidos bioldgicos € a possibilidade de incluir um adsorvente
dentro da célula de aco inoxidavel utilizada para extrair a amostra, visando
retencdo de lipidios. Esta técnica de purificacdo (in-cell purification) provou
ser eficiente em minimizar as etapas de purificacdo da amostra pos-extracao,
resultando em uma Unica etapa de extracdo pressurizada para compos-
tos organicos, combinada com purificacdo in-cell (Vazquez-Roig e Picd 2015,
Andreu e Picd 2019, Guo et al. 2014).

Este é um método rapido e de baixo consumo de solvente para extracao
de compostos organicos de amostras solidas (Richter et al. 1996),e que tornou-
se uma técnica de extracdo popular para varias classes de contaminantes de
diferentes tipos de amostras (Sun et al. 2012).

Neste trabalho, é apresentado um método de andlise de HPA em tecidos
bioldgicos, com base na extragdo ASE e purificacao in-cell, que foi otimizado
usando dois materiais de referéncia padrdo (peixe e mexilhdo) e amostras de
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musculo de peixe fortificado (Sardinella sp.). Além de atender aos requisitos
bésicos de quimica verde, ou seja, diminui¢do do uso de produtos quimicos
e producdo de residuos perigosos, este estudo visou fornecer um método
eficiente e rapido para atender demandas por dados de contaminacdo de
HPA de peixes e crustaceos em situacGes de rotina e de emergéncia apos
derramamentos de Oleo. Esses dados sdo obrigatorios para a tomada de
decisdo em relacdo as interrupcBes de pesca e implicacBes para a seguranca
no consumo de frutos do mar em um eventual evento agudo de contaminagéo e
sob exposicdo cronica a hidrocarbonetos (Farrington 2020, Gohlke et al. 2011,
Yender, Michel e Lord 2002).
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2
Objetivos

21
Objetivos Gerais

Implementar uma metodologia de extragdo mais simples, econémica e
confidvel, alinhada aos principios da quimica verde para a determinacao de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) em tecidos de organismos
marinhos com deteccdo e quantificacdo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS).

2.2
Objetivos Especificos

= Otimizar o metodo de extragdo com purificacdo in-cell através de
diferentes adsorventes e proporcdes amostra/adsorvente, variando condigfes
de extracao;

= Avaliar recuperacfes do méetodo desenvolvido através da extracdo de
material certificado.
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3
Revisao Bibliografica e Fundamentacao Tedrica

3.1
Poluentes Organicos Persistentes

3.1.1
Historico e Caracteristicas

Com o fim da Segunda Guerra Mundial, surgiu um periodo de grandes
descobertas e revelagdes cientificas. Neste momento, houve o reconhecimento
por parte dos cientistas de compostos capazes de persistir no ambiente por
muito tempo, migrando no ar, na agua, no solo e sedimentos, com longos
alcances e que exibiam caracteristicas toxicas (Ashraf 2017). Sua acumulacéo
Ja atingia niveis que poderiam prejudicar a vida selvagem e a saude humana.
Neste momento, surgiu a preocupacdo mundial com os Poluentes Organicos
Persistentes (POPs) (Manahan 2017, Ashraf et al. 2015).

Existem milhares de produtos quimicos POP, muitas vezes provenientes
de certas séries ou "familias"de produtos quimicos. POPs apresentam longas
meias-vidas em solos, sedimentos, ar ou biota. Na pratica, um POP pode ter
uma meia-vida de anos ou décadas no solo/sedimento e varios dias no atmosfera
(Jones e Voogt 1999).

Os POPs sdo tipicamente ’odiadores de agua’ e ’amantes de gordura’,
isto €, hidrofdbicos e lipofilicos. Em sistemas aquaticos e solos eles se associam
fortemente em solidos, notadamente a matéria organica, ndo se associando a
fase aquosa. Eles também se acumulam em lipidios nos organismos, uma vez
gue sdo armazenados no tecido adiposo. Isso da persisténcia destes compostos
guimicos na biota, pois 0 metabolismo é lento e os POPs podem se acumular
nas cadeias alimentares (Jones e Voogt 1999).

Devido a estas caracteristicas, estes compostos podem causar efei-
tos biolGgicos prejudiciais e por isto recebem intensa atencdo internacional
(Zeng 2015). Em 2001, na convencdo de Estocolmo, houve o inicio da proi-
bicdo e restricdo severa de substancias classificadas como POPs (Lallas 2001,
Zeng 2015).

Em 2004, o acordo atingiu mais de 150 paises signatarios, atualmente,
mais de 20 POPs estdo listados na Convencgédo de Estocolmo. Apesar de nao
listados na convengdo de Estocolmo, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), também sdo tratados como POPs devido a sua alta toxicidade e
ampla distribuicdo ambiental (Lallas 2001, Zeng 2015, Ashraf et al. 2015). Os
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HPAs também sdo abrangidos como Poluentes Organicos Persistentes pelo
Protocolo da Comissdo Econdmica das Nagbes Unidas para a Convencéo
da Europa sobre Poluicdo Atmosférica Transfronteirica de Longo Alcance
(PAH 2001, Choi et al. 2009).

Algumas propriedades-chave destes produtos quimicos controlam seu
destino no ambiente e, portanto, pode-se prever seu destino e comportamento.
Essas propriedades incluem solubilidade aquosa, pressao de vapor, coeficientes
de particdo entre agua:solido e ar:s6lido ou liquido e meia-vida no ar, solo e
agua (Jones e Voogt 1999).

POPs podem volatilizar, a partir de solos, vegetacdo e massas de agua,
na atmosfera e permanecem estaveis no transporte aéreo para longas distancias
antes de serem depositados (Jones e VVoogt 1999). Por este motivo, a presenca
de POPs € observada até mesmo em regides onde nédo hé registros de seu uso. O
ciclo de volatilizacdo e deposicdo pode ser repetido varias vezes, com o resultado
de que os POPs podem se acumular em uma area muito distante de onde
foram usados/emitidos. Na propria atmosfera, os POPs podem particionar
entre particulas e aerossois, dependendo da temperatura ambiente e de suas
propriedades fisico-quimicas (Zeng 2015, Buccini 2003).

A deteccdo de tragos destes compostos em varias matrizes ambientais é o
primeiro passo para monitoramento e elucidacdo de sua distribuicéo e destino
no meio ambiente (Zeng 2015).
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Figura 3.1: Uma ilustracdo esquematica do destino e de transporte de POPs
no meio ambiente. Adaptado de Zeng(Zeng 2015)

3.2
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)

3.2.1
Caracteristicas e Propriedades Fisico-Quimicas dos HPAs

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo poluentes orga-
nicos persistentes caracterizados por possuirem 2 ou mais anéis aromaticos
fundidos, organizados sob as formas linear, angular ou agrupada (Figura 3.2)
(Netto et al. 2000). Tais substancias e seus derivados nitrados e oxigenados
tém ampla distribuicdo e sdo encontrados como componentes de misturas com-
plexas em todos os compartimentos ambientais (Rey-Salgueiro et al. 2008).
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Figura 3.2: Estruturas dos 16 HPAs prioritarios em estudos ambientais de
acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
(Meire, Azeredo e Torres 2007).

Estas substancias sdo sélidas em temperatura ambiente, com altos pon-
tos de ebulicdo e fusdo. Sdo pouco soluveis em agua e, em geral, apre-
sentam reducdo da solubilidade com o aumento do numero de anéis, mas
sao soliveis na maioria dos solventes organicos e sdo fortemente lipofilicos
(Ferrante et al. 2018). HPAs apresentam também, coeficientes de particdo oc-
tanol/agua superiores a 1000, demonstrando grande afinidade lipofilica que
aumenta com o numero de anéis aromaticos da molécula (Netto et al. 2000)

A volatilidade destes compostos diminui com o aumento do peso mo-
lecular e, consequentemente, HPAs de menor peso molecular sdo mais vo-
lateis e apresentam maiores pressdes de vapor. O mesmo € observado com
os valores da constante de Henry que diminui com o aumento do peso
molecular(APARG 1995). O tempo de meia vida dos compostos de maior peso
molecular em diversas matrizes ambientais tende a se apresentar relativamente
elevado, indicativo de sua lenta degradacdo (Bouchez et al. 1996).

Embora os HPAs estejam sujeitos a biodegradacdo e outros pro-
cessos como fotossensibilizacdo e fotodegradacdo, sua propriedades fisico-
guimicas os conferem persisténcia no meio ambiente (Winquist et al. 2014,
Cristaldi et al. 2017, Ferrante et al. 2018), conforme exposto na Tabela 3.1.
Mesmo com estas propriedades variando consideravelmente, a caracteristica
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semivolatil de alguns HPAs os torna altamente mdveis no ambiente, passando
por deposicdo e revolatilizagdo, o que os distribui entre o ar, solo e corpos
d’agua. Uma por¢do de HPAs esté sujeita ao transporte atmosférico de longo
alcance, tornando-os um problema ambiental transfronteirico (PAH 2001).

De acordo com a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Uni-
dos (EPA — Environment Protection Agency) 16 HPAs sdo considera-
dos particularmente importantes no monitoramento ambiental de poluen-
tes organicos prioritarios (EPA 1986): Acenafteno, acenaftileno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(ghi)perileno,
benzo(k)fluoranteno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, fluoranteno,
fluoreno, indeno(1,2,3-cd)pireno, naftaleno e pireno (Figura 3.2). Esses com-
postos apresentam de 2 a 6 anéis aromaticos fundidos entre si com peso
molecular (PM) variando entre 128 e 278g/mol. Suas caracteristicas fisico-
quimicas, como solubilidade (S) e pressdo de vapor (PV), sdo fatores im-
portantes que direcionam a distribuicdo desses contaminantes entre as fases
solivel e particulada em meio atmosférico, aquoso e biotico (Tabela 3.1).
A solubilidade em &agua dos HPAs varia entre os altamente insoluveis (e.g.
benzo[g,h,i]perileno: 0,0003mg/L) a pouco solluveis em agua (e.g. nafta-
leno, 31mg/L), enquanto a pressdo de vapor transita entre compostos al-
tamente volateis (naftaleno) e compostos relativamente pouco volateis (di-
benzo[a,h]antraceno) (Meire, Azeredo e Torres 2007, Latimer e Zheng 2003).

Tabela 3.1: Propriedades fisico-quimicas dos HPAs prioritarios (EPA). Numero
de anéis aromaticos; PM, peso molecular (g.mol™"); S, solubilidade (mg.L™");
PV, pressio de vapor (Pa — Pascal); H, constante de Henry (Pa m3.mol™");
Log Koa, coeficiente de particdo (octanol/agua).

HPA Ne° PM S PV a 25 °C H Log

de anéis (g.mol™) (mg.L ™) (Pa) (Pa m3.mol™") Kow

Naftaleno 2 128 31 104 43,01 3,37
Acenaftileno 3 152 16,1 0,9 8,40 4,00
Acenafteno 3 154 38 0,3 12,17 3,92
Fluoreno 3 166 19 0,09 787 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
Benzo[a]antraceno 4 228 0,011 2,80.107 0,581 5,91
Criseno 4 228 nd 5,70.10-7 0,065 5,86
Benzo[b]fluoranteno 5 252 0,0015 nd nd 5,80
Benzo[k]fluoranteno 5 252 0,0008 5,20.1078 0,016 6,00
Benzo[a]pireno 5 252 0,0038 7,00.1077 0,046 6,04
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 276 nd nd 0,003 6,58
Dibenzo[a,h]antraceno 5 278 0,0006 3,70.10710 nd 6,75
Benzo[g,h,i]perileno 6 276 0,00026 6,00x1078 0,075 6,50

nd = Nao determinado. (Meire, Azeredo e Torres 2007, Latimer e Zheng 2003, Joa et al. 2009)
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3.2.2
Fontes de Exposicao Humana e Ambiental

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPASs) sdo originados por
fontes antropogénicas, pela combustdo incompleta de compostos de carbono
(queima de florestas, atividades industriais e atividades residenciais) ou li-
berados por atividades naturais, como atividades vulcanicas; biosintese por
algas, bactérias, fungos e plantas; por diagénese de precursores naturais e
emanacdo natural de petréleo marinho(Law e Biscaya 1994, Trevelin 1992,
Bettin e Franco 2005).

Até 0 comeco do século XX havia um equilibrio entre a producéo e a de-
gradacdo natural de HPAs sendo a sua concentragdo baixa e constante. Com
0 aumento do desenvolvimento industrial, esse balanco natural foi perturbado
e a razdo entre a producéo e a degradacdo de HPAs tem aumentado constan-
temente (Trevelin 1992, Bettin e Franco 2005).

O mecanismo de formacdo de HPAs durante a combustdo incompleta
de material organico é conhecido ha muito tempo. Acredita-se que estejam
envolvidos dois processos distintos: a pirolise e a pirossintese. Em altas tem-
peraturas, compostos organicos sdo convertidos em moléculas pequenas nao
estaveis (pirolise). Estas e outros radicais se recombinam para produzir molé-
culas maiores e mais estaveis de HPAs (pirossintese). Uma vez formados, os
HPAs podem sofrer reagdes pirossintéticas, originando estruturas mais comple-
xas com anéis altamente condensados (Trevelin 1992, Bettin e Franco 2005).
Os HPAs néo sdo obrigatoriamente fracionados em fragmentos menores antes
da pirossintese, podendo resistir a fragmentacdo parcial seguida pela hidro-
genacdo dos seus radicais primarios. Em geral, todos os compostos organi-
cos contendo carbono e hidrogénio, podem servir como precursores de HPAS
(Trevelin 1992, Bettin e Franco 2005).

A estrutura molecular do HPA pode informar seus niveis de degradacéo,
sua fonte de origem predominante e seu destino no meio ambiente. HPAs
com estrutura molecular até trés anéis aromaticos, alquilsubstituintes e/ou de
heterodtomos geralmente sao oriundos do petroleo e denominados petrogénicos
(Neff 1980).

Dentre o0s principais contaminantes organicos presentes no meio marinho,
os HPAs tém grande representatividade. A contaminacdo direta de ambientes
marinhos pode decorrer pelo trafego maritimo, durante exploracdo, producéo,
transporte e consumo de petroleo e derivados, seja de forma crbnica (particu-
larmente &gua produzida e fluido de perfuragdo) ou devido a acidentes diver-
sos, como derramamento de grandes quantidades de 6leo no mar (NRC 2003,
Balcioglu et al. 2014, Tornero e Hanke 2016, Ferrante et al. 2018).
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A exposicdo a HPAs transportados pelo ar ocorre tanto em ambientes
internos quanto externos. As fontes internas de HPAs incluem fumacga de
tabaco, cozinha e lareiras (PAH 2001, Choi et al. 2009). A translocagdo de
HPAs no ambiente se da principalmente sob via atmosférica de transporte
associado ao material particulado fino, o que permite ampla distribuicéo
desses compostos. Uma vez emitidos na atmosfera, esses poluentes podem ser
depositados sob a forma seca (vapor ou particulada) ou Umida (precipitacdo
sob a forma dissolvida ou particulada) em sistemas aquaticos e terrestres
(Garban et al. 2002, Rose e Rippey 2002).

A introducdo de HPAs no corpo pode se dar de diferentes formas (ina-
lacdo, absorcéo cutanea, etc.) e a ingestdo representa um caminho importante
para os efeitos nos organismos vivos (Perugini et al. 2007, Conti et al. 2015,
Ferrante et al. 2018). A exposicdo humana por ingestdo se deve a dois fatores
principais: concentracdo de poluentes no tecido comestivel de frutos do mar e
quantidade e frequéncia do produto consumido por cada individuo ou por um
subgrupo de idade especifica da populagdo (Domingo et al. 2007).

3.2.3
Efeitos dos HPAs a Saude dos Seres Vivos

Os HPAs, como os demais POPs, sdo caracterizados por sua elevada
toxicidade e baixa taxa de degradacdo, possibilitando sua bioacumulacdo em
seres vivos (Ferrante et al. 2018, Perugini et al. 2007).

Alguns desses contaminantes sdo descritos como precursores de
ac0es mutagénicas e tumorais em sistemas bioldgicos e, por este motivo,
sdo considerados poluentes organicos prioritarios em programas de mo-
nitoramento ambiental e sadde humana em diferentes paises do mundo
(Meire, Azeredo e Torres 2007, WHO 1983).

O carater lipofilico de HPAs promove a absorcdo destas substancias pela
pele, por ingestdo ou por inalacdo, sendo rapidamente disseminado pelo or-
ganismo (Netto et al. 2000), onde atuam como agentes de desregulacdo endoé-
crina, mutagénicos (IARC 2010, Bergman et al. 2013) ou de efeito sinérgico,
potencializando o efeito cancerigeno de outros HPAs (Hwang et al. 2012), pois
sdo capazes de reagir diretamente, ou apds sofrerem transformacdes metaboli-
cas, com o DNA (Jacob et al. 1991, Netto et al. 2000).

Os HPAs representam uma preocupacdo em relacdo a seguranca alimen-
tar no curto e no médio prazos (Yender et al. 2002). A inalacdo destes compos-
tos transportados pelo ar representa risco de cancer de pulmao em humanos
e sua ingestdo através de alimentos contaminados também € um risco para a
saude (PAH 2001, Choi et al. 2009).
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A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), assim como
a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA) classificou dezesseis
HPAs como provaveis ou possiveis carcin0genos em humanos por serem ca-
pazes de causar efeitos mutagénicos em humanos e outras espécies animais
(IARC 2010, Balcioglu et al. 2014, Ferrante et al. 2018).

3.3
Metodologia Analitica para Determinagao de HPAs em Biota

Os poluentes organicos persistentes sao comumente encontrados em ni-
veis traco, tornando iminentes os desafios para andlises precisas e acuradas
de poluentes organicos persistentes em matrizes ambientais complexas, pois
requerem planejamento e execucdo cuidadosos (Zeng 2015). Um método con-
fiavel para a determinacdo de poluentes ambientais deve ser composto por
varias etapas analiticas (Figura 3.3).

Os métodos mais difundidos para determinacdo de POPs nes-
sas matrizes sdo similares e muito trabalhosos.Tais procedimentos ge-
ralmente envolvem extracdo do analito através de técnicas classi-
cas como Soxhlet (Matscheko et al. 2002) ou até mesmo sonicagdo
(Vonderheide, Montes-Bayon e Caruso 2002), seguido de extensos proces-
sos de purificacdo (clean-up) de forma a se remover interferentes da matriz.
Os procedimento de purificacdo geralmente demandam tempo, por conta da
manipulacdo do extrato, e gasto elevado de solventes (Ostrander 2005).

Extracdes solido-liquido convencionais, como Sohxlet, tém sido ampla-
mente utilizadas em tecidos ao longo do tempo. Sohxlet é considerada como
padrdo ao qual novos métodos de extracdo sdo comparados (Schantz 2006).
Este método demanda muitas horas em refluxo e um grande volume de sol-
vente. A metodologia para a extracdo de HPAs, historicamente, tem se apre-
sentado, salvo pequenas variagfes, como uma sequéncia de extracdo Sohxlet,
seguida de purificacdo pelo pré-fracionamento por cromatografia liquida em
coluna aberta e, em seguida, cromatografia de permeacdo em gel (GPC). Além
de se caracterizar como algo dispendioso, com o grande numero de etapas, se
aumenta a possibilidade de perdas do analito e de contaminacdo da amostra.
(Hoekstra et al. 2002, Schantz et al. 1995, Sloan et al. 2005).

O sohxlet (EPA 3540C - (EPA 1996)) é o melhor exemplo de um
método convencional, que demanda uma série de etapas posteriores que podem
ocasionar na perda de analito, com muito tempo necessario para analise e
gasto de solvente. Convencionalmente, este procedimento é feito (EPA 3540C
- (EPA 1996)) com duragéo de cerca 16 a 24 horas e consumo de 100 a 300
mL de solvente dependendo do sistema soxhlet.
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Figura 3.3: Principais etapas para a analise de poluentes ambientais. Adaptado
de (Zeng 2015).
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Apds a extracdo, normalmente é feita a concentragdo do extrato e o
mesmo é submetido, salvo variac¢Oes, a fracionamento por cromatografia liquida
em coluna de alumina (1 ou 2x), coluna de silica/alumina, e cromatografia
de permeacdo em Gel (GPC), com alto consumo de solvente. Apés todas
estas etapas, 0 extrato pode ser concentrado e preparado para anélise em
Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS).

3.3.1
Extracao com Liquido Pressurizado (PLE)

A extragdo com liquido pressurizado (PLE) tem sido uma técnica de
preparacdo de amostras empregada em diversos trabalhos nas Gltimas décadas
e tem se mostrado muito eficiente na extracdo de POPs de matrizes sélidas e
semi-solidas (Runnqvist et al. 2010, Luque-Garcia e Castro 2004).

Com o avanco da técnica nos ultimos anos e a necessidade de separacgéo de
compostos interferentes do analito de interesse de forma simulténea, diversos
adsorventes foram empregados na PLE, e esta passou a ser mais seletiva.
Esses adsorventes promovem o clean-up durante a extragdo, retendo parte
dos interferentes e aumentando a seletividade desta etapa. Esta técnica passou
a ser denominada, numa traducéo livre, Extragdo com Liquido Pressurizado
Seletiva (SPLE) (Subedi et al. 2015).

Indmeros métodos de extracdo sdo possiveis com PLE, para matrizes dis-
tintas, basta apenas otimizar os parametros de extracdo, como solvente, tem-
peratura, nimero de ciclos e tempo estatico e a massa da matriz para aumentar
sua eficiéncia (Schantz 2006). Para a SPLE, além dos parametros mencionados,
pode-se variar ou combinar adsorventes para melhor remocéo da fracéo lipidica,
0 que proporciona maior seletividade de diferentes analitos(Subedi et al. 2015).

3.3.2
Extracao Acelerada por Solvente (ASE) de HPAs e purificagao in-cell

Extracdo acelerada por solvente (ASE) é uma técnica de extracdo que ofe-
rece uma série de vantagens como baixo custo de extracdo, menor consumo de
solvente, menor tempo de procedimento e protocolos de extracdo simplificados
(Wang et al. 1999). ASE permite o controle de condi¢cdes importantes de extra-
¢do, como composicdo do solvente, pressdo aplicada, temperatura e duracdo do
procedimento, com a finalidade de se obter uma extracdo mais quantitativa.
Grandes vantagens desta técnica sdo o alto grau de automacao do procedi-
mento e a possibilidade de processar varias amostras (Wasik e Ciesielski 2004,
Giergielewicz-Mozajska, Dagbrowski e Namies$nik 2001).
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Esta metodologia possibilita um aumento da eficiéncia de extragdo e
também opera usando pequenos volumes de solventes organicos tradicio-
nais para extrair compostos de amostras solidas ou semissolidas Wang et
al.(Wang et al. 1999). Por isso, tem sido empregada com sucesso para a ex-
tracdo de diferentes compostos organicos, incluindo os hidrocarbonetos polici-
clicos arométicos (Wasik e Ciesielski 2004).

No procedimento, a amostra é colocada em uma célula de extracéo feita,
em geral, de aco inoxidavel conforme ilustra a Figura 3.4. Apds a adicéo
do solvente, a célula é pressurizada, aquecida até a temperatura desejada
e a amostra é extraida estaticamente por um periodo de tempo especifico.
Dessa forma, o solvente permanece em contato com a amostra por tempo
suficiente para promover o aumento da transferéncia de massa e resultar em
maior recuperacdo dos analitos. O ciclo pode ser repetido com a introducéo de
solvente fresco e essa renovacéo do solvente na célula melhora a transferéncia de
massa, uma vez que o gradiente de concentracdo é maior entre o solvente fresco
e a superficie da matriz da amostra (Romanik et al. 2007, Cho et al. 2008).

E uma técnica de extracdo confiavel com muitas vantagens em relacio
as técnicas de extracdo tradicionais, por isso pode ser especialmente util para
analises de rotina. Entre essas vantagens estdo boas recuperacgdes, rapidez,
precisdo adequada e menor uso de solventes. Ha também uma reducdo de
perda e ou contaminacdo por manipulacdo da amostra, atribuida a automa-
cdo da realizacdo da técnica. Como desvantagem, podemos citar o elevado
custo de aquisicdo e de manutencdo do equipamento Sun et al.; Lau, Gan e
Ng(Sun et al. 2012, Lau, Gan e Ng 2010).
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Figura 3.4: Recursos operacionais do ASE 200. Fonte: (Dionex 1999)

Uma opcao alternativa para minimizar ainda mais o tempo e 0 consumo
de solvente é realizar as etapas de extracdo e purificacdo simultaneamente,
colocando adsorventes adequados dentro das células PLE (in-cell clean-up).
Essa escolha reduz a necessidade de procedimentos de limpeza posteriores e
permite a automacdo das etapas de limpeza, fator chave para evitar, em mais
uma etapa, a manipulacdo excessiva da amostra(Pintado-Herrera et al. 2016).
Tem sido aplicado para a andlise de alguns contaminantes regulados e
emergentes em biota, lodo e sedimento (Ghosh, Hageman e Bjoérklund 2011,
Zhang et al. 2019, Pintado-Herrera, Gonzalez-Mazo e Lara-Martin 2014),
usando diferentes adsorventes como silica ativada, florisil e alumina
(Pintado-Herrera, Gonzélez-Mazo e Lara-Martin 2014, Rodil e Moeder 2008,
Negreira et al. 2011).

Zhang et al.(Zhang et al. 2019) reportou que as recuperac@es de extracao
em lodo de esgoto obtidas usando o método PLE in-cell foram maiores do
gue aquelas obtidas usando PLE com dois procedimentos de purificacdo. Isto
pode se dar porque o método PLE in-cell combinou PLE e procedimentos
de limpeza on-line, as transferéncias multiplas de extrato na limpeza externa
foram suprimidas e, desta forma, as perdas associadas. As eficiéncias de analise
foram promovidas dramaticamente e os resultados das analises foram mais
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consistentes e reprodutiveis.

3.3.3
Materiais de Referéncia Certificados

A aplicacdo de materiais de referéncia certificados (MRCs) em quimica
analitica para fins de controle de qualidade é bem reconhecida e recomendada
por uma ampla gama de organizagOes internacionais, nacionais e profissionais
(IAEA 2003).

Os MRCs possuem ampla estabilidade, frente a possivel degradacgédo
causada por fendbmenos como temperatura, luz, oxidacdo, umidade, atividade
microbioldgica e etc; e sdo suficientemente homogéneos em relacdo as suas
especificacOes e propriedades (Cardoso et al. 2010) e bem estabelecidos para
serem usados na calibracdo de um aparelho, avaliagdo de um método de
medicgéo ou atribuicdo de valores a materiais (IAEA 2003). Tais materiais sdo
a base para a verificacdo da exatiddo de medi¢des analiticas, com o objetivo
de garantir a confiabilidade dos resultados obtidos cardoso2010preparaccao.

Além de valores de propriedade bem estabelecidos (robustos) — o
gue em quimica analitica normalmente seria algo como concentracéo, fracéo
massica etc. — a vantagem mais significativa do material de referéncia de
matriz, quando disponivel e corretamente selecionado, é sua matriz e nivel de
correspondéncia do mensurando (analito) em comparacdo com o material de
teste (amostra)(IAEA 2003).

Além disso, os materiais de referéncia sdo normalmente bem caracteriza-
dos por um grande numero de mensurandos (analitos), o que se mosra muito
atil no desenvolvimento e validacdo de métodos, fornecendo uma base para
estimativa de acuracia e precisdo, bem como para o estudo de outros parame-
tros estatisticos, como repetibilidade, reprodutibilidade, faixa linear, limite de
guantificacdo, robustez e avaliacdo de eventuais interferéncias(IAEA 2003).

O uso de métodos analiticos validados — adequados ao prposito — €
um pré-requisito para qualquer laboratério que queira reivindicar e demons-
trar formalmente sua qualidade e fornecer confianca em seus resultados de
medicao(IAEA 2003).

3.3.4
Analise dos Extratos por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrome-
tria de Massas (GC-MS)

Metodologias analiticas devem ter capacidade de determinagdo com
precisdo de niveis de concentracdo muito baixos, como os estabelecidos
pela legislacdo vigente, bem como o fornecimento de evidéncias inequivocas
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para a identificacdo do poluente e sua quantificagdo(Hernandez et al. 2005,
Pitarch et al. 2007).

A cromatografia gasosa (GC) tem sido a técnica escolhida para a ana-
lise de amostras ambientais contendo compostos organicos semivolateis e vo-
lateis, em razdo de sua combinacdo favoravel de alta seletividade e resolu-
¢éo, boa precisédo e exatiddo, ampla faixa de concentracdo e alta sensibilidade
(Hernéandez et al. 2005, Pitarch et al. 2007).

A GC é capaz de promover a separacao ao logo do tempo de analise de
compostos individuais a partir de uma mistura complexa. O principio basico
de operacdo de um cromatdgrafo a gas envolve a volatilizacdo da amostra
em uma porta de entrada aquecida (injetor), separacdo dos componentes da
mistura em coluna especialmente preparada e deteccdo de cada componente
por um detector. Uma faceta importante do cromatdgrafo a gas é o uso de
um gas de arraste, como hidrogénio ou hélio, para transferir a amostra do
injetor, através da coluna e no detector. A coluna, ou enchimento de coluna,
contéem um revestimento de uma fase estacionaria.A separa¢do de componentes
é determinada pela distribuicdo de cada componente entre o gas de arraste (fase
movel) e a fase estacionaria (Kitson, Larsen e McEwen 1996).

Atualmente, a espectrometria de massas (MS) se tornou uma das fer-
ramentas mais poderosas para a aquisicdo de informacdes sobre composi-
cdo e estrutura de compostos organicos, a fim de verificar a identidade do
pico cromatografico em uma variedade de matrizes ambientais e alimenta-
res (Hernandez et al. 2005). Existem inUmeras aplicacfes na analise de com-
postos organicos com base em GC acoplada a MS; como a determinacdo de
HPAs, pesticidas, bifenilas policloradas, fendis e alguns procedimentos multir-
residuo para a determinacdo de poluentes organicos prioritarios e persistentes
(Pitarch et al. 2007).

Um espectrometro de massas € um instrumento que provoca a ionizagao
das moléculas dos analitos e mede a razdo massa-carga (m/z) de ions em fase
gasosa e fornece uma medida da abundéncia de cada espécie i6nica. A medicdo
é calibrada com ions de m/z conhecidos (Kitson, Larsen e McEwen 1996).

Pode-se usar 0 modo de varredura, Full Scan (FS),ou o0 modo de Monito-
ramento de fons Selecionados (SIM) para analise GC/MS. A escolha depende
do objetivo da analise. Para o objetivo de identificar os componentes da amos-
tra usando um espectro de massa, 0 modo de varredura € indispensavel. O modo
SIM ¢é adequado para analise quantitativa de componentes traco. Quando 0s
espectros de massa dos componentes traco sao conhecidos (Shimadzu 2007).
A Figura 3.5 ilustra exemplos de espectros de massa destes dois métodos.

O SIM refere-se ao uso do instrumento para registrar ions em massas
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selecionadas que sdo caracteristicas do composto de interesse em uma janela
de tempo de retencdo esperada. Nesse modo, o0 espectrometro de massa nédo
gasta tempo varrendo toda a faixa de massa, mas muda rapidamente entre os
valores de m/z para 0s quais 0s ions caracteristicos sdo esperados. O método
SIM permite a analise quantitativa no nivel de ng g~'. Com instrumentos
modernos, o sistema de dados pode ser programado para examinar diferentes
fons em varias janelas de tempo de retencdo. A vantagem deste método é
que tanto a alta sensibilidade quanto a alta especificidade sdo alcancadas
(Kitson, Larsen e McEwen 1996).

Um exemplo tipico do uso de SIM é a determinacdo quantitativa de certos
compostos especificos em uma mistura complexa, especialmente quando 0s
compostos estdo presentes em baixos niveis (Kitson, Larsen e McEwen 1996).
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Figura 3.5 A) Full Scan e (b) SIM. Adaptado de Duong-Thi et
al.(Duong-Thi et al. 2013)

3.3.5
Parametros que Podem ser Otimizados na Extracao por ASE

3.3.5.1
Pressao

A pressdo, por exemplo, é um pardmetro que pode influenciar a re-
cuperacdo dos compostos em ASE. Alta pressdo € aplicada para manter o
solvente em um estado liquido muito acima do ponto de ebuli¢do, sendo,
associado a temperatura, um dos parametros mais importantes do ASE
(Pintado-Herrera et al. 2016), uma vez que aumenta as taxas de difusdo e ca-
pacidade de solubilizacdo. Pressdes mais elevadas também forcam a passagem
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do solvente pelos poros do material extraido, tornando os analitos acessiveis e
aumentando a eficiéncia de extracao.

Apesar disso, ndo é relatada relagdo entre pressao e recuperagdo, em ex-
tracOes de HPAsS na faixa de trabalho de 1000—2000 psi (Sun et al. 2012). Ao
mesmo tempo, pressdes acima de 2.000 psi resultam em extratos mais escuros
com amplos picos de cromatograma devido a coextragdo com outros componen-
tes da matriz (Sun et al. 2012, Reindl e Hoefler 1994). A literatura j& destaca,
para extracdo de amostras bioldgicas, que maiores pressdes e temperaturas de
extracdo resultam em extratos carregados com compostos de alta massa mo-
lecular (lipidios, proteinas) que interferem nas etapas subsequentes de anélise
(Sun et al. 2012). Ao mesmo tempo a operacdo em baixa pressdo, préxima a
500 psi, torna-se instavel, devido as dificuldades em manter a pressdo ajustada
(Wasik e Ciesielski 2004).

3.3.5.2
Temperatura

Altas temperaturas afetam as propriedades do solvente, sendo a tem-
peratura considerada, portanto, um dos mais importantes parametros para
ASE. ExtracOes em altas temperaturas aumentam as taxas de difusdo e a
capacidade de solubilizar analitos, enfraquecem as interacdes entre a matriz
do analito e componentes da matriz e promovem um decréscimo na vis-
cosidade e tensdo superficial (Sun et al. 2012). Temperaturas iguais ou su-
periores ao ponto de ebulicdo, associadas a alta pressdo no processo de
extracdo, promovem a manutencdo do solvente no estado liquido, o que
também favorece a eficiéncia de extracdo, forcando o solvente em areas
gue normalmente ndo seriam contatadas usando as condi¢cdes atmosféricas
(Sun et al. 2012, Richter et al. 1996). O aumento da solubilidade e da trans-
feréncia de massa também estdo associados as altas temperaturas, que, em
contrapartida, diminuem a seletividade. Além disso, temperaturas elevadas
podem afetar os compostos termoldbeis que estdo sujeitos a desintegracdo e
degradacdo hidrolitica (Sun et al. 2012, Moreno, Reza e Trejo 2007).

A reducdo da eficiéncia de extracdo pode ocorrer quando emprega-
das temperaturas superiores, por diversos motivos, dentre eles a co-extracdo
dos componentes da matriz e a decomposicdo do analito (Sun et al. 2012).
Além disso, fornecer muita energia (temperatura, pressdo) para liberar ana-
litos da matriz pode, eventualmente, induzir sua decomposicdo, ou perda
como resultado de reacGes entre analitos e matriz (Wasik e Ciesielski 2004,
Pereiro, Wasik e Lobinski 1999).
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3.3.5.3
Solvente

Propriedades de solventes na temperatura e a pressdo de extracdo devem
corresponder as dos compostos alvo, a fim de alcancar a eficiéncia. A selecdo
do solvente foi o primeiro passo crucial para o desenvolvimento dos protocolos
ASE (Chen et al. 2020). Alguns autores (Bjorklund, Nilsson e Bgwadt 2000,
Saim et al. 1998) relataram o uso de solventes de alta polaridade, e que
solventes apolares, aplicados em extracdes de HPAs e POPs, podem levar a
eficiéncias mais baixas.

3.3.5.4
Ciclos de Extracao

O numero de ciclos de extracdo é outro importante parametro e varios au-
tores (Gomez-Ariza et al. 2002, Rodrigues et al. 2016, Zhang et al. 2019) re-
lataram que a maioria dos contaminantes sdo extraidos durante a primeira
extracdo. O rendimento de ciclos sequenciais € muito menor, mas, mui-
tas vezes, ndo insignificante, e pode aumentar a recuperagdo final de cada
analito(Subedi e Usenko 2012, Pinto et al. 2014).

A extracdo em menor numero de ciclos pode ndo ser muito vantajosa.
Apesar de se utilizar menor volume de solvente para uma extragdo em menos
ciclos, esta pode reduzir a eficiéncia da analise pela maior manipulacdo da
amostra.

3.3.5.5
Tempo Estatico

O estabelecimento de um tempo de extracdo estatica aumenta a efi-
ciéncia de extracdo(Morales-Munoz, Luque-Garcia e Castro 2002). O tempo
é ajustado pelo analista (tipicamente 5-10 min)(Vazquez-Roig e Pic6 2015)
e, muitas vezes, remocgOes de HPAs de varias matrizes requerem um tempo
de extracdo estatico de 5 a 50 min ao realizar varios ciclos de extracao
(Hageman et al. 1996, Morales-Munoz, Luque-Garcia e Castro 2002).

3.3.5.6
Volume de Rinsagem

O volume de rinsagem pode ter um efeito significativo na recupera-
cdo, especialmente durante extracdes onde as células ASE sdo empacotadas
com um fase estacionaria, pois isso pode aumentar a retencdo dos analitos
(Lund et al. 2009). Efeitos de volumes de rinsagem entre 70 e 130% demons-
traram que as recuperacGes de HPAs com 2-4 anéis aromaticos ndo foram
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afetadas pelo volume de rinsagem. Por outro lado, aumentar o volume de rin-
sagem de 70 para 100% aumenta significativamente as recuperacoes de HPAs
de 5 e 6 anéis (Lund et al. 2009).
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Vidrarias

As vidrarias utilizadas no presente estudo foram: proveta graduada;
Bécher; bastdo de vidro; pipetas; baldes volumétricos.

A descontaminacgéo da vidraria ndo volumétrica foi feita em mufla a 400
°C apoés lavagem com detergente neutro e agua destilada e a vidraria volu-
meétrica foi descontaminada com diclorometano apds lavagem com detergente
neutro e gua destilada;

4.2
Padrées, Reagentes e Solventes

Solventes grau gradiente para cromatografia, fornecidos por Merck
(Darmstadt, Alemanha):

Metanol CAS-No 67-56-1
Diclorometano CAS-No 75-09-2
N-hexano CAS-No 110-54-3
Padr6es fornecidos por Accustandard® (New Haven, USA):
Padrao de HPAs H-QME-01 PAH mix (Quebec Ministry of Environmental)
Padrao sub-rogado M-8270-SS surrogate
Padrao interno Z-014J Internal Standard
Materiais adsorventes usados para extracdo in-cell:

Silica gel 60 (0,063-0,200 mm) para coluna cromatogréafica, CAS-No 112926-
00-8; Supelco, Saint Louis, USA), fornecidos por Merck (Rio de Janeiro,
Brasil)

Oxido de aluminio 90 neutro para coluna cromatogréfica, CAS-No 1344-
28-1; Supelco, Saint Louis, USA), fornecido por Merck (Rio de Janeiro,
Brasil)

Sulfato de s6dio CAS-No 7757-82-6, Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA),
fornecido por Merck (Rio de Janeiro, Brasil).
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4.3
Equipamentos e Acessdrios

Os equipamentos e acessoérios utilizados no presente estudo foram:

— Cromatégrafo a gas Thermo Trace-GC (Thermo Scientific; Bre-
men,Germany) acoplado a um espectrometro de massas Thermo 1SQ
(Thermo Scientific; Bremen, Germany), Software: XCalibur;

— Equipamento de extracdo acelerada por solvente — Modelo: ASE™ 300
— Marca: Dionex™;

— Liofilizador — Modelo: ModulyoD — Marca: Thermo Scientific;

— Balanga analitica- Modelo: AS200S- Marca: OHAUS;

— Balancga analitica— Modelo: AT 261 DeltaRange- Marca: Mettler Toledo;

— Evaporador de Amostras — Modelo: TurboVap® LV — Marca: Caliper;

— Evaporador de Amostras — Modelo: Rotavapor® R-215 — Marca: Buchi;

— Purificador de agua Milli-Q — Modelo: Integral 5 — Marca: Merck Milli-
pore;

— Microseringas Hamilton.

4.4
Implementagido da Metodologia Analitica
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4.4.1
Extracao e Manipulagao do Extrato

Aliquotas de tecido (0,5; 1,0 e 3,0 g) foram extraidas por extracdo com
liquido pressurizado utilizado o equipamento ASE 300 (Thermo Scientific,
Bremen, Germany). A pressdo de extracdo foi 1500 psi e temperaturas de 80
a 125 °C. Os parametros numero de ciclos de extragdo, tempo estatico, tempo
de purga e volume de rinsagem também variaram a cada teste.

Diferentes misturas de solventes n-hexano, diclorometano e metanol
foram usadas. O tipo e quantidade de adsorventes também foram testados,
sendo estes silica desativada (5% m/m) e alumina (2% m/m). A montagem
das células de volume 60 ml foi feita com material adsorvente na base, amostra
de tecido e preenchida com terra diatomacea, intercalando cada camada com
filtros de celulose. Brancos foram analizados a cada bloco de seis amostras para
demonstrar que nenhuma contaminacgédo que afetaria o padrdo ou a anélise das
amostras estiveram presentes. Um resumo do procedimento de extracdo esta
apresentado na Figura 4.1.

As recuperacdes de extracdo de HPAS de tecidos de organismos marinhos
foram avaliadas atraveés do uso de dois diferentes materiais de referéncia
certificados (MRCs), National Institute of Standard and Technology (NIST)
No. 2974a (Compostos organicos em tecido de mexilh&o liofilizado - Mytilus
edulis) e International Atomic Energy Agency (IAEA) No. 435 (compostos
organoclorados e hidrocarbonetos de petréleo em homogenato de atum), e
amostras liofilizadas de musculo de sardinha fortificadas (Sardinella sp.). As
amostras de sardinha foram secas para concordar com o material padrdo de
referéncia, disponivel como amostras livres de umidade. A fortificacao foi feita
com 10 ng/g e 100 ng/g de padrdo com mistura dos 16 HPAs prioritarios (PAH
Mix, AccuStandard). Para adequacdo e posterior avaliacdo de recuperacdes
variou-se a massa extraida, material extraido, material adsorvente e polaridade
do solvente, como exposto na Tabela 5.1.

Antes de iniciar a extracdo, foi adicionado a amostra 0 padrdo subrro-
gado (p-terfenil-D14 - AccuStandard): para controle da fracdo de hidrocarbo-
netos aromaticos (100 ng). Os solventes utilizados foram diclorometano LiCh-
rosolv®e metanol LiChrosolv®, do fabricante Merck.

ApOs extracao, os extratos de cada teste foram concentrados e submetidos
a fracionamento por cromatografia liquida em coluna de vidro (1,3 cm de
didametro interno e 30 cm de altura) empacotada com Na;SO4 anidro, 7 ¢
de alumina desativada a 2% e 10 g de silica desativada a 5%. A coluna foi
eluida com 50 mL de hexano para a retirada dos hidrocarbonetos alifaticos e,
posteriormente, foi obtida a fragdo de aromaticos pela eluicdo de 75 mL de
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mistura diclorometano:hexano (1:1).

O extrato aromatico foi concentrado a 1 mL em evaporador de amostras
e fluxo de N2. Foi adicionado como padréo interno (100 ng) a mistura de HPA
deuterados, contendo: (i) naftaleno-ds, (ii) acenafteno-dio, (iii) fenantreno-dso,
(iv) criseno-di2 e; (v) perileno-dq2 (Internal Standard, AccuStandard).

ASE 300 PURIFICACAO IN-CELL

FILTRO DE CELULOSE

TERRA DIATOMACEA

FILTRO DE CELULOSE

AMOSTRA DE TECIDO
ﬁ :. 6
CELULA FILTRO DE CELULOSE
DE EXTRACAO
s Ml MATERIAL ADSORVENTE

I@I

@0 COED¢

FILTRO DE CELULOSE

Figura 4.1: Procedimento de Extracdo Acelerada por Solvente (ASE 300 -
Thermo Scientific) com purificacéo in-cell.

4.5
Analise Instrumental

A quantificacdo de HPAs foi realizada por cromatégrafia a gas (Thermo
Trace-GC) acoplado a espectrometro de massas (Thermo 1SQ), baseada no
método da US-EPA 8270 (EPA 2018) e com o uso do Software Xcalibur
(Thermo Fischer).

A Tabela 4.1 resume as condigOes instrumentais utilizadas na determi-
nacdo dos HPAs individuais. O sistema do espectrdmetro de massas com ar-
madilha de fons operou em modo de de Monitoramento de fons Selecionados
(SIM).
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Uma curva de calibracdo com base na adicdo de padréo interno (100
ng) e 10 niveis de concentracdo (1, 2, 5, 10, 20,50, 100, 200, 400 and
1000 ng mL™") dos 16 HPAs prioritarios (naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, cri-
seno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-
c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(ghi)perileno), como estabelecido pela
US-EPA mais dibenzotiofeno, benzo[e]pireno e perileno, foi preparada.

Todas as curvas com um coeficiente de correlacdo de Pearson (R?)> 0,99
ou superiores foram aceitas e a homocedasticidade dos residuos do método dos
minimos quadrados usados no modelo linear de calibracéo foi confirmado pelo
teste estatistico Cochran.

Além disso, o limite de deteccédo (LOD) foi calculado com base no desvio
padrdo da resposta (Sy) da curva e inclinacdo da curva de calibracdo (S)
em niveis que se aproximam do LOD, de acordo com a férmula: LOD =
3,3(Sy/S), enquanto o limite de quantificacdo (LOQ) foi determinado de forma
conservadora com base na massa media da amostra extraida (para as condigdes
do teste que apresentou melhor resultado) e na concentracdo do ponto mais
baixo da curva analitica.

Tabela 4.1: . Condig¢@es instrumentais para determinacédo de HPAs individuais.

Equipamento EM - Finnigan modelo 1SQ

Coluna GC - Finnigan modelo TraceGC J&W DB-5ms
(30 m, 0,25 mm de DI e 0,25 pm de filme)

Programa de temperatura 50°C durante 5 min 50°C min~' até 80°C ,

6°C  min~' até 280 durante 20 min,
12°C min~" até 305°C durante 10 min

Gas de arraste hélioa 1,2 mL min~!

Volume de Injecdo 1uL
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No desenvolvimento do método existiram, conforme mencionado, diversos
parametros a serem otimizados. Obviamente, esta tarefa ndo € iniciada do zero,
existindo uma ampla bibliografia de suporte para orientar 0s passos iniciais e
caminhos a serem seguidos. Com base nos dados obtidos da secdo 3.3.5.1, a
pressao intermediaria 1500 psi foi mantida ao longo dos testes. Para garantir
a melhor recuperacéo, dois e trés ciclos foram testados.

A tabela 5.1 resume as condicOes testadas, com as variacdes de tempera-
turas de extracdo, solventes, adsorventes para retencdo da fracdo de gorduras
e demais parametros.

Tabela 5.1: Parametros do método ajustados para extracdo acelerada por
solvente de amostras de tecido de organismo marinho

Teste | Massa (g) | Adsorvente Solvente Temperatura Ciclos Tempo estatico | Tempo de purga | Vol. rinsagem
O (min) (s) (%)
A 0,50 alumina 20 g DCM 125 3 6 300 60
B 3,00 alumina 12 g DCM 125 2 6 300 60
C 0,50 alumina 5 g DCM 125 2 5 60 60
D 1,00 silica 5 g DCM:M (4:1) 80 3 10 90 75
E 0,50 silica 5 g DCM:M (4:1) 80 3 10 90 75

DCM: diclorometano; M: metanol.

Os testes iniciais (A-C) visavam avaliar a escolha de solvente diclorome-
tano (DCM)de acordo com a as recuperagdes obtidas. Foi conduzido o teste A,
com amostras de Material certificado IAEA 435A - Tuna Homogenate (n=1)
e Tecido de Sardinha (n=1) e branco (n=1). Com as recupera¢des de padréo
sub-rogado atingindo de 73 a 100%, deu-se continuidade aos testes utilizando
este solvente. As médias de recurperacfes de HPAs deste teste variaram de 12
a 62%, consideradas insatisfatorias.

Em SPLE, a quantidade de adsorvente deve ser cuidadosamente seleci-
onada para evitar a retencdo dos analitos de interesse (Suranova et al. 2015,
Vazquez-Roig e Pic6 2015). Para eliminar a possibilidade de interferéncia do
excesso de alumina, foi feito o teste B com uma propor¢do de 1:4 de amos-
tra:adsorvente e também foi reduzido o nimero de ciclos de 3 para 2. As
demais condi¢Bes foram mantidas.

O teste B foi conduzido com Tecido de Sardinha fortificado a 10 ng/g
(n=4) e 100 ng/g (n=4) e material certificado IAEA 435A - Tuna Homogenate
(n=2). Neste teste B foi possivel observar, a olho nu, que a fracdo lipidica
das duas réplicas do material certificado IAEA 435A - Tuna Homogenate
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(IAEA 2005) testadas ndo havia sido suficientemente removida na extragéo,
0 que motivou a redugdo para 0,5 g de amostra no teste C, com também
reducdo de alumina para 5 g, estabelecendo-se, assim, uma propor¢ao 1:10 de
amostra:adsorvente.

O teste C foi conduzido com material certificado NIST SRM 2974a -
Organics in Freeze-Dried in Mussel Tissue (n=5). Nesse teste C, o tempo
de purga foi reduzido de 300 s para 60 s (Pintado-Herrera et al. 2016,
Rodrigues et al. 2016, Lund et al. 2009), pois tempos superiores podem levar
a uma perda de componentes facilmente volateis durante o processo de purga
(Wianowska 2014).

Para este teste, as médias de recuperacdo de HPAs variaram de 18,97 +
9,04% (Naftaleno) a 106 + 41% (Benzo(b)fluoranteno), tendo uma média geral
de recuperacOes de 56,78 £ 30,71% e, no geral, também n&o apresentou boa
recuperacao de padrao sub-rogado (2,84 % a 63,53 %), com uma média destas
recuperacdes de 52,37 £ 18,80 %. Devido aos resultados do teste anterior, ndo
foi alterado o solvente para o préximo teste. Foi alterados também no teste C
0 tempo estatico, de 6 min para 5 min. Para o teste C, também foi utilizado
um novo padrao, NIST SRM 2974a - Organics in Freeze-Dried Mussel Tissue
(Mytilus edulis)(NIST 2016).

As recuperacOes de padrdo sub-rogado foram muito boas para este teste,
70% a 93% porém, ndo foi satisfatoria a deteccdo de analitos referencia-
dos ou certificados. As médias destas Ultimas variaram de 41,47 + 10,39%
(Benzo[gui]perileno) a 109,71 £ 27,34% (Benzo[k]fluoranteno).

Apesar da alta temperatura ser um fator relevante para eficiéncia de
extracdo(Brockmeyer, Kraus e Theobald 2015) valores elevados (125 °C) fo-
ram ineficientes na recuperacdo de HPAs de baixo peso molecular. Nos testes
iniciais a recuperacdo de naftaleno no spike de HPAs (teste B, considerando
as duas concentracdes testadas) foi de 18,97 + 9,04 %, assim como 19,01 +
13,79 % para o acenaftileno e 24,58 £ 16,41 % para o acenafteno . Nestes
testes iniciais apenas a partir do Fluoreno, cuja pressdo de vapor é 0,09 Pa
a 25 ° C, a recuperacdo comecou a apresentar resultados satisfatorios (58,84
+ 26,25 %). Uma vez que o método proposto abrange HPAs de 2 a 6 anéis
com pressdes de vapor entre 10,4 Pa a 25 ° C (naftaleno) e 6,00x10-8 Pa a
25 ° C (Benzo[ghi]perileno), este parametro foi testado novamente em uma
temperatura inferior (80 °C).

Com o objetivo de se reduzir possiveis interferentes da gordura da amos-
tra , uma mudanca de adsorventes, de alumina para silica (Subedi et al. 2011,
Clark et al. 2015) foi aplicada ao teste D. A silica é mais eficiente que a alu-
mina na remocao de gordura (Lund et al. 2009). Como desvantagem, € menos
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seletiva (Rodrigues et al. 2016). Também foi modificado o solvente. Uma com-
binacdo de solventes DCM:MeOH (4:1) (Clark et al. 2015) foi testada. Para
este teste também foi aumentada a massa de amostra para um valor interme-
diario entre as massas de padrdo dos testes anteriores (B e C).

Além disso, o numero de ciclos foi aumentado, assim como o tempo
estatico e de purga e volume de rinsagem. Com base nessas informacdes da
se¢do 3.3.5.6, foi escolhido um volume de rinsagem intermediério, de 75%.
Foram priorizados 3 ciclos de extragcdo para os testes finais.

O teste D foi conduzido com material certificado NIST SRM 2974a -
Organics in Freeze-Dried in Mussel Tissue (n=3). Os resultados para o teste D
foram satisfatérios, com médias de recuperacdes de HPAs variando de 66,94 +
2,93% (Naftaleno) a 100,17 £ 4,49% (Benzo[e]pireno). A média de recuperacdo
para todos os HPAs deste teste foi 83,28 + 14,34%.Se observou também que as
condicdes ajustadas favoreceram melhores valores de desvio padrdo amostral,
evidenciando uma menor dispersdo nos resultados.

O teste E foi conduzido com material certificado NIST SRM 2974a
- Organics in Freeze-Dried in Mussel Tissue (n=3). Para o teste E, foram
testadas as mesmas condi¢des do teste D, com massa de amostra reduzida
para 0,5 g, tendo uma proporcdo novamente de 1:10 de amostra:adsorvente.
Este teste teve médias de recuperacdes de HPAs variando de 74,19 + 5,27%
(Naftaleno) a 104,60 £ 20,70% (Benzo[e]pireno). A média de recuperacao para
todos os HPAs deste teste foi 85,92 + 17,95%.

5.0.0.1
Avaliacao Geral

Os resultados foram avaliados com base nos compostos presentes em
todas as matrizes testadas, em todos os testes (Figura 5.1).

Os testes A.B e C ndo atingiram a meta minima de recuperacao
dos compostos de interesse (65%) sugerida por Pfannkoch, et al, 2015
(Pfannkoch et al. 2015). Menores recuperacdes de compostos de baixo peso
molecular foram observadas em temperaturas acima de 80 °C. As médias de
recuperacdes de HPAs de baixo peso molecular (2-3 anéis) variaram de 12 a
31% no teste A, 19 a 58% no teste B e 55-59% no teste C. Por outro lado, recu-
peracBes de HPAs de baixo peso molecular nos testes D e E variaram de 60 a
76% e de 57 a 77%, respectivamente, diretamente relacionadas a temperatura
de extracao.
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Figura 5.1: RecuperacGes médias ( relativas e desvios padrdo (%, acima das
barras) de HPAs selecionados (ver Tabela 5.3 para nomes de compostos)
e relativos desvios padrdo (colchetes abaixo das barras) em todos os testes
realizados.

Os testes D e E exibiram recuperacdo média de alta performance para
compostos de baixo e alto peso molecular. Eles também apresentaram menores
desvios padrdo entre as repeticdes, conforme evidenciado pelo desvio padréo
relativo calculado. Os resultados dos testes preliminares relatados aqui indicam
gue o quarto teste (D) foi o mais promissor. Os resultados dos testes D e E
foram semelhantes, com altas recuperacdes e purificacdo do extrato. A escolha
do teste D ¢é devida a maiores massas extraidas e, portanto, menos viés analitico
devido ao tamanho da amostra, bem como o potencial para limites inferiores
de quantificagéo.
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Este método foi desenvolvido usando amostras isentas de 4gua, para ga-
rantir a repetibilidade, uma vez que o teor de &gua nas amostras varia am-
plamente e,consequentemente, 0 mesmo acontece com a massa de tecido ex-
traida. Riscos para a saude humana devido a ingestdo de alimentos contami-
nados consideram muitas variaveis, dentre elas as taxas de consumo de peixe
(EPA 2001, Rodrigues et al. 2016). Uma vez que essas taxas sdo calculadas
em relacdo a como o item alimentar é consumido, imido, peso Umido deve ser
determinado antes ou apds o processo de liofilizacdo ou ap6s tratamento da
amostra com de sulfato de sodio antes da extracao.

5.0.0.2
Comparacao Entre Método Convencional e Desenvolvido

O metodo convencional para extracdo de HPAs em tecidos marinhos é
composto por Extracdo de Sohxlet acoplada a purificagdo por GPC. A compa-
racdo entre método convencional e desenvolvido, levando em consideragéo valo-
res médios de volume gasto de solvente e tempo médio de execucdo encontra-se
na Tabela 5.2. Nela pode-se também observar a economia de solvente e tempo
de execucdo quando comparados ambos métodos.

Tabela 5.2: Comparacao Entre Método Convencional e Desenvolvido

Convencional Desenvolvido Economia
Volume de Solvente (ml) 260 55 78,8 %
Tempo (h) 18 0,8 95,6 %

5.1
Verificacao da Eficiéncia do Método

Com base nos resultados obtidos apresentados na Tabela 5.1, nove
Amostras do MRC NIST 2974a foram extraidas através dos parametros do
teste D para verificacdo da eficiéncia do método. A Figura 5.2 mostra um
tipico Perfil GC-MS de monitoramento de ions selecionados, obtido na analise
NIST. Este material de referéncia padrao foi escolhido porque tem o maior
teor de lipidios, e € a matriz mais complexa disponivel.

Outra importante questdo para escolher material certificado em vez de
amostras fortificadas é a reprodutibilidade da extracdo de amostra real. Nos
testes incrementais (spike), os HPAs sdo adicionados as amostras de tecido e
extraidos da matriz testada, em vez de serem incorporados a matriz, como em
materiais de referéncia.
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Compostos fortificados e ambientalmente envelhecidos podem nédo estar
situados nos mesmos sitios de ligacdo ou expostos as mesmas interac@es fisicas
e quimicas. Além disso, uma vez que o processo de fortificacdo geralmente
envolve o uso de um solvente para adicionar o analito a matriz s6lida, este
pode afetar a integridade quimica da amostra, gerando, assim, uma amostra
que ndo é comparavel com a amostra que contém os compostos envelhecidos
ambientalmente (Moreno, Reza e Trejo 2007, Hawthorne, Yang e Miller 1994,
Burford, Hawthorne e Miller 1993).
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Figura 5.2: Exemplo de um perfil obtido pela anélise de monitoramento de
ions selecionados por GC-MS do material de referéncia certificado (NIST
2974a), mostrando os padrfes internos deuterados adicionados (veja 0 texto
para detalhes).

O procedimento proposto extraiu com precisdo os HPAs de uma ampla
faixa de concentracdo de HPA (1,9-225 ng g-1) e as recuperaces, aplicadas
para avaliar o desempenho do método quando investigando um determinado
material (IAEA 2003), apresentaram excelentes valores (Figura 5.3). O inter-
valo de recuperacdes médias do MRC extraido pelo método desenvolvido variou
de 69 + 17% (naftaleno) a 102 £ 16% (benzo [e] pireno), comprovando sua efici-
éncia. A média e o desvio padrao considerando todos os HPAs foi de 83 £ 14%.
A menor recuperacao e alto desvio relativo para naftaleno em comparacdo com
0 outros determinados HPASs pode ser atribuida a sua pressao de vapor (10,4 Pa
a 25 ° C) e consequentes perdas por evaporacdo. No entanto, apesar das perdas
durante o processo analitico, naftaleno ainda obteve boa recuperacdo, dentro
da faixa de outras avaliacdes de HPAs e ASE, por exemplo, 66-101% relatado
por Brockmeyer, Kraus e Theobald(Brockmeyer, Kraus e Theobald 2015), e
53-93% por Wang et al.(Wang et al. 1999).
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Figura 5.3: Médias de recuperacdo de HPAs individuais (1) e globais (IlI)
e desvios padrdo de nove réplicas do MRC NIST extraidas através dos
parametros estabelecidos pelo método D (consulte a Tabela 5.3 para nomes
de compostos).

Além de bons valores de recuperacdo, media e valores de incerteza
também foram comparados as incertezas do material de referéncia. O valor
do NIST certificado é um valor de média ndo ponderada dos resultados de dois
ou trés métodos analiticos e a incerteza listada € uma incerteza expandida
da média (Taylor e Kuyatt 1994). Os valores de referéncia listados para NIST
sdo as médias de resultados aplicando uma técnica analitica, e a incerteza
expandida (U) é calculada como U = kuc, onde uc € um desvio padrdo da media
do analito, e k € um fator de cobertura. A incerteza padrdo estimada da média,
Uk, € calculada dividindo o desvio padréo (S) pela raiz quadrada do numero de
observac0es (Stant, Aaen e Ridler 2016, JCGM 2008), aqui expandida ainda
mais pelo valor t em um nivel de confianca de 95%.
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Tabela 5.3: Médias (x) e incertezas (u) para o material de referéncia padrao,
método desenvolvido e erro normalizado

Média/ (ngg™") Erro
Composto NIST 2974a  Método desenvolvido normalizado LOD/LOQ/ (ngg™")
X1 % X2Ew IEEST|
Naftaleno (N) 9,68 + 0,617 6,66 £ 3,01 0,98 0,02/0,40
Fenantreno (Fe) 744 + 47" 61,3 + 14,3 0,87 0,04/0,40
Antraceno (A) 2,46 £+ 0,10° 1,94 + 0,59 0,87 0,02/0,40
Fluoranteno (Ft) 287 + 34° 225 + 60 0,90 0,02/0,40
Pireno (Pi) 166 + 21° 130 + 37 0,85 0,04/0,40
Benzo[a]antraceno(BaA) 311 + 39 258 £ 6,1 0,73 0,06/0,40
Criseno (Cr) 123,6 + 2,9° 106 + 21 0,81 0,06/0,40
Benzo[b]fluoranteno (BbFt) 41,5 + 2,6° 36,5 £ 524 0,85 0,04/0,40
Benzo[k]fluoranteno(BkFt) 18,95 + 0,54° 16,8 + 3,3 0,62 0,04/0,40
Benzo[e]pireno (BePi) 28,9 + 2,9 294 £ 83 0,01 0,02/0,40
Benzo[a]pireno (BaPi) 9,73 + 0,43° 822 £ 171 0,86 0,04/0,40
Perileno (Per) 6,80 £ 0,34° 6,23 £ 1,09 0,50 0,04/0,40
Indeno[1,2,3-cd]pireno (IPi) 149 + 457 139 £ 3,0 0,20 0,04/0,40
Benzo[ghi]perileno (BguiP) 23,7 £22° 22,7 £ 42 0,23 0,04/0,40

@ Fracdo maéssica de referéncia; b fracdo massica certificada. LOD: limite de detec¢ao; LOQ: limite de quantificagio.

Avaliacdes de media e incerteza foram realizadas por meio de erros
normalizados (Tabela 5.3), onde os valores de erro inferior a 1 séo considerados
conformes ou aprovados, e fora desse valor (= 1), ndo conforme ou com falha.
Todos os valores de erros normalizados nessa pesquisa estavam dentro de
intervalos aceitaveis. Além disso, os limites de deteccdo (LOD) calculados e
de quantificacdo (LOQ) obtidos pelo método proposto, respectivamente 0,02-
0,04 ng g~' e 0,40 ng g~ para os compostos de HPA incluidos na Tabela 5.3,
estdo bem abaixo dos limites de contaminacao da biota e, portanto, adequado
para avaliacdo de carga corporal de HPAs.
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Conclusoes

6.1
Conclusdes e Trabalhos Futuros

Uma vez que os Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPAS) sdo
consideradas poluentes organicos altamente persistentes e cuja toxicidade
aos seres vivos € motivo de atencdo, torna-se urgente o desenvolvimento e
aprimoramento de métodos analiticos, mais rapidos e de menor custo, que
sejam capazes de monitorar esses compostos em matrizes ambientais.

Um método SPLE para extrair HPAs prioritarios em tecidos de orga-
nismos marinhos foi otimizado com base nas recuperacfes de compostos de
interesse com concentracdes conhecidas em material certificado.

Quando aplicado a tecidos marinhos, o método SPLE apresentou altas
recuperacdes, tdo desejaveis quanto as de um método PLE convencional com
limpeza externa ou um soxhlet classico. No entanto, o tempo de preparacao
da amostra foi reduzido em mais de 50% ao incorporar as etapas de limpeza
no recipiente de extracdo. Durante a otimizagdo, o consumo de solvente foi
muito reduzido, métodos tradicionais, como a extracdo de soxhlet acoplada
a purificacdo por GPC, sem perda na eficiéncia de extracdo dos HPAs,
enfatizando a importancia deste estudo de uma perspectiva de quimica verde.

O método desenvolvido mostrou-se confiavel para a determinacdo de

HPAs. Os parametros de extracdo do método proposto garantem grande efici-

éncia de extracdo, pouca manipulacédo do extrato e eliminando procedimentos

de purificagdo como, por exemplo, cromatografia de permeacdo em gel (GPC).
Foi possivel alcancar numero reduzido de etapas analiticas, tendo extracdo e
purificacdo condensadas na mesma etapa.

No entanto, para a reproducdo deste método, € aconselhavel a determi-
nacdo do teor de gordura da amostra a ser analisada em outra extracdo, uma
vez que a purificacdo na célula retém parte dos lipidios.

O material certificado utilizado para a validacdo deste método, te-
cido de mexilhdo, apresenta cerca de 4% de teor de gordura (amostra
umida)((Medeiros et al. 2001). Maiores teores podem demandar maiores quan-
tidades de adsorvente na célula e até mesmo diferentes parametros de analise.
Em estudos futuros, a determinacdo destes parametros em fungdo do teor li-
pidico do tecido de analise pode estabelecer uma propor¢do de gordura para
retentor de gordura (FFR).
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Os paré@metros do método de extracdo definidos ao longo desta pesquisa
sdo os seguintes: 1 g de tecido liofilizado, 5 g de silica desativada (5%), solugéo
de diclorometano: metanol (4:1 v/v), temperatura de 80 ° C, trés ciclos, 10
min de tempo estatico e 90 s de tempo de purga.
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A
Tabela de dados do teste A

Recuperacoes (%) Média de Desvio
IAEA435 Sardinha branco Recuperacoes (%) Padriao
N 16,03 11,22 7,75 11,66 4,16
C1in NA NA NA NA NA
Aceft NA NA NA NA NA
Ace NA NA NA NA NA
Flu 7,81 3,91 10,94 7,55 3,52
Fe 38,46 23,08 20,51 27,35 9,71
A 31,65 26,58 34,18 30,80 3,87
Ft 50,00 16,03 33,53 33,18 16,99
Pi 56,82 44,55 39,09 46,82 9,08
BaA 64,71 22,21 27,87 38,26 23,08
Cr 66,70 56,16 63,30 62,05 5,38
BbFt 55,56 41,67 48,61 48,61 6,94
BKFt NA NA NA NA NA
BePi 38,26 14,78 23,57 25,54 11,86
BaPi 24,68 19,70 28,46 24,28 4,39
Per NA NA NA NA NA
Ipi 62,50 21,59 46,93 43,67 20,65
DBahA 57,96 47,33 57,39 54,22 5,98
BghiPe 28,65 46,91 39,04 38,20 9,16
Recuperacao 101,00 73,00 81,00

sub-rogado (%)

Média Geral de Recuperacoes (%) 35,16
Desvio Padrao 17,78

NA = Nao avaliado.



B
Tabela de dados do teste B

Recuperacoes (%)

Fortificagiio 10 ng Fortificagdo 100 ng Média de Desvio

1 2 3 4 5 6 7 8 Recuperacoes (%) Padrio
N 12,58 1236 3647 2500 2567 13,00 1267 14,00 18,97 9,04
Cin NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Aceft 10,38 3540 3852 13,01 2,53 2706 21,34 383 19,01 13,79
Ace 21,43 43,13 48,30 18,32 3,04 3311 24,53 4,79 24,58 16,41
Flu 14,10 76,35 8198 6866 2524 50,32 7386 80,18 58,84 26,25
Fe 28,06 7551 7181 6406 3250 50,60 7391 63,76 57,53 18,59
A 17,92 8235 8167 7400 2690 4890 62,08 54,83 56,08 24,09
Ft 32,76 11051 99,64 8821 73,79 8684 11081 9385 87,05 25,20
Pi 47,35 9254 72,02 64,77 4380 5882 9057 62,74 66,58 17,91
BaA 30,55 103,32 10153 94,78 96,73 83,14 12234 94,89 90,91 26,79
Cr 47,50 60,54 5721 5350 6433 5350 81,82 63,06 60,18 10,37
BbFt 11,65 119,94 11584 100,70 130,87 101,00 141,04 130,40 106,43 40,86
BkFt 16,67 5706 5329 4536 5043 3510 56,33 44,64 44,86 13,48
BePi 10,53 5541 5386 47,68 55,92 46,07 71,99 54,88 49,54 17,58
BaPi 14,29 7253 7520 6557 5628 4580 66,14 46,82 55,33 19,86
Per 70,00 3500 42,00 3500 3570 4864 2790 6750 45,22 15,73
Ipi 35,24 7209 6758 6125 6654 5137 84,00 56,67 61,84 14,62
DBahA 11,85 58,83 56,30 53,88 61,75 46,47 78,95 51,92 52,49 19,01
BghiPe 164,20 54,46 49,75 4619 56,69 4112 7193 4898 66,67 40,46

Recuperaciao 2,84 5458 50,16 46,16 46,96 44,89 44,19

sub-rogado (%)

Média Geral de Recuperacdes (%) 56,78
Desvio Padrio 30,71

NA = Nao avaliado.
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C
Tabela de dados do teste C

Recuperacoes (%) Meédia de Desvio
NIST1 NIST 2 NIST 3 NIST 4 NIST 5 Recuperacoes Padrao

N 53,04 56,67 62,04 66,28 85,14 64,63 12,53
Cin NA NA NA NA NA NA NA
Aceft NA NA NA NA NA NA NA
Ace NA NA NA NA NA NA NA
Flu NA NA NA NA NA NA NA
Fe 68,76 52,74 43,32 45,02 66,29 55,23 11,81
A 103,69 43,77 41,39 66,12 30,00 57,00 29,20
Ft 98,96 94,10 53,24 70,80 101,33 83,69 20,89
Pi 35,88 36,73 24,81 32,16 95,65 45,05 28,67
BaA 92,38 84,40 60,62 78,14 95,94 82,30 13,96
Cr 47,24 42,40 32,49 38,63 54,26 43,00 8,29
BbFt 85,86 72,51 52,77 65,91 88,21 73,05 14,63
BkFt 156,90 98,68 90,14 93,67 109,15 109,71 27,34
BePi 63,36 62,56 41,64 56,39 86,00 61,99 16,00
BaPi 99,22 81,17 75,35 80,40 82,85 83,80 9,06
Per 65,84 57,34 49,23 56,75 56,69 57,17 5,89
Ipi 71,87 48,01 37,05 51,41 58,91 53,45 12,96
DBahA NA NA NA NA NA NA NA
BghiPe 31,48 36,59 3511 47,50 56,67 41,47 10,39

Recuperacao 93,13 76,45 53,17 7741 69,60
sub-rogado (%)

Meédia Geral de Recuperacoes (%) 65,11
Desvio Padrio 24,51

NA = Nao avaliado.
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D
Tabela de dados do teste D

Recuperacoes (%) Média de Desvio
NIST 1 NIST 2 NIST 3 Recuperacoes (%) Padrio

N 63,61 69,14 68,08 66,94 2,93
Cin NA NA NA NA NA
Aceft NA NA NA NA NA
Ace NA NA NA NA NA
Flu NA NA NA NA NA
Fe 74,33 95,31 58,59 76,08 18,42
A 81,34 65,12 73,54 73,33 8,11
Ft 67,46 73,95 85,01 75,47 8,87
Pi 80,13 73,75 56,94 70,27 11,98
BaA 65,91 96,01 103,45 88,46 19,88
Cr 90,02 63,99 77,70 77,24 13,02
BbFt 97,58 71,66 80,26 83,17 13,20
BkFt 85,09 105,12 75,36 88,52 15,18
BePi 98,47 96,77 105,26 100,17 4,49
BaPi 64,14 101,51 93,75 86,47 19,72
Per 93,52 92,54 88,82 91,63 2,48
Ipi 96,84 86,71 96,84 93,46 5,85
DBahA NA NA NA NA NA
BghiPe 108,78 85,11 90,04 94,64 12,49

Média Geral de Recuperacoes (%) 83,28
Desvio Padrao 14,34

NA = Nao avaliado.
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E
Tabela de dados do teste E

Recuperacoes (%) Média de Desvio
NIST 1 NIST 2 NIST 3 Recuperacoes (%) Padrio

N 73,79 69,14 79,65 74,19 5,27
Cin NA NA NA NA NA
Aceft NA NA NA NA NA
Ace NA NA NA NA NA
Flu NA NA NA NA NA
Fe 78,79 92,45 60,35 77,20 16,11
A 82,15 65,77 73,54 73,82 8,19
Ft 62,74 71,73 90,11 74,86 13,95
Pi 69,72 71,54 63,77 68,34 4,06
BaA 75,14 99,85 117,94 97,64 21,48
Cr 107,13 60,79 85,47 84,46 23,18
BbFt 97,58 80,26 74,64 84,16 11,96
BkFt 79,13 121,94 61,79 87,62 30,96
BePi 80,75 115,16 117,89 104,60 20,70
BaPi 57,09 109,63 104,06 90,26 28,86
Per 111,28 78,66 92,37 94,11 16,38
Ipi 94,90 87,57 96,84 93,11 4,89
DBahA NA NA NA NA NA
BghiPe 102,25 98,72 94,54 98,51 3,86

Média Geral de Recuperacoes (%) 85,92
Desvio Padrao 17,95

NA = Nao avaliado.



F
Tabela de dados da validacao do método

Recuperacoes (%) Média de Desvio
NIST 1 NIST 2 NIST 3 NIST 4 NIST 5 NIST 6 NIST7 NIST 8 NIST 9 Recuperacdes (%) Padrio

N 77,43 54,44 75,61 39,92 75,61 85,90 79,24 45,37 85,29 68,76 17,43
Cin NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Aceft NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Ace NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Flu NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Fe 62,07 71,38 88,44 91,55 92,32 82,24 88,44 73,70 90,77 82,32 10,82
A 71,48 69,25 91,59 81,91 87,86 61,80 86,38 55,85 93,08 77,69 13,54
Ft 63,57 89,62 88,08 91,91 76,60 68,17 78,13 62,04 88,08 78,47 11,68
Pi 83,40 86,23 60,78 88,35 77,04 87,64 88,35 79,16 55,13 78,45 12,37
BaA 83,59 67,04 89,38 67,86 84,41 73,66 93,52 91,04 96,00 82,94 10,95
Cr 89,08 79,36 78,56 76,94 66,41 91,51 79,36 97,18 88,27 82,96 9,33
BbFt 101,43 90,25 83,38 88,54 96,27 79,08 85,96 83,38 83,38 87,96 7,09
BkFt 94,11 89,71 70,36 89,71 75,64 88,83 101,14 97,62 90,59 88,63 9,85
BePi 120,09 121,11 99,74 117,04 111,95 87,53 84,47 89,56 82,44 101,55 16,11
BaPi 77,79 81,17 71,03 88,78 94,70 94,70 87,09 94,70 70,18 84,46 9,87
Per 100,38 94,86 83,81 89,33 74,60 100,38 85,65 100,38 95,78 91,69 9,01
IPi 92,89 91,01 107,90 100,40 75,06 96,64 76,00 92,89 104,15 92,99 11,34
DBahA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
BghiPe 100,37 82,03 100,37 92,65 86,86 87,82 91,68 108,09 110,98 95,65 9,89

Média Geral de Recuperacoes (%) 85,32
Desvio Padrio 13,77

NA = Nao avaliado.
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