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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo aplicar a Dispersdo da Matriz em
Fase Sdlida (Matrix Solid Phase Dispersion — MSPD), utilizando a montmorilonita
modificada com liquido iénico (montmorillonite-ionic liquid, MMT-IL) como suporte
sélido para a extracdo de 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) do
tecido muscular de peixes, seguida de quantificagdo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (gas chromatography - mass spectrometry —
GC-MS). Para o desenvolvimento do método, alguns paradmetros que envolvem a
eficiéncia de extracdo por MSPD foram otimizados, como a proporgao entre a massa
de amostra e massa de suporte sélido, escolha do solvente ideal, volume do mesmo
e necessidade ou nao da etapa de clean up. As condigbes 6timas foram obtidas ao
utilizar 0,3 g de massa de amostra, a mesma massa de suporte solido, 10 mL de
acetonitrila como solvente de eluicdo e etapa de clean up em coluna de vidro
utilizando silica e alumina como sorventes auxiliares. O método proposto apresentou
precisdo e exatidao intermediarias com valores de recuperacdo na faixa de 70 a
92% para a maioria dos compostos em estudo e desvios padrdes relativos menores
de 16%; limites de detecgdo e quantificagdao na faixa de 0,34 a 2,83 ngg' e 1,13 a
9,33 ng g, respectivamente. O método foi aplicado em amostras de peixes da
especie Astyanax altiparanae, popularmente conhecidos como Lambari, os quais
sao amplamente comercializados e consumidos na regiao sul do pais. Em todas as
amostras avaliadas foi detectada a presenca de criseno, 0 qual € considerado
possivelmente carcinogénico ao homem. O método proposto pode ser considerado
eficiente na extracdo de HPA em tecido muscular de peixe, além de propiciar
extragao e limpeza em uma Unica etapa, utilizar um baixo volume de solvente e ser
de baixo custo.

Palavras-chave: MSPD. HPA. Montmorilonita modificada. Liquido iénico. Tecido de
peixe.



ABSTRACT

The objective of this work is to apply Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD)
using montmorillonite modified with ionic liquid (MMT-IL) as solid support for the
extraction of 16 Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) from fish muscle tissue,
followed by quantification by gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC-MS). For the development of the method, some parameters involving the
extraction efficiency by MSPD were optimized, such as the proportion between the
sample mass and solid support mass, ideal solvent and its necessary volume, and
the need or not of clean up step. Optimum conditions were obtained by using 0.3 g of
sample mass, the same solid support mass, 10 mL of acetonitrile as elution solvent
and glass column clean up step using silica and alumina as auxiliary sorbents. The
proposed method presented intermediate precision and accuracy with recovery
values in the range of 70 to 92% for most compounds under study and relative
standard deviations of less than 16%; detection and quantification limits in the range
of 0.34 to 2.83. ng g" and 1.13 to 9.33 ng g™, respectively. The method was applied
to Astyanax altiparanae samples fish, popularly known as Lambari, which are widely
marketed and consumed in the southern region of the country. Chrysene was found
in all evaluated samples, which is considered possibly carcinogenic to humans. The
proposed method can be considered efficient in PAH extraction from fish tissue, as
well as providing one-step extraction and cleaning, low solvent volume and low cost.

Keywords: MSPD. PAH. Modified mineral. lonic liquid. Fish tissue.
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1 INTRODUGAO

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) sdo compostos organicos
formados por dois ou mais anéis aromaticos fundidos entre si e oriundos de fontes
naturais e antropogénicas, tais como sintese por organismos vegetais e animais,
combustbes de biomassa e combustiveis fosseis, incineragdes industriais, derrames
ou vazamentos de 6leo cru e seus derivados, entre outros (Xu et al., 2011; Zhao et
al., 2019). Dentre os HPA existentes, dezesseis sdo considerados poluentes
prioritarios de monitoramento pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados
Unidos e apresentam caracteristicas carcinogénicas e mutagénicas (Behera et al.,
2018).

Ao entrar em contato com o meio aquatico, os HPA podem se acumular nos
sedimentos e/ou particulas suspensas devido a sua natureza hidrofdbica, e serem
remobilizados na coluna d’agua, tornando-se biodisponiveis e podendo ser
bioacumulados pela biota. Além disso, os HPA podem ser metabolizados pelos
organismos, como 0s peixes, produzindo compostos carcinogénicos ativos e
potentes. Devido a sua importdncia em ecossistemas aquaticos e em fontes
alimentares humanas, os peixes sao frequentemente usados para analisar a
bioacumulagao de contaminantes ambientais em organismos vivos, avaliando o risco
para a saude humana e monitorando a magnitude da poluigdo nesses ambientes (Xu
et al., 2011).

Amostras de tecido biolégico sao consideradas matrizes complexas devido a
grande quantidade de espécies enddgenas como, por exemplo, os lipidios. Devido
aos valores de concentragcdo de HPA serem frequentemente muito baixos nessas
matrizes, surge a necessidade de desenvolvimento de estratégias que permitam
efetuar sua extracdo, promovendo a concentragdo dos analitos e a remogao desses
interferentes, visando maior confiabilidade na etapa de quantificacédo (Ziarrusta et al.,
2015).

A Dispersdao da Matriz em Fase solida (do inglés Matrix Solid Phase
Dispersion — MSPD) foi introduzida por Barker, em 1989, para o isolamento de
drogas em tecido bovino e apresenta caracteristicas atraentes na extracdo de
contaminantes ambientais de amostras complexas. A técnica envolve a mistura de

uma amostra com um suporte sélido, com o auxilio de almofariz e pistilo até a
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obtencdo de uma mistura homogénea. Essa mistura € inserida em um cartucho de
SPE que, eventualmente, pode ser substituido por uma seringa de polipropileno ou
coluna de vidro, podendo ou ndo conter um material auxiliar como etapa de clean
up. A eluicdo com o solvente apropriado pode ser feita com o auxilio de uma
pequena pressao e o extrato obtido pode ser concentrado ou analisado diretamente
através da técnica adequada (Capriotti et al.,, 2015; Primel, Rombaldi, Caldas,
Soares, & Cerqueira, 2014).

Suportes sélidos de ocorréncia natural vém sendo amplamente utilizados na
MSPD devido a redugcdo do impacto causado ao meio ambiente, além de
apresentarem menor custo. A montmorilonita (MMT) é um argilomineral organofébico
amplamente utilizado como sorvente na remocao de poluentes ambientais em
diferentes matrizes. A estrutura da MMT permite que uma modificacdo possa ser
realizada para que esse argilomineral adquira propriedades organofilicas. Nesse
contexto, liquidos ibnicos tém sido explorados devido as suas propriedades
vantajosas como baixa pressdo de vapor, alta condutividade e alta estabilidade
quimica/térmica (Reinert et al., 2012; Wu et al., 2014).

Baseando-se nas potencialidades da MSPD e do uso de ecomateriais, 0
intuito desse trabalho é propor um método analitico voltado a extracdo, limpeza e
pré-concentracao de HPA obtidos de amostras de tecidos de peixes, para posterior
aplicacdo em amostras de peixes contaminadas com a fracdo soluvel da gasolina,
para determinacdo dos compostos por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas.
1.1 OBJETIVOS

Desenvolver um método miniaturizado de extragao de HPA em amostras de
tecido de peixe, baseando-se na Dispersdo da Matriz em Fase Sdlida e utilizando a

montmorilonita modificada com liquido ibnico como suporte sélido.

1.2.1 Objetivos especificos
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- Avaliar a capacidade sortiva da montmorilonita modificada com liquido
idbnico, em conjunto com a MSPD, na extracdo de HPA em amostras de tecido de
peixe;

- Investigar as melhores condi¢gdes experimentais de extragcdo para
implantagdo de uma metodologia analitica para a determinagdo de HPA por MSPD
em tecido de peixe;

- Avaliar a eficiéncia do método analitico para a determinacdo de HPA em
tecido de peixe;

- Aplicar o método analitico em amostras de tecido de peixe da espécie

Astyanax altiparanae, conhecido popularmente como lambari.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) sao poluentes onipresentes
no ambiente, formados por atomos de carbono e hidrogénio, dispostos em dois ou
mais anéis benzénicos fundidos entre si e organizados sob forma linear, angular ou
agrupada. Podem ser encontrados em amostras aquosas, no ar e em amostras
sélidas como sedimentos, corais e produtos alimenticios (Behera et al., 2018; Santos
et al., 2019a). Embora os HPA ocorram por processos naturais, como fontes
biogénicas (sintese por organismos vegetais e animais), a maior contribuicao para
sua emissdo no meio ambiente ocorre por processos antropogénicos, como as
fontes petrogénicas e pirogénicas (combustdo incompleta de combustiveis fosseis e
biomassa, incineragdes industriais, derrames ou vazamentos de 6leo cru e seus
derivados, entre outros) (Zhao et al., 2014; Gao et al., 2018).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (United States
Environmental Protection Agency, USEPA) caracteriza 16 HPA como poluentes
prioritarios de monitoramento, sendo eles (nome e abreviagao): naftaleno (Naf),
acenaftileno (Aci), acenafteno (Ace), fluoreno (Flu), fenantreno (Fen), antraceno
(Ant), fluoranteno (Fla), pireno (Pir), benzo[a]antraceno (BaA), criseno (Cris),

benzo[k]fluoranteno (BkF), benzo[b]fluoranteno (BbF), benzo[a]pireno (BaP),
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indeno[1,2,3-cd]pireno (IP), dibenzo[a,h]antraceno (DahA) e benzo[g,h,i]perileno

(BghiP), apresentados na Figura 1.

FIGURA 1 — HIDROCARBONETOS POLICiCLICOSAAROMATICOS (HPA) PRIORITARIOS EM
ESTUDOS AMBIENTAIS DE ACORDO COM A AGENCIA DE PROTECAO AMBIENTAL DOS
ESTADOS UNIDOS (USEPA, 2008).

selicellers
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FONTE: Vilela Junior (2017).

Segundo a Agéncia Nacional para a Pesquisa do Cancer (International
Agency for Research on Cancer, IARC), oito dos HPA prioritarios apresentam
caracteristicas carcinogénicas e potencialmente mutagénicas, além de propriedades
genotoxicas, podendo afetar a saude em geral (Quadro 1). A exposi¢gdo humana aos

HPA pode causar diversos efeitos a saude como diabetes, infertilidade, doencgas
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cardiovasculares, estresse oxidativo, ma formagao fetal, mutacées genéticas e
cancer (Gao et al., 2018; Santos et al., 2019a).

QUADRO 1 — CARCINOGENICIDADE E GENOTOXICIDADE DOS HPA PRIORITARIOS.

HPA Carcinogenicidade Genotoxicidade
Naf Possivelmente carcinogénico Positivo
Aci Ainda n&o avaliado Questionavel
Ace N&o classificado Questionavel
Ant Nao classificado Negativo
Flu Nao classificado Negativo
Fen N&o classificado Questionavel
Fla N&o classificado Positivo
Pir N&o classificado Questionavel
BaA Possivelmente carcinogénico Positivo
Cris Possivelmente carcinogénico Positivo
BbF Possivelmente carcinogénico Positivo
BkF Possivelmente carcinogénico Positivo
DahA Provavelmente carcinogénico Positivo
BaP Carcinogénico Positivo

IP Possivelmente carcinogénico Positivo
BghiP Nao classificado Positivo

FONTE: IARC (2013)

A compreensao das caracteristicas fisico-quimicas dos HPA prioritarios é
importante para avaliar seu comportamento e distribuicdo no meio ambiente. Esses
compostos apresentam de 2 a 6 anéis aromaticos fundidos entre si, com massa
molar (MM) variando entre 128 g mol' a 278 g mol'. Sdo quimicamente inertes,
sélidos a temperatura ambiente e apresentam pontos de fusédo (80 °C a 262 °C) e
ebulicdo (218 °C a 496 °C) elevados. Em geral, os HPA sao hidrofébicos e a
solubilidade em agua diminui com o aumento da massa molar, variando entre os
altamente insoluveis, como o BghiP, a pouco soluveis, como o Naf. Além disso,
apresentam coeficientes de particdo octanol/agua (Log Kow) superiores a 1,
mostrando suas altas capacidades lipofilicas, que aumentam com o aumento do
numero de anéis. Ja a volatilidade diminui com o aumento do numero de anéis e
transita entre compostos altamente volateis, como o Naf, e aqueles relativamente
pouco volateis como o DahA. Consequentemente, os HPA de menor massa molar

possuem maior pressao de vapor (Behera et al., 2018) (Tabela 1).
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TABELA 1 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS HPA.

HPA n°deanéis MM(gmol') S (mglL") Log Kow PV (Pa)
Naf 2 128 32 3,37 10,4
Aci 3 152 16 4,07 0,89
Ace 3 154 3,9 3,92 0,29
Flu 3 166 2,0 4,18 9,0 x 102
Fen 3 178 1,3 4,57 1,6 x 102
Ant 3 178 7,3 x 102 4,54 8,0 x 102
Fla 4 202 2,6 x 10 5,22 1,2 x 103
Pir 4 202 1,3 x 10" 5,18 6,0 x 104
BaA 4 228 1,4 x 102 5,61 2,8 x10%
Cris 4 228 2,0 x 103 5,91 8,4 x 10-5*
BbF 5 255 1,2 x 10-3* 6,12 6,7 x 10-5*
BkF 5 252 7,6 x 104 6,84 1,3 x 108
BaP 5 252 3,8 x 108 6,50 7,3 x 107
IP 6 276 6,2 x 102 6,58 1,3 x 108
DahA 5 278 2,6 x 10 6,50 1,3 x 108
BghiP 6 276 2,6 x 104 7,10 1,4 x 108

FONTE: Adaptado de Behera et al., 2018.

LEGENDA: MM, massa molar (g mol*); S, solubilidade em agua a 25 °C (mg L); Log Kow,
coeficiente de particdo octanol/agua; PV, presséo de vapor a 25 °C (Pa); *, dados obtidos a 20 °C.

2.1.1 HPA no meio aquatico

A contaminacdo do meio aquatico por HPA ocorre, principalmente, por
contaminagdo do solo, descarga de residuos industriais e domésticos e
derramamento de 6leo cru e seus derivados (Meng et al., 2019; Rengarajan et al.,
2015).

Acidentes ambientais envolvendo derramamento de oOleo cru e seus
derivados tornaram-se uma preocupac¢ao mundial devido ao impacto causado a
biota e a populagdo em geral, que pode permanecer no ambiente por anos.
Comparado ao petroleo bruto, os combustiveis refinados, como a gasolina e o
diesel, apresentam maiores concentracbes de HPA e, consequentemente, sao
considerados mais téxicos aos organismos aquaticos (Barron et al., 1999; Rodrigues
et al., 2010). Em julho de 2000, por exemplo, houve o maior episédio de desastre
ambiental envolvendo derramamento de 6leo no estado do Parana. Quatro milhdes
de litros de dleo diesel vazaram de um duto do OSPAR (Oleoduto Santa Catarina —
Parana), percorrendo uma distancia de 120 km, contaminando a Bacia do Arroio
Saldanha e os rios Barigui e Iguacgu, devastando a fauna e a flora local (CUT
Parana, 2015), sem falar nos prejuizos a saude publica. Acidentes de menor

proporcdo envolvendo tanques de armazenamento, como os de postos de
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combustiveis, ocorrem com maior frequéncia e também contribuem para o aporte de
HPA no meio aquatico. Em julho de 2018, em Santos (SP), cerca de 8 mil litros de
gasolina vazaram de um caminhdo-tanque durante uma manobra para abastecer um
posto de combustiveis. Trés quarteirdes proximos ao local do acidente precisaram
ser evacuados devido ao risco de explosdo e o combustivel vazou pelas galerias da
cidade, oferecendo risco de contaminagcado aos estuarios da regido e, novamente,
colocando em risco a saude publica (G1 Santos, 2018).

Ao entrar em contato com a agua, os HPA tendem a se solubilizar
(associam-se a matéria organica dissolvida), o que ocorre numa menor magnitude
devido a sua solubilidade limitada e natureza hidrofébica, ou serem adsorvidos no
material organico sélido disponivel e, consequentemente, depositados nos
sedimentos, que podem ser remobilizados na coluna d’agua. O maior carater
lipofilico desses compostos facilita sua absor¢do por organismos aquaticos e,
consequentemente, sua biodisponibilidade ao longo da cadeia trofica (Meng et al.,
2019; Xu et al., 2011). Como a agua é o meio de exposicao de HPA aos organismos
ali presentes, em especial aos peixes, ha uma grande preocupag¢ao no que diz
respeito aos efeitos toxicos desses compostos ndo sé a biota, mas também a
populacdo que consome animais marinhos provenientes de ambientes
contaminados (Richardson et al., 2014).

Deste modo, pesquisas continuas sobre a ocorréncia e o risco de HPA no
ambiente aquatico de agua doce sdo necessarias para entender melhor o destino
desses compostos e desenvolver melhores medidas para proteger a saude humana

e 0s ambientes ecologicos.

2.1.2 HPA em peixes

As exposi¢cdes aguda e crénica de peixes aos constituintes do dleo cru e
seus derivados em ambientes contaminados pode se dar por via direta - por meio da
contaminagdo via branquias, ou via tréfica - pela ingestdo de alimentos
contaminados presentes no meio. Isso leva a possibilidade de bioacumulagao, isto €,
a absorcao em tecidos gordurosos, o que pode gerar lesdes hepaticas e tumores em
alguns peixes, mesmo em baixas concentra¢cdes (Zhao et al., 2014). Aléem de

acumularem os residuos presentes no meio, os peixes apresentam caracteristica de
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biomagnificagéo, representada pela transferéncia dos compostos bioacumulados ao
longo da cadeia tréfica (Behera et al., 2018; Meng et al., 2019).

Devido as propriedades lipofilicas dos HPA, esses compostos tendem a se
acumular nos tecidos com elevado conteudo lipidico como cérebro, visceras, figado
e musculo (Xu et al., 2011; Zhao et al., 2014). A concentragdo de HPA presente
nesses tecidos varia ndo somente conforme as propriedades fisico-quimicas de
cada HPA, mas também conforme o teor lipidico presente em cada um dos tecidos,
o metabolismo, cadeia tréfica de cada espécie de peixe, além do grau de polui¢do
por HPA no ambiente onde essas espécies se encontram (Yu et al., 2019). Portanto,
a concentragcdo do somatoério dos HPA (3> HPA) encontrada em cada tipo de tecido
avaliado pode variar de ng g' a yg g'. Outro fator a ser considerado é a
biotransformacado enzimatica que ocorre com uma parcela dos HPA absorvidos,
produzindo metabdlitos, alguns dos quais sdo mais toxicos que os compostos
parentais (Franco & Lavado, 2019).

Os peixes permanecem entre os alimentos mais consumidos no mundo e
sdo considerados uma importante fonte proteica para a populagdo. Conforme o
relatorio da Organizagado das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacédo (FAO,
Food and Agriculture Organization of the United Nations), publicado em 2016, os
peixes sao responsaveis por, aproximadamente, 17% da ingestao global de proteina
animal e, aproximadamente, 7% das fontes de proteinas existentes. A ingestao de
peixes, assim como outros alimentos contaminados, torna-se uma fonte preocupante
da exposicdo humana aos HPA, fazendo com que haja a necessidade de
monitoramentos nessa matriz pois, além disso, o0s peixes atuam como
bioindicadores da contaminagdo por HPA no ambiente aquatico (Behera et al.,
2018).

Peixes da espécie Astyanax altiparanae, conhecido popularmente como
Lambari, sdo nativos da regido sul brasileira e comum em ambientes Ibticos
continentais (agua doce). Sao onivoros, ou seja, exploram alimentos tanto de origem
animal como vegetal e possuem, em média, 10 cm de comprimento quando adultos.
Apesar do seu tamanho reduzido, essa espécie serve como alimento para espécies
carnivoras, além de ser amplamente comercializada e consumida pela populacéao
(Dal Pont, 2018; Pereira et al., 2017).
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Amostras de tecido biologico sdo consideradas matrizes complexas devido
ao grande numero de espécies enddgenas como, por exemplo, os lipidios. Devido
aos valores de concentragdo de HPA serem frequentemente muito baixos nessas
matrizes, surge a necessidade de desenvolvimento de estratégias que permitam
efetuar sua extracao, promovendo a concentracdo dos analitos e a remogao desses
interferentes, visando maior confiabilidade na etapa de quantificacao (Ziarrusta et al.,
2015). Tendo em vista que o tecido de peixe utilizado para fins alimentares é o

musculo, o tecido muscular do Lambari é o objeto de estudo deste trabalho.

2.2 EXTRAGAO DE HPA DE TECIDO BIOLOGICO

A extragcdo dos analitos em amostras sélidas de alto teor lipidico continua
sendo uma etapa critica na determinacao de contaminantes em diferentes matrizes.
Para escolher a técnica de extracdo mais adequada, alguns aspectos devem ser
avaliados como, por exemplo, a seletividade para os compostos de interesse,
recuperacao dos analitos, volume do solvente organico necessario, toxicidade do
solvente e compatibilidade com o método de analise, tempo de extracdo e
necessidade de etapa de limpeza para remocgao de possiveis interferentes. Cada
técnica tem seu préprio mérito e a escolha depende, ainda, de outros fatores tais
como custo, simplicidade de operacdo e existéncia de um método padrdo ou
validado (Chatterjee et al., 2016; Ziarrusta et al., 2015).

Diversas técnicas sdo empregadas na extragao de HPA em tecido bioldgico.
As mais tradicionais sao a extracdo com Soxhlet, por ultrassom, e digestdo alcalina
seguida de extracao liquido-liquido (Dong et al., 2018; Li et al., 2019; Recabarren-
villalén et al., 2019; Richardson et al., 2014). Contudo, essas técnicas demandam
grande quantidade de solventes, tempo e/ou etapas no preparo de amostra. Para
favorecer o melhor controle das variaveis de extracéo, reduzir consumo de solventes
organicos, gasto energético e minimizar o contato do analista com solventes, esses
procedimentos vém sendo substituidos por estratégias modernas voltadas a
miniaturizagdo dos procedimentos de extragdo como, por exemplo, a Dispersao da
Matriz em Fase Sdlida (Caldas et al., 2014; Capriotti et al., 2015).
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2.3 DISPERSAO DA MATRIZ EM FASE SOLIDA

Introduzida por Barker et al., em 1989, para o isolamento de drogas em
tecido bovino, a Dispersao da Matriz em Fase Sélida (Matrix Solid Phase Dispersion,
MSPD), surgiu como uma alternativa mais simples a Extracdo em Fase Sdlida
(Solid-Phase Extraction, SPE), uma vez que na SPE a amostra precisa ser
homogénea e estar no estado liquido antes da eluicdo pelo cartucho (Caldas et al.,
2014; Wianowska & Gil, 2019). A MSPD apresenta caracteristicas atraentes na
extragdo de contaminantes de amostras solidas, semissélidas e viscosas e, dentre
essas amostras, podem se destacar materiais biolégicos complexos, tais como
tecidos animais e amostras vegetais. Isso se deve ao fato dessa técnica permitir a
extragao e limpeza (clean up) em uma unica etapa, reduzindo assim o tempo de
preparo da amostra. Além disso, ndo requer o uso de equipamentos sofisticados,
usa pequenas quantidades de amostra e um baixo volume de solvente quando
comparada as técnicas classicas, como extracdo por Soxhlet, o que reflete em
vantagens como simplicidade e baixo custo (Caldas et al., 2014; Wianowska & Gil,
2019).

O principio da MSPD, apresentado na Figura 2, envolve a mistura de uma
amostra com um material chamado de suporte sélido, com o auxilio de almofariz e
pistilo até a obtengdo de uma mistura homogénea e pulverulenta. Essa mistura é
transferida para um cartucho de SPE que, eventualmente, pode ser substituido por
uma seringa de polipropileno ou coluna de vidro, podendo ou n&o conter um material
auxiliar como etapa de clean up. A eluicdo pode ser feita com o auxilio de uma
pequena pressao e o extrato obtido pode ser concentrado ou analisado diretamente

através da técnica apropriada (Capriotti et al., 2015; Wianowska & Gil, 2019).
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FIGURA 2 — PRINCIPIO BASICO DA TECNICA DE EXTRACAO POR MSPD.

Eluicdo a vacuo
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FONTE: Adaptado de Capriotti et al., 2015.

Dependendo da complexidade da matriz, uma etapa de clean up torna-se
necessaria para remocao de espécies interferentes, proporcionando uma maior
seletividade durante as analises. O clean up pode ser realizado adicionando-se um
sorvente auxiliar no cartucho de SPE antes do empacotamento da amostra e eluicao
com o solvente apropriado, promovendo extragdo e limpeza em uma unica etapa
(Hoff & Pizzolato, 2018).

Como toda técnica de extracao, alguns fatores devem ser considerados para
melhorar a eficiéncia de extracdo, como a natureza do suporte sélido e do solvente
de eluicdo, a proporcdo empregada de massa de amostra e massa de suporte
sélido, volume necessario do solvente e necessidade do uso de um sorvente auxiliar
como etapa de clean up (Wianowska & Gil, 2019).

O suporte sélido pode atuar como um agente abrasivo, rompendo a estrutura
fisica da amostra e facilitando o processo de extragao devido ao aumento da area
superficial, e/ou como um sorvente, facilitando a transferéncia de compostos
presentes na amostra para este tipo de material, além de auxiliar na limpeza do
extrato, removendo possiveis interferentes e aumentando a seletividade da técnica
(Wianowska & Gil, 2019). A selegao do suporte solido depende das caracteristicas
do analito e da natureza da matriz, e a propor¢cao adequada de amostra e suporte
sélido € uma variavel determinante na eficiéncia da extracdo por MSPD. As
proporgdes mais empregadas em diferentes aplicagdes da MSPD variam entre 1:1 a
1:4 de massa de amostra e massa de suporte sélido (Capriotti et al., 2015).
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A escolha do solvente de eluicdo depende das forgas de interagcao entre o
analito e o suporte solido, e um unico solvente ou uma mistura de solventes de
diferentes polaridades podem ser utilizados. O uso sequencial de solventes de
diferentes polaridades também pode ser feito com o intuito de isolar analitos de
diferentes polaridades em uma mesma amostra. Além disso, o solvente escolhido
deve ser compativel com a técnica analitica instrumental escolhida (Caldas et al.,
2014; Taverna, 2011).

Nos ultimos anos, o principio basico da MSPD passou por algumas
adaptagdes utilizando ultrassom, micro-ondas, campo magnético ou voértex. Essas
adaptacgdes visam diminuir ainda mais o tempo de analise e o volume de solventes
organicos utilizados (Wianowska & Gil, 2019). A MSPD assistida por Vortex (Vortex-
assisted MSPD, VA-MSPD), por exemplo, € uma adaptagdo que visa diminuir o
tempo de extragdo e possiveis complicagdes decorrentes do processo de
empacotamento da amostra no cartucho de SPE. O procedimento envolve,
basicamente, a agitacdo por vortex da amostra com o suporte solido, seguido de
centrifugacdo, o que substitui a etapa de eluicdo da amostra em um cartucho de
SPE (Capriotti et al., 2015).

Conforme Wianowska & Gil (2019), uma pesquisa no bando de dados
Scopus revelou que, de 1990 a 2018, quase 700 artigos foram publicados com o
termo MSPD no titulo, resumo ou palavra-chave, o que mostra seu grande potencial
de aplicagédo. Os analitos normalmente determinados sido drogas, agrotoxicos,
constituintes de ocorréncia natural, entre outros compostos, em uma ampla
variedade de matrizes, como mostrado na Tabela 2. No que se refere aos HPA, a
MSPD tem sido utilizada em matrizes como sedimentos marinhos, tecido animal e

vegetal e solos (Valencia & Llasera, 2017; Vilela Junior; 2017; Tan et al., 2017).

TABELA 2 — APLICAGOES DA MSPD EM DIFERENTES MATRIZES, ANALITOS E TECNICAS DE
QUANTIFICAGCAO.

Matriz Analito Amostra/ Solvente | Quantificagao Referéncia
suporte de eluicao
sélido (mL)
Lodo Drogas Amostra (0,5 Metanol LC-MS/MS CASADO et
antimicoticas g)/C18 (2,0 contendo al., 2015
9) 0,5% (v/v)
NHs (10,0
mL)




Placenta Parabenos e Amostra (0,25 | Acetato de UHPLC- VELA-SORIA
Humana benzofenonas g)/C18 (1 9) etila (20,0 MS/MS etal., 2015
mL)
Peixes Produtos Amostra (0,5 Metanol (5 LC-MS/MS HERTZOG et
farmacéuticos g)/ terra mL) al., 2015
diatomacea
(0.59)
Cosméticos Corantes Amostra (0,1 Metanol (2 LC-MS/MS GUERRA et
g) / Florisil (0,4 mL) al., 2015
9)
Mexilhdo Parabenos Amostra (0,5 | Acetonitrila LC-MS/MS VILLAVERDE-
g) / silica gel (10,0 mL) DE-SAA et al.,
(1,29) 2016
Leite Parabenos Amostra (0,2 Metanol (1 LC-UV FOTOUHI et
materno mL) / mL) al., 2017
nanosorvente
magnético
modificado
(MGO@PIT)
(0,05 g)
Vegetais Contaminantes Amostra (2,0 Acetato de GC-MS/MS ALBERO et
Emergentes g) / Florisil (4,0 etila- al., 2017
g) metanol
90:1 (v/v)
(8 mL)
Arroz Inseticidas Amostra (2,0 | Acetonitrila LC-MS/MS ZHANG et al.,
g) / Alumina (10,0 mL) 2017

basica (4,0 g)

LEGENDA: LC, cromatografia liquida (do inglés, liquid chromatography);

MS, espectrometria de massas (do inglés, mass spectrometry)

UHPLC, cromatografia liquida de ultra performance (do inglés, ultra high performance liquid
chromatography);

Além das vantagens ja citadas, segundo Capriotti et al. (2015), a MSPD
apresenta outras vantagens como boas recuperagdes em analise de amostras com
teor lipidico elevado, como tecidos animais e alimentos. Conforme pesquisa
realizada por Wianowska & Gil (2019), amostras de tecido animal tiveram seu uso,
até 2018, atingido 27,7% das publicagbes, perdendo apenas para amostras de

alimentos (Figura 3). Dentre as amostras de tecido animal, os compostos mais

GC, cromatografia gasosa (do inglés, gas chromatography)

estudados sao drogas e pesticidas.
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FIGURA 3 — USO DA MSPD EM DIFERENTES TIPOS DE AMOSTRAS (ATE 2018).

Amostras Amostras
ambientais biolégicas

11% 3%
Alimentos
36%
Plantas
22% \

Tecide Animal
28%

Valencia & Llasera (2017), aplicaram a MSPD para a determinagcéo de
quatro HPA prioritarios em tecido bovino por LC/FLD e obtiveram recuperagdes na
faixa de 96 a 99%. Vela-Soria e colaboradores (2015) aplicaram a MSPD na
extracdo de desreguladores enddcrinos em tecido de placenta humana, com
determinacao por UHPLC-MS/MS, e obtiveram recuperagdes que variaram entre
96% a 105%. Ainda no mesmo ano, Ziarrusta e colaboradores aplicaram a MSPD
para a extracdo de poluentes organicos em amostras de moluscos, com
determinacao por GC-MS e obtiveram recuperacdes na faixa de 69 a 117%. Porém,
mesmo com as diversas publicacdes presentes na literatura envolvendo a MSPD, a
extracdo de HPA de matrizes complexas, como o tecido animal, ainda & pouco
explorada (Wianowska & Gil, 2019).

Devido as diversas vantagens que a MSPD oferece, a técnica mostra-se

promissora na extracdo de HPA prioritarios em tecido de peixe.

2.3.1 Suportes sélidos utilizados em MSPD

Diferentes materiais podem ser utilizados como suporte sélido na etapa de
dispersdo da matriz. O isolamento de analitos mais polares é realizado com
sorventes de natureza mais hidrofilica e o de analitos menos polares com sorventes
mais hidrofobicos. Os materiais de fontes comerciais e sintéticas mais

frequentemente utilizados sao octadecilsiloxano (C18), florisil, alumina, silica (SiO2),
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nanoparticulas metalicas e polimeros molecularmente impressos (Capriotti et al.,
2015; Hoff & Pizzolato, 2018; Wianowska & Gil, 2019).

Entretanto, materiais alternativos, provenientes de fontes renovaveis, vém
sendo cada vez mais explorados pois, além de minimizar os impactos causados ao
meio ambiente, tém custos reduzidos. O uso de areia, terra diatomacea e conchas
de mexilhdo dourado, foram recentemente relatados na literatura. Santos e
colaboradores (2019b) utilizaram areia como suporte sélido em VA-MSPD para a
extragdo de diferentes classes de pesticidas de frutas e vegetais e obtiveram
recuperacoes na faixa de 55 a 140% para todos os compostos. Ledn-Gonzalez &
Rosales-Conrado (2017) empregaram a VA-MSPD para a extragao de enantidmeros
de ibuprofeno do leite materno, utilizando terra diatomacea como suporte solido e
obtiveram recuperacdes satisfatorias para os compostos analisados. Cerqueira e
colaboradores (2019) utilizaram conchas de mexilhdo dourado como suporte sélido
na VA-MSPD para a determinacgao de acido acetilisalicilico e acido salicilico em lodo
de esgoto e obtiveram recuperagbes na faixa de 68% a 120% os compostos em
estudo.

Entre os ecomateriais disponiveis, destacam-se os argilominerais, que
desempenham um papel importante na mobilidade e retencdo de espécies quimicas

no solo (Anjos et al., 2014).

2.3.2 Argilominerais

Os argilominerais fazem parte da composi¢cao mineralégica dos solos e séao
classificados conforme sua estrutura basica. Argilominerais do tipo 2:1 apresentam
estrutura lamelar composta por duas folhas tetraédricas de silica intercaladas com
uma folha central octaédrica de alumina, as quais contém cargas negativas que sao
compensadas por cargas positivas como cations inorganicos Ca?* e Na?* (Anjos et
al., 2014). Essas lamelas podem apresentar capacidade de expansédo, aumentando
0 espacamento interlamelar desse tipo de material o que, consequentemente,
aumenta sua reatividade. Dois dos trés constituintes dessa classe de argilomineral
apresentam capacidade de expansao lamelar, sendo eles a esmectita, na qual se

inclui a montmorilonita (MMT) cuja estrutura € mostrada na Figura 4, e a vermiculita
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(Fiscal-Ladino et al., 2017). O terceiro constituinte, as micas, tem uma estrutura
lamelar ndo expansivel e, portanto, nao foi objeto de estudo desta pesquisa.

A montmorilonita vem chamando atengdo no que diz respeito a utilizagao de
ecomateriais devido a sua elevada area superficial e interacdo com diversas
substancias, capacidade de troca ibnica, plasticidade e propriedades tixotrépicas
(BRASIL. Servico Geoldogico do, 2014). Essas propriedades garantem a este
material diferentes aplicagcbes em catalise, processos industriais, tratamento de
efluentes, protecdo contra incéndios, isolante acustico e térmico, aditivos em
concreto e preparagdo de produtos de alto valor agregado, como cosméticos e
medicamentos (Anjos et al., 2014; Gus et al, 2014; Mendonca et al., 2019).

FIGURA 4 — ESTRUTURA DE UMA MONTMORILONITA SODICA
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FONTE: http://www.ufjf.br/gfgsi/linhas-de-pesquisa/materiais-lamelares/montmorillonitas/

Em geral, os argilominerais s&o hidrofilicos e possuem caracteristicas
organofdbicas, o que torna necessaria uma modificagdo em sua estrutura para
serem capazes de sorver compostos organicos. Essa modificacdo consiste,
basicamente, em aumentar o espagamento basal, facilitando a introdugéo de cations
organicos no lugar dos cations inorganicos presentes, tornando-os organofilicos.

Esse processo, conhecido como organofilizagao, tem sido estudado e aplicado em
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diversas areas como, por exemplo, no combate a poluicdo ambiental causada por
petréleo e seus derivados (Acigl et al., 2017; He et al., 2018; Shah et al., 2018)

2.3.3 Modificagdo da montmorilonita

A forca de ligacdo entre os cations inorganicos e a regido interlamelar
carregada negativamente da MMT é relativamente fraca, o que possibilita a
substituicdo dessas espécies inorganicas por espécies organicas. As espécies
organicas recentemente estudadas na literatura compreendem os surfactantes nao-
ibnicos e anidnicos e os liquidos idnicos (ionic liquids, IL) baseados em sais de
fosfonio e imidazodlio (Fiscal-Ladino et al., 2017).

Os IL sao sais fundidos a temperatura ambiente e tém recebido atengéo na
modificagdo da MMT para a sorgdo de poluentes organicos ambientais devido as
suas propriedades fisicas vantajosas como baixa pressao de vapor, alta
condutividade e alta estabilidade quimica/térmica (Fontana et al., 2013; Zhao et al.,
2019). Quando inseridos entre as lamelas da MMT, os cations organicos, como 0s
ions de imidazdlio, substituem os cations inorganicos presentes e se acumulam nas
superficies externas das particulas de argila (Wu et al.,, 2014). Essa substituicdo
promove um aumento no espagamento basal do argilomineral, o qual é proporcional
ao tamanho da cadeia carbodnica do IL utilizado. A presenga de cations organicos
nas superficies externas das particulas de argila aumenta a hidrofobicidade das
argilas organofilicas, o que as tornam capazes de absorver substancias organicas
nao polares (Reinert et al., 2012; Wu et al., 2014).

No campo das técnicas de microextracao, Aftafa et al. (2014) avaliaram, pela
primeira vez, a MMT modificada com IL (MMT-IL) de diferentes comprimentos de
cadeia como sorvente na extragdo de hormodnios estrogénicos em aguas
superficiais, por microextragao em fase solida, e obtiveram recuperacdes na faixa de
86,9 a 97,7%. Fiscal-Ladino e colaboradores (2017) avaliaram a eficiéncia da MMT-
IL de diferentes comprimentos de cadeia como sorvente na extragcado de bifenilas
policloradas por extragao sortiva em disco rotativo. O estudo mostra que uma cadeia
de carbono mais longa intercalada nas lamelas do argilomineral proporcionou uma
grande capacidade de extragdo, que foi comparavel ao sorvente C18 comercial, e

recuperacoes na faixa de 80 a 86% foram obtidas para os compostos em estudo.
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Baseando-se nos estudos de Fiscal-Ladino (2017), o sorvente utilizado
nessa pesquisa foi a MMT modificada com brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazol
(MMT-HDMIM-Br), o qual ainda € pouco explorado na microextracdo em fase sodlida

no preparo de amostras em aplicagdes analiticas.

2.4 METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE HPA

Para a determinagdo de HPA s&ao utilizados métodos cromatograficos com
diferentes detectores, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecg¢ao
por fluorescéncia, ultravioleta ou por espectrometria de massas e a cromatografia
gasosa com deteccao por ionizagdo em chama ou por espectrometria de massas
(Santos et al, 2019a).

Entretanto, alguns desses métodos apresentam limitagdes. A cromatografia
liguida de alta eficiéncia com deteccao por fluorescéncia, por exemplo, € mais
sensivel quando comparada a ultravioleta, porém, nem todos os HPA séao
fluorescentes (Plaza-Bolanos et al., 2010). A detecgao por ionizagdo em chama em
cromatografia gasosa apresenta desvantagens comuns a um detector ndo especifico
e, além do mais, sua sensibilidade analitica esta superada pela espectrometria de
massas (Rascon et al., 2019).

Ja a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a cromatografia gasosa
acopladas a espectrometria de massas s&o vantajosas em relagdo as outras
técnicas aqui mencionadas, como alto poder de resolucdo e seletividade. A
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas esta aqui destacada por
ser de interesse particular neste trabalho (Plaza-Bolafioset al., 2010; Caldas et al.,
2013)

3 MATERIAL E METODOS

Esta dissertagcdo de mestrado fez parte de um projeto de pesquisa mais
amplo, denominado “Marcadores moleculares aplicados a incidentes em ambientes
aquaticos continentais”, financiado pelo Centro de Pesquisas da Petrobras
(CENPES), do qual sao participantes o Grupo de Integrado de Aquicultura (GIA), o
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Laboratério de Dindmica Evolutiva e Sistemas Complexos (PIELAB) e o Grupo de
Quimica Ambiental (GQA), todos da Universidade Federal do Parana (UFPR). De
uma forma mais ampla, o estudo tem como objetivo principal testar protocolos de
ecologia molecular e de ecotoxicologia, estabelecendo subsidios aos estudos de
biomonitoramento, que permitirdo identificar de forma mais precisa a interferéncia
aguda e cronica de incidentes com Oleo cru e seus derivados, em especial em
ambientes aquaticos continentais. O projeto conta, ainda, com uma parceria
internacional entre o GQA-UFPR e o Grupo de Cromatografia e Técnicas

Relacionadas (GICTA), da Universidade de Caldas, situada na Colémbia.

3.1 REAGENTES, SOLUCOES E LIMPEZA DE VIDRARIAS

Para este estudo foi utilizada uma solugdo contendo os 16 padrbes de HPA
prioritarios (marca: Sigma-Aldrich) mostrados na Tabela 3, uma solugéo de padrao
sub-rogado p-terfenil-d14 (marca: Sigma-Aldrich, nimero CAS: 1718-51-0) e uma
solugcao contendo cinco padrées internos de HPA (marca: Sigma-Aldrich) mostrados

na Tabela 4.

TABELA 3 — INFORMACOES DOS 16 PADROES DE HPA PRIORITARIOS UTILIZADOS NO

ESTUDO.
Substancia Numero CAS Pureza (%)
Naftaleno 91-20-3 99,7
Acenaftileno 208-96-8 99,4
Acenafteno 83-32-9 99,3
Fluoreno 86-73-7 98,7
Fenantreno 85-01-8 98,0
Antraceno 120-12-7 99,0
Fluoranteno 206-44-0 99,5
Pireno 129-00-0 99,2
Benzo[a]antraceno 56-55-3 98,5
Criseno 218-01-9 97,4
Benzo[b]fluoranteno 205-99-2 97,3
Benzolk]fluoranteno 207-08-9 99,5
Benzo[a]pireno 50-32-8 96,7
Dibenzo[a,h]antraceno 53-70-3 98,3
Benzo[g,h,i]perileno 191-24-2 99,4

Indeno[1,2,3-cd]pireno 193-39-5 99,0
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TABELA 4 — INFORMAGCOES DOS CINCO PADROES INTERNOS DE HPA UTILIZADOS NO

ESTUDO.
Substancia Numero CAS Pureza (%)
Naftaleno-d8 1146-65-2 96,3
Acenafteno-d10 15067-26-2 99,8
Fenantreno-d10 1517-22-2 99,3
Criseno-d12 1719-03-5 98,8
Perileno-d12 1520-96-3 99,5

Partindo das solucdes acima, foram preparadas, em baldes volumétricos de
10 mL, solugbes estoque na concentragdo de 80,0 mg L. A partir das solugdes
estoque, solugdes intermediarias de padrdes de HPA, padrdes internos e padréo
sub-rogado foram preparadas nas concentragdes de 1000 ug L', 5120 yg L' e 5120
ug L', respectivamente. Todas as solugdes foram preparadas em n-hexano grau
HPLC (Macron Chemicals). Tanto as solugbes estoque como as solugbes
intermediarias foram acondicionadas em frascos ambar com tampa contendo septo
de teflon e armazenadas em congelador (-18 °C).

Para evitar possiveis contaminagdes, todas as vidrarias e outros materiais
utilizados nos experimentos passaram, previamente, por um procedimento de
limpeza, conforme o tipo de vidraria (volumétrica ou ndo volumétrica). A vidraria nao
volumétrica foi lavada com detergente (Extran® 2% v/v), enxaguada em agua
corrente e, posteriormente, colocada em banho ultrassénico (USC 2800, Unique) por
10 min. A vidraria foi enxaguada trés vezes com agua tipo Ill produzida por osmose
reversa a 1,3 uS cm' (Evolution RO 0510, Permution) e, mais uma vez, colocada
em banho ultrassénico por 10 min. Numa terceira etapa, a vidraria foi lavada mais
trés vezes com agua ultrapura (tipo |) com resistividade 18,2 MQ cm (Milli-Q Plus,
Millipore) e colocada em banho ultrassdnico por mais 10 min. Finalmente, a vidraria
foi enxaguada com agua Milli-Q e seca em estufa a 150 °C. A fim de eliminar
possiveis residuos organicos, a vidraria foi colocada em forno mufla a 400 °C por 4
h. Apés o resfriamento, a vidraria foi protegida com papel aluminio e armazenada
em caixa de polipropileno com tampa, protegida da poeira e umidade, até a sua
utilizacao.

Para a vidraria volumétrica, o procedimento de limpeza consistiu das
mesmas etapas de lavagem descritas no paragrafo anterior. Ao final da terceira

etapa de lavagem, o material foi rinsado duas vezes com aliquotas de acetona grau
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HPLC, seco a temperatura ambiente e armazenado em caixa de polipropileno com

tampa, protegida da poeira e umidade, até a sua utilizagao.

3.2 MANUTENCAO E ACLIMATACAO DOS ANIMAIS

Os experimentos descritos nos itens 3.2 a 3.4 foram realizados no GIA
UFPR, com a colaboracgéo do Dr. Giorgi Dal Pont.

Peixes adultos da espécie Astyanax altiparanae foram adquiridos em uma
instalagdo comercial em Curitiba (PR) e levados ao GIA UFPR para aclimatagao.
Apoés a chegada, foram submetidos a tratamentos profilaticos (2 hem NaCl6 gL' e
2 h em malaleuca 1% (Melafix®) + solugéo fungicida (Mydor fungus-ease®)) e,
posteriormente, mantidos em tanques de manutengdo (1000 L) equipados com
sistema fechado de filtragem fisica e bioldgica, aeragdo constante e temperatura
controlada (25,0 + 0,7 °C; oxigénio dissolvido (OD) 6,57 + 0,87 mg L"; pH 7,2 + 0,6)
por aproximadamente um ano. Durante esse periodo, a ocorréncia de mortalidade
foi de aproximadamente 2%. A alimentagao foi realizada diariamente, ad libitum,

com racgao comercial (Kowalski®, proteina bruta = 47%) (Dal Pont, 2018).

3.3 OBTENCAO DA FRACAO SOLUVEL EM AGUA DA GASOLINA

A gasolina comum foi escolhida para os ensaios de contaminagcdo por
apresentar a maior toxicidade em espécies de A. altiparanae quando comparada ao
Oleo cru e seus derivados, como o diesel e 6leos lubrificantes, conforme resultados
obtidos em experimentos anteriores feitos pelo GIA. Nesses experimentos foram
avaliadas a influéncia da temperatura da agua e pH, a biotransformacao, estresse
oxidativo e biomarcadores neurotoxicos, além de respostas fisiologicas
(osmorregulagao, metabolismo acido-base, hematoldgico e energético) nas espécies
em estudo (Dal Pont, 2018).

A gasolina utilizada neste experimento foi adquirida no comércio local de
Curitiba (PR) e levada ao GIA para obtengcao da fragao soluvel em agua (FSA G),
conforme a metodologia descrita por Anderson et al. (1974). Resumidamente, uma
parte da gasolina comum foi adicionada a nove partes de agua em um frasco
Mariotte (22 L), mantido sob agitacdo por 22 h a temperatura ambiente (25 °C) e
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coberto com papel aluminio para evitar incidéncia luminosa. A velocidade de
agitacao foi mantida constante e suficiente para gerar um vortex que correspondia a
1/3 da altura da coluna formada pela agua e gasolina. Ao final desse periodo, o
agitador magnético foi desligado e a solugdo mantida em repouso com o intuito de
promover a separacao de particulas insoluveis em suspensio. Apds a separacao, a
FSA G foi imediatamente adicionada aos tratamentos experimentais descritos no
item 3.4 (Dal Pont, 2018).

3.4 AMOSTRAGEM DO TECIDO DE PEIXE

Dois banhos-maria (25 °C) foram confeccionados em madeira e
impermeabilizados para evitar vazamento de agua e, consequente, variagdo de
volume. Doze aquarios redondos de vidro foram dispostos no banho-maria e
preenchidos com 4 L de agua limpa e declorada (OD 6,33 + 0,27 mg L™"; pH 7,24 +
0,66 e alcalinidade 40,00 + 12,40 mg L' de CaCO:s).

Exemplares de Astyanax altiparanae (Figura 5A) foram previamente
separados do tanque de manutengdo e acondicionados individualmente nos
aquarios de vidro. A aclimatacdo as condi¢des laboratoriais foi realizada por 48 h,
nao havendo registro de morte de animais durante esse periodo. Quatro exemplares
dessa espécie foram expostos a concentragéo correspondente a CL10 — 96 h (0,5% -
v/v) e outros quatro a CLso — 96 h (2,65% - v/v) da FSA G por 48 h. Um tratamento
controle (n = 4) foi mantido em agua limpa, sem adicdo da FSA G, ao longo do
mesmo periodo. O experimento foi conduzido em sistema semi-estatico, com
renovagao diaria de 80% do volume de agua.

Ao final do periodo de exposicao os peixes foram anestesiados com solugao
tamponada de tricaina metanosulfonada (MS-222 a 5 mg L' — pH 7,2) (Ostrensky et
al., 2015) e insensibilizados por secgdo medular para a coleta do tecido muscular
(Figura 5B). Imediatamente apds a coleta, os tecidos foram identificados e
armazenados em ultrafreezer a -80 °C até a realizagcao das analises. Amostras de
agua dos tratamentos também foram coletadas para a determinagdo da
concentragéo de HPA (Dal Pont, 2018).
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FIGURA 5 — A) ESPECIE A. altiparanae. B) TECIDO MUSCULAR RETIRADO APOS MORTE POR
HIPOVOLEMIA.

Nota Etica

Todos os procedimentos experimentais descritos nos itens 3.2 a 3.4 foram
aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Federal do Parana
(protocolo N° 874).

3.5 PREPARO DA MMT-HDMIM-BR

O preparo da MMT-HDMIM-Br foi feito no laboratério do GICTA conforme
descrito a seguir.

O IL HDMIM-Br foi sintetizado de acordo com o procedimento descrito por
MIN et al. (2006). Resumidamente, o procedimento consistiu em misturar
quantidades equimolares de metilimidazol (5,0 g, 61 mmol) e 1-bromohexadecano
(18,3 g, 61 mmol) em acetato de etila em um baldo de reagao (50 mL). A mistura foi
vigorosamente agitada em refluxo durante 48 h e, apds este tempo, o solvente foi
evaporado para obtengao do HDMIM-Br, na forma de um sélido amarelo palido. O IL
foi caracterizado por '"H RMN e *C NMR (Fiscal-Ladino et al., 2017).

Posteriormente, 1 g de MMT foi disperso em 3,0 g de uma solugédo de
HDMIM-Br em metanol a 13% v/v e a dispersao foi agitada vigorosamente durante 1
h a temperatura ambiente. A mistura foi filtrada e, a fim de remover o excesso de
liquido i6nico, o material foi lavado trés vezes com metanol (20 mL de cada vez) e
mais trés vezes com agua destilada. O solido foi seco em estufa por um periodo de
24 h a 105 °C. A modificaggo da MMT com HDMIM-Br foi confirmada por

termogravimetria (TGA), difracao de raios-X e espectroscopia no infravermelho com



39

transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) os quais
comprovaram o aumento do espagcamento basal devido a substituicdo dos ions Na*

presentes na camada interlamelar pelo IL (Fiscal-Ladino et al., 2017).

3.6 DETERMINACAO CROMATOGRAFICA

A determinacdo de HPA foi realizada em um cromatografo a gas, modelo
GC2010 Plus (Shimadzu), acoplado a um espectrémetro de massas em tandem com
analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (TQ8040). A injegdo dos compostos
foi realizada por meio de um amostrador automatico, modelo AOC-5000 Plus
(Shimadzu) e a separacao cromatografica foi realizada em uma coluna SH-Rtx-5MS
(Shimadzu) com dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym, sendo hélio 5.0 o gas de
arraste. As demais condigbes cromatograficas empregadas foram escolhidas com
base em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Leite, 2008; Taverna,

2011; Ferreira et al., 2012) e podem ser visualizadas na Tabela 5.

TABELA 5 — PARAMETROS INSTRUMENTAIS EMPREGADOS NA DETERMINAGCAO DE HPA POR

GC-MS.

Temperatura do injector 270 °C

Modo de injecao Splitless (4 min)

Volume de injecao 1uL

Vazao do gas de arraste 1,2 mL min™’
T =40"°C por 2 min; 50 ° C

Cromatoégrafo a gas min-' até 80 ° C: 10 ° C min-!

até 240 ° C; 240 ° C por 2

Programa de min; 4 ° C min' até 260 °

aquecimento da coluna C; 260 ° C por 5 min; 20 ° C
min-' até 300 ° C; 300 ° C
por 7 min

Tempo de corrida 39,8 min

TemperaAture'l dalinha de 280 °C

Transferéncia

Tempe[atura da fonte de 230 °C

lonizagao

Espectrédmetro de massas Energia de ionizagéo 70 eV

Analisador de massas Triplo quadrupolo

Modo de aquisi¢cao SCAN, SIM

Faixa de aquisicédo m/z 45 a 500

Para avaliar a separacdo e identificacdo dos compostos com base nas

condigbes cromatograficas utilizadas, inicialmente o espectrobmetro de massas foi
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operado no modo de varredura completa (SCAN), com uma faixa de aquisi¢gao dos
ions variando de m/z 45 a 500. O modo de Monitoramento Seletivo de fons (Select
ion Monitoring, SIM) também foi utilizado a fim de analisar apenas os ions

caracteristicos de cada um dos HPA, tornando a exatiddo do MS ainda maior.

3.7 PREPARO DA MSPD

As condic¢des iniciais de extracdo foram adaptadas de estudos feitos por
Pensado et al. (2005) e Concha-Grana et al. (2015), ambos para a determinacao de
HPA em material biolégico, empregando a MSPD. Inicialmente, 0,5 g de tecido
muscular de peixe foi fortificada com 500,0 uL da solucéo intermediaria de padrdes
de HPA (1000 pg L") e 30,0 uL da solugdo intermediaria de padrdo sub-rogado p-
terfenil-d14 (5120 ug L"). Esses volumes foram escolhidos para essa etapa pois
correspondem a uma concentracao dentro da faixa linear do método instrumental de
determinacao desta classe de compostos, favorecendo o desenvolvimento inicial do
processo de otimizacao da técnica. A amostra fortificada foi mantida em capela por,
aproximadamente, 30 min para evaporagao do solvente e interagao dos analitos com
a matriz. Posteriormente, 0,5 g de MMT-HDMIM-Br e 0,5 g de sulfato de sddio
(Na2S04) foram adicionados e homogeneizados em almofariz e pistilo de porcelana

por 3 min.

3.8 EXTRACAO POR VA-MSPD

O solido obtido na etapa anterior foi transferido para um tubo de vidro de
fundo coénico de 15 mL e 10,0 mL do solvente extrator foram adicionados, seguido
de extragao assistida por vértex (Vortex 1, IKA®) por 1 min e centrifugacéo a 5000
rom por 5 min. O extrato obtido foi concentrado até a secura em concentrador
rotativo a vacuo (RVC 2- 18CD, Christ) a 60 °C e 80 rpm e, posteriormente,
redissolvido a 980 mL em n-hexano. Uma aliquota de 20 pL da solugdo de padrbes
internos de HPA (5120 ug L") foi adicionada para analise cromatografica por GC-
MS.
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3.9 EXTRAGCAO POR VA-MSPD COM ETAPA DE CLEAN-UP

Para realizar a etapa de clean up na extragao por VA-MSPD, o procedimento
adotado foi adaptado de estudos feitos por Rodrigues (2010), que avaliou a
influéncia da etapa de clean up na extragao de agrotéxicos de cebola pelo método
QuEChERS (do inglés, Quick, Easy, Cheap, Rugged and Safe). Essa etapa consistiu
em coletar o sobrenadante obtido apds a etapa de centrifugacdo do sodlido
proveniente da MSPD com o solvente extrator (10 mL de ACN) e adiciona-lo em um
tubo de fundo cénico contendo 1,5 g de Florisil®. Posteriormente, foi feita agitagao
por vortex por 1 min, seguida de centrifugacdo a 5000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi coletado e o solvente evaporado em evaporador rotativo a vacuo a
60 °C e 80 rpm e, posteriormente, redissolvido a 980 mL em n-hexano. Uma aliquota
de 20 yL da solugéo de padrdes internos de HPA (5120 pg L") foi adicionada para

analise cromatografica por GC-MS.

3.10 ETAPA DE CLEAN UP EM COLUNA DE VIDRO UTILIZANDO SILICA E
ALUMINA COMO FASE ESTACIONARIA

A etapa de clean up foi feita em coluna de vidro (7 mm d.i. x 30 cm)
previamente descontaminada com acetona grau HPLC. Um chumaco de 1a de vidro
calcinada foi introduzido no fundo da coluna a fim de reter a fase soélida. Em seguida,
foram adicionados 2 g de silica ativada em estufa (160 °C por 4 h), 1 g de alumina
neutra calcinada (400 °C por 4 h) e ativada em estufa (160 °C por 4 h) e 0,5 g de
agente secante, Na2S04. O empacotamento da coluna foi feito com adicdo de n-
hexano sob vazdo continua de N2z. Esta etapa foi baseada em estudos feitos por
Taverna (2011) para a determinagdao de HPA, entre outros contaminantes, em
amostras de sedimento.

Apos a coluna ser empacotada o solido proveniente da etapa descrita no
item 3.7 foi adicionado ao topo da coluna e eluido com 10 mL do solvente
apropriado, conforme esquema apresentado na Figura 6. O extrato obtido foi
concentrado até a secura em concentrador rotativo a vacuo e redissolvido em n-
hexano. Uma aliquota de 20 pL da solugdo de padrées internos de HPA (5120 pg L-

") foi adicionada para andlise cromatografica por GC-MS.
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FIGURA 6 — ESQUEMA DA COLUNA UTILIZADA NA ETAPA DE CLEAN UP, EMPACOTADA COM
SILICA E ALUMINA.

Solvente de eluicédo

|

Amostrahomogeneizada

0,5 g secante
1,0 g alumina

2,0 g silica calcinada e ativada

L1

L& de vidro

— Extrato

3.11 AVALIACAO DO USO DA MMT NAO MODIFICADA COMO SUPORTE
SOLIDO

Uma massa de 0,3 g de tecido muscular de peixe foi fortificada com 100,0
uL da solugao intermediaria de padrées de HPA (1000 ug L") e 10,0 uL da solugédo
intermediaria de padrdo sub-rogado p-terfenil-d14 (5120 ug L'). A amostra
fortificada foi mantida em capela por aproximadamente 30 min para evaporagao do
solvente e interagdo dos analitos com a matriz. Posteriormente, 0,3 g de MMT néo
modificada foram adicionadas e homogeneizadas em almofariz e pistilo por 3 min. O
solido proveniente foi adicionado ao topo de uma coluna de vidro preparada
conforme descrito no item 3.10 e eluido com 10 mL de acetonitrila. O extrato obtido
foi concentrado até a secura, redissolvido a 200 uyL em n-hexano, juntamente com
uma aliquota de 20 yL da solugéo de padrdes internos de HPA (5120 ug L") para
analise cromatografica por GC-MS.
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3.12 ESTIMATIVA DA EXATIDAO DO METODO PROPOSTO

Uma massa de 0,3 g de tecido muscular de peixe foi fortificada com 62,5 uL
da solugéo intermediaria de padrées de HPA (1000 ug L*') e 12,0 uL da solugao
intermediaria de padrao sub-rogado p-terfenil-d14 (5120 ug L™'). Esses volumes
foram utilizados pois satisfazem a concentragcdo intermediaria da faixa linear do
meétodo, um dos pontos necessarios para avaliar a exatiddo da metodologia
proposta. A amostra fortificada foi mantida em capela por, aproximadamente, 30 min
para evaporacao do solvente e interagcao dos analitos com a matriz. Posteriormente,
0,3 g de MMT-HDMIM-Br foram adicionados e homogeneizados em almofariz e
pistilo por 3 min. O sélido proveniente foi adicionado ao topo de uma coluna de vidro
preparada conforme descrito no item 3.10 e eluido com 10 mL de acetonitrila. O
extrato foi tratado como descrito no item anterior, e uma aliquota de 20 uL da
solugdo de padrdes internos de HPA (5120 ug L") foi adicionada para andlise

cromatografica por GC-MS.

3.13 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

Uma massa de 0,3 g de tecido muscular de peixe foi homogeneizada em
almofariz e pistilo com 0,3 g de MMT-HDMIM-Br por 3 min. O solido proveniente foi
adicionado ao topo de uma coluna de vidro preparada conforme descrito no item
3.10 e eluido com 10 mL de acetonitrila. O extrato obtido foi concentrado até a
secura em concentrador rotativo a vacuo a 60 ° C e 80 rpm e, posteriormente,
redissolvido a 200 pyL em n-hexano, juntamente com uma aliquota de 20 pyL da
solugéo de padrdes internos de HPA (5120 ug L-') para analise cromatografica por
GC-MS.

3.14 DETERMINACAO DOS HPA PRESENTES NA AGUA UTILIZADA NO
EXPERIMENTO ENVOLVENDO AMOSTRAS REAIS

Para extragdo dos HPA presentes na agua utilizada no experimento descrito no
item 3.4, utilizou-se a microextracao liquido-liquido dispersiva assistida por vortex
(Vortex-Assisted Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, VA-DLLME) (Araki et
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al.,2018). Esse protocolo foi desenvolvido com base na adaptagao dos trabalhos de
Rezaee et al. (2007) e Zhang et al., (2012). Em tubos de vidro de fundo cbnico (15
mL) foi adicionada uma aliquota de 5,00 mL da solugao padrao de HPA prioritarios
(1000 pg L"). Nesta solugdo, 1,00 mL de solugdo contendo cloroférmio (75 L)
solubilizado em acetona (925 pL) foi rapidamente adicionado com o auxilio de uma
micropipeta. A injecao rapida propiciou a formacao de microgotas de cloroférmio no
meio, devido a sua imiscibilidade com a fase aquosa. A efetividade da transferéncia
de massa entre as fases foi favorecida com agitacéo por vértex durante 1 min. Em
seguida, por centrifugagdo durante 10 min, ocorreu a formagdo de uma fase
sedimentada (gota), a qual foi removida quantitativamente (50 uL) e finalmente
transferida para um insert cromatografico contendo 10 uL solugdo de padroes
internos de HPA, fornecendo uma concentragdo de 100 ug L'. Por fim, essas
solugdes foram injetadas no GC-MS para obtengdo dos sinais analiticos e

elaboragao das curvas analiticas.

3.14.1 Construgao das curvas analiticas

As curvas analiticas para determinagcdo dos HPA foram realizadas em
triplicatas e preparadas utilizando o procedimento VA-DLLME, conforme descrito no
item anterior. Para tanto, foi utilizado o método de calibragdo externa com uso de
padrées internos, com 16 HPA e um padrdo sub-rogado, todos em 5 niveis de
concentragdo: 0,10; 0,25; 0,50. 0,75 e 1,00 ug L', contendo os 5 padrdes internos

na concentragdo de 100 ug L.
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

4.1 ESTABELECIMENTO DAS CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

Uma solugéo contendo 16 padrdes de HPA, o padrédo sub-rogado e os cinco
padrdes internos, todos na concentragdo de 1,0 mg L, foi injetada no GC-MS no
modo SCAN a fim de se obter os tempos de retencéo (tr) e ions de quantificagao
(IQ) e de confirmagao (IC) de cada um dos compostos, que foram identificados com
o auxilio da Biblioteca do Espectro de Massas da NIST (National Institute of

Standards and Technology — USA), e estao apresentados na Tabela 6.

TABELA 6 — TEMPOS DE RETENCAO (tr), IONS DE QUANTIFICACAO (IQ) E DE CONFIRMACAO
(IC) DE CADA UM DOS 16 HPA, 5 PADROES INTERNOS E PADRAO SUB-ROGADO, NAS
CONCENTRACOES DE 1,0 mg L.

Composto tr (min) 1Q (m/z) IC (m/z)
Naf-d8 8,121 136 137
Naf 8,162 128 127
Aci 11,619 152 151
Ace-d10 11,959 162 164
Ace 12,032 153 152
Flu 13,250 166 165
Fen-d10 15,459 188 184
Fen 15,513 178 176
Ant 15,635 178 176
Fla 18,356 202 203
Pir 18,876 202 201
p-terf-d14 19,442 244 243
BaA 22,885 228 226
Cris-d12 22,913 236 240
Cris 23,013 228 226
BbF 27,561 252 253
BkF 27,710 252 253
BaP 29,275 252 253
Per-d12 29,630 260 264
IP 33,989 276 277
DahA 34,157 278 279
BghiP 34,780 276 274

Para a implementacdo do modo SIM foi feita a analise de cada um dos
compostos no cromatograma obtido, selecionando seus ions caracteristicos. Apds a
criagcdo do modo SIM, a solugdo contendo os compostos citados na Tabela 6, na
concentragdo de 1 mg L™, foi injetada novamente no GC-MS no modo criado para
avaliar se todos os padrées foram devidamente identificados. O cromatograma

obtido esta apresentado na Figura 7 e os picos correspondentes a cada um dos
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compostos presentes na solucido estdo apresentados com mais detalhes no

Apéndice 1.

FIGURA 7 — CROMATOGRAMA OBTIDO VIA GC-MS, NO MODO SIM, DOS PADROES DE HPA,
PADROES INTERNOS E PADRAO SUB-ROGADO, NAS CONCENTRACOES DE 1 mg L.
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LEGENDA: Naf-d8, naftaleno-d8; Naf, naftaleno; Aci, acenaftileno; Ace-d10, acenafteno-d10; Ace,
acenafteno; Flu, fluoreno; Fla, fluoranteno; Fen-d10, fenantreno-d10; Fen, fenantreno; Ant, antraceno;
Fla, fluranteno; Pir, pireno; p-terf-d14, pterfenil-d14; BaA; benzo[a]antraceno; Cris-d12, criseno-d12;
Cris, criseno; BbF, benzo[b]fluoranteno; BkF, benzo[k]fluoranteno; BaP; benzo[a]pireno; Perf-d12;
perileno-d12; IP, indeno[1,2,3-cd]pireno; BghiP, benzo[ghi]perileno.

4.2 CURVA ANALITICA INSTRUMENTAL

Solugbes de concentragdes iguais a 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 250,0;
500,0; 750,0 e 1.000 ug L' de padrées de HPA foram preparadas em n-hexano,
inicialmente, a fim de avaliar a linearidade das respostas instrumentais para os
compostos em estudo, por meio da constru¢cdo da curva analitica pelo método de
padronizagao interna. Nesse método, a razdo entre a concentragcdo do analito e do
padrao interno é plotada contra a razdo das suas respectivas areas de pico. Uma
solucado contendo cinco padroes internos de HPA deuterados, apresentados
anteriormente na Tabela 5, na concentragdo fixa de 102,4 ug L foi utilizada para
este fim.

Uma curva analitica para o padrao sub-rogado p-terfenil-d14 também foi
construida na faixa de concentragdo de 25,0 a 500,0 ug L', utilizando como padrao
interno o criseno-d12 na concentragdo de 102,4 ug L.

Solugbes para cada concentragdo estudada foram injetadas em triplicata no

GC-MS e, com o auxilio do software GCMS Solution do equipamento e do programa
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Excel, foram obtidas as curvas analiticas para cada um dos 16 compostos em
estudo. Com isso, a linearidade da curva analitica péde ser verificada por meio dos
dados de regressao linear e coeficiente de correlagao (r). Observou-se, por exemplo,
que para concentragdes acima de 500,0 ug L' ocorria uma perda de linearidade.
Sendo assim, a concentracdo maxima utilizada na construgcao das curvas analiticas
passou a ser 500,0 ug L.

A faixa linear demonstra a faixa em que a resposta obtida pelo instrumento
de analise é proporcional a concentragdo ou massa do composto de interesse,
enquanto o coeficiente de correlacdo demonstra se as repostas apresentadas na
faixa linear sao significativas. Quanto mais préximo de 1 for o valor do coeficiente de
correlagdo, menor sera a dispersdao do conjunto de niveis experimentais que
envolvem a curva analitica e, com isso, menor sera a incerteza dos coeficientes
estimados (ANVISA, 2017). Os coeficientes de correlagao obtidos (Tabela 7) estéo
acima de 0,990, valor este recomendando pela ANVISA (2017), mostrando que o
modelo de regresséao linear proposto € adequado para a determinagao quantitativa

dos compostos em estudo.

TABELA 7 — COEFICIENTES DE CORRELAGAO (r) PARA CADA UM DOS 16 HPA E DO PADRAO

SUB-ROGADO.
Composto R
Naf 0,9982
Aci 0,9987
Ace 0,9987
Flu 0,9987
Fen 0,9989
Ant 0,9990
Fla 0,9989
Pir 0,9978
BaA 0,9986
Cris 0,9985
BbF 0,9985
BkF 0,9983
BaP 0,9985
IP 0,9984
DahA 0,9982
BghiP 0,9982
p-terf-d14 0,9970

Os limites de detecgdo (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) foram
calculados como 3,3 vezes e 10 vezes, respectivamente, o desvio padrdo do

intercepto com o eixo Y de 3 curvas analiticas construidas, dividido pela inclinagao
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meédia dessas curvas (ANVISA, 2017). Os valores de LOD e LOQ instrumentais
estimados para cada um dos 16 HPA prioritarios estdo apresentados na Tabela 8 e
variam de 1,00 a 7,76 yg L' e de 3,03 a 23,50 ug L', respectivamente e, para o
padrao sub-rogado foi 13,76 e 41,68 ug L', respectivamente. Ziarrusta e
colaboradores (2015) fizeram o uso da MSPD para determinar, entre outros
poluentes organicos, 15 HPA em moluscos por GC-MS e obtiveram LOQ
instrumentais na faixa de 1,3 a 13 ug L. Portanto, os valores apresentados indicam,

para a classe de compostos em estudo, a boa detectabilidade do método.

TABELA 8 — LOD E LOQ INSTRUMENTAIS PARA CADA UM DOS 16 HPA E DO PADRAO SUB-
ROGADO, EM pg L.

Composto LOD LOQ
Naf 2,11 6,39
Aci 1,54 4,67
Ace 1,17 3,55
Flu 1,00 3,03
Fen 4,20 12,74
Ant 7,76 23,50
Fla 2,95 8,94
Pir 3,37 10,21
BaA 3,14 9,50
Cris 2,00 6,07
BbF 3,72 11,28
BkF 6,78 20,55
BaP 3,24 9,83
IP 5,30 16,05
DahA 1,81 5,49
BghiP 4,75 14,40
p-terf-d14 13,76 41,68

4.3 AVALIACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO EMPREGANDO MSPD

4.3.1 Extracdo de HPA por VA-MSPD

O aspecto do sélido obtido na etapa de MSPD esta apresentado na Figura
8A e a extracdo foi realizada conforme descrito no item 3.8. Trés solventes foram
avaliados na eficiéncia de extracdo de HPA: acetonitrila (ACN), diclorometano
(DCM), hexano (HX) e uma mistura de diclorometano:hexano (DCM:HX), na
proporgao 6:4, todos em um volume inicial de 10 mL. Os solventes foram escolhidos

com base em estudos publicados na literatura, os quais empregam a MSPD para
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extragdo de HPA de matrizes como tecido animal e vegetal (Pensado et al., 2005;
Concha-Grafa et al., 2015; Sampaio, 2016; Vilela Junior, 2017).

Os extratos obtidos ap6s a etapa de secagem do solvente no evaporador
rotativo a vacuo apresentaram residuos com coloragdo levemente amarelada, que
se intensificaram conforme a diminuicdo da polaridade do solvente utilizado,
indicando a presenga de compostos de baixa polaridade na matriz. A Figura 8B
mostra o extrato obtido com HX e a Figura 8C mostra os extratos obtidos com
DCM:HX (6:4) (imagem da esquerda) e DCM (imagem da direita). O extrato mais
limpo foi obtido com o uso de ACN, indicando que esse solvente diminui a
coextracao de espécies presentes na matriz, como por exemplo os lipidios. Esse
resultado é semelhante ao descrito por Pensado et al. (2005), Sampaio (2016) e
Vilela Junior (2017), que avaliaram a eficiéncia de solventes de diferentes

polaridades na extragcao de HPA por MSPD em amostras de biota aquatica.

FIGURA 8 — A) ASPECTO DO SOLIDO (AMOSTRA+SUPORTE SOLIDO+SECANTE) OBTIDO
APOS A ETAPA DE MSPD. B) EXTRATO OBTIDO APOS A SECAGEM DE HX. C) EXTRATO
OBTIDO APOS A SECAGEM DE HX:DCM (6:4) NA ESQUERDA E APOS A SECAGEM DE DCM
NA DIREITA

¥

J

Porém, apds redissolver o extrato de ACN em n-hexano, a solugao obtida

C)'

apresentou uma mistura heterogénea, com a formagao de sélidos em suspensao de
coloragédo branca. A solugao foi filtrada com auxilio de filtro de seringa de PVDF
(fluoreto de polivinilideno) de 0,45 um de porosidade e o restante do procedimento
ocorreu como descrito no item 3.8.

O extrato final (1 mL em n-hexano) foi injetado no GC-MS no modo Splitless
e a varredura dos compostos foi feita no modo FULL SCAN. Porém, esse modo de

varredura apresentou picos com elevada intensidade de sinal, causando saturagao
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no detector (Figura 9). Ao consultar a Biblioteca do Espectro de Massas da NIST,
confirmou-se que os picos sao referentes a alcanos de cadeia longa, possivelmente

proveniente do sal HDMIM-Br, e lipidios.

FIGURA 9 - CROMATOGRAMA OBTIDO VIA GC-MS NO MODO SCAN, APOS PROCEDIMENTO
DE EXTRAGAO EM AMOSTRA DE PEIXE FORTIFICADA COM PADROES DE HPA (1 ug g') E
PADRAO SUB-ROGADO (0,31 ug g'), UTILIZANDO 10 mL DE ACN COMO SOLVENTE
EXTRATOR.
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Devido a esses fatores, viu-se a necessidade de realizar a etapa de clean up

para remoc¢ao dos interferentes e preservagao da coluna cromatografica.

4.3.2 Extracao de HPA por VA-MSPD com etapa de clean up

A solugcado obtida apds redissolugao do extrato em 1 mL de n-hexano era
translucida e ndo havia sdélidos em suspensdo, o que indica que os solidos
observados na etapa sem clean up podem ser de interferentes de alta polaridade,
que foram adsorvidos pelo Florisil ® nessa etapa de limpeza. O extrato final (1 mL)
foi entdo injetado no GC-MS no modo SCAN.

Florisil® (Mg-Al(SiO4)n) possui alta polaridade e é um dos sorventes mais
utilizados em aplicagbes ambientais devido a sua alta eficiéncia na remogao de
impurezas hidrofilicas, gracas a sua capacidade de adsor¢ao (Hoff & Pizzolato,
2018; Caldas et al., 2013). Villaverde-de-Saa e colaboradores (2013) avaliaram a
eficiéncia de diferentes sorventes na etapa de limpeza para a extragdo de
retardantes de chama halogenados em moluscos por MSPD e concluiram que os
extratos mais limpos foram obtidos com o uso de Florisil®. Para isto, foram utilizados
0,5 g de amostra e 0,5 g de sorvente PSA (amina primaria secundaria, do inglés

Primary Secondary Amine) na etapa de MSPD e 2,0 de Florisil® como sorvente
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auxiliar na etapa de limpeza, promovendo boas recuperagdes para os analitos
nessas condicoes.

O cromatograma obtido para a extragao assistida por vortex com etapa de
clean up esta apresentado na Figura 10. O mesmo (representado em preto) foi
sobreposto ao cromatograma obtido na etapa de extragéo assistida por vértex sem a

etapa de clean up (representado em rosa).

FIGURA 10 — ROSA: CROMATOGRAMA OBTIDO VIA GC-MS NO MODO FULL SCAN, APOS
PROCEDIMENTO DE EXTRACAO EM AMOSTRA DE PEIXE FORTIFICADA COM PADROES DE
HPA (1 ug g') E PADRAO SUB-ROGADO (0,31 pg g'), UTILIZANDO 10 mL DE ACN COMO
SOLVENTE EXTRATOR E SEM REALIZAR A ETAPA DE CLEAN UP. PRETO: MESMAS
CONDICOES, POREM, COM ETAPA DE CLEAN UP, UTILIZANDO FLORISIL COMO SORVENTE.
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Como nao houve melhoras ao utilizar esse procedimento de limpeza, tendo
em vista que os picos interferentes que aparecem em, aproximadamente, 33 e 35
min, ndo foram eliminados nem quando se utilizou o0 modo de varredura SIM e
coeluiram com os HPA de maior massa molar, interferindo na analise quantitativa
dos mesmos. Como mencionado anteriormente, de acordo com a Biblioteca do
Espectro de Massas da NIST, os picos podem ser referentes a lipidios, entdo, optou-
se por estudar outro procedimento de clean up, utilizando sorventes auxiliares

menos polares em relagao ao Florisil®.

4.3.3 Extracdo de HPA com etapa de clean up em coluna de vidro, utilizando silica e

alumina como fases estacionarias

No trabalho apresentado por Taverna (2011), realizado no GQA, a etapa de
clean up, utilizando silica e alumina como sorventes auxiliares, foi otimizada para

melhor remocé&o de interferentes e extracdo de HPA na matriz estudada. A silica (-



52

Si-OH) e a alumina neutra (Al203), sdo fases estacionarias de carater polar
amplamente utilizadas na etapa de limpeza para a remocgao de interferentes de
carater lipofilico de amostras de tecido bioldgico (Collins, 2006; Caldas et al., 2013).
O aparato montado para extragao de HPA de tecido de peixe com etapa de clean up
em coluna de vidro, como previamente descrito no item 3.10, esta apresentado na
Figura 11 e o cromatograma obtido apds o procedimento de extracdo e clean up

esta apresentado na Figura 12.

FIGURA 11 — COLUNA UTILIZADA NA ETAPA DE CLEAN UP, EMPACOTADA COM 2, 0 g DE
SILICA, 1,0 g DE ALUMINA, E CONTENDO O SOLIDO HOMOGENEO PROVENIENTE DA ETAPA
DE MSPD.

FIGURA 12 — CROMATOGRAMA OBTIDO VIA GC-MS NO MODO FULL SCAN, APOS
PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO EM AMOSTRA DE PEIXE FORTIFICADA COM PADROES DE
HPA (1 pg g') E PADRAO SUB-ROGADO (0,31 ug g'), E CLEAN UP EM COLUNA DE VIDRO,
CONTENDO SILICA E ALUMINA COMO SORVENTES AUXILIARES, E UTILIZANDO 10 mL DE
ACN COMO SOLVENTE DE ELUICAO.
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Essa etapa de clean up se mostrou eficiente na remocao dos interferentes
que apareciam em, aproximadamente, 33 min de corrida, o que indica a eficiéncia da
silica e alumina na remoc¢ao dos interferentes. Conforme consulta na Biblioteca do
Espectro de Massas da NIST, o pico em aproximadamente 17,5 min pode ser
referente a alcanos de cadeia longa, possivelmente do sal HDMIM-Br. Apesar da
alta intensidade de sinal, o pico é eliminado ao utilizar o modo de varredura SIM,
assim como nao coelui com nenhum analito e ndo causa saturagao no detector. O
possivel sal também é completamente eliminado ao passar o branco de gas e/ou
solvente, ndo comprometendo a vida util da coluna cromatogréfica. Devido a esses
fatores, optou-se por utilizar a etapa de clean up nessas condicbes apresentadas

para os proximos experimentos.

4.3.4 Avaliagao de parametros do método

Todos os procedimentos de extracao relatados a seguir foram realizados em

triplicata e injetados no sistema cromatografico no modo de varredura SIM.

Escolha do solvente de eluicdo

Os solventes estudados na extragao de HPA de tecido de peixe com etapa
de clean up em coluna de vidro foram os mesmos descritos no item 4.3.1. A média
dos percentuais de recuperacdo obtidos para cada um dos solventes estdo
mostrados na Figura 13. A recuperagao média do padrao sub-rogado (p-terf-d14) foi
igual a 111 + 4% ao utilizar ACN, 109 + 3% ao utilizar DCM e 112 + 3% ao utilizar
DCM:HX, o que comprova a eficiéncia de extragdo da metodologia inicialmente
proposta. Ja para 16 HPA, a recuperacédo média variou de 7 a 128% ao utilizar ACN,
10 a 134% ao utilizar DCM e 8 a 135% ao utilizar DCM:HX. Os baixos percentuais
de recuperacao obtidos para os HPA de menor massa molar - Naf, Aci, Ace e Flu,
podem estar relacionados com a perda por volatilizagdo na etapa de secagem do
solvente, devido as suas maiores pressdes de vapor quando comparados aos
demais. Esses resultados também corroboram com estudos feitos por Sampaio
(2016), que obteve recuperagdes abaixo de 80% para Naf, Aci e Ace na extragao de

HPA por MSPD, utilizando C1s como suporte solido e ACN como solvente de eluigéo.



54

Ferreira et al. (2012) constataram que, quando ha a secagem completa do
solvente, a recuperagdao dos HPA pode variar de 2 a 82%, sendo as baixas
recuperagcdes associadas aos compostos de menor massa molar. Quando o
solvente foi seco para, aproximadamente 1,0 mL, havia um aumento nas
porcentagens de recuperagdo desses compostos de 50 a 97%, porém, essa
abordagem reduziu o rendimento analitico, além de induzir a erros devido a
dificuldade em alcancar o volume aproximado em 1,0 mL antes da etapa de

quantificacao.

FIGURA 13 — RECUPERACAO MEDIA DOS COMPOSTOS APOS FORTIFICACAO COM PADROES
DE HPA (1 ug g') E PADRAO SUB-ROGADO (0,31 ug g') UTILIZANDO 0,5 g DE MASSA DE
AMOSTRA, 0,5 g DE MASSA DE SUPORTE SOLIDO E 10,0 mL DE SOLVENTES DE DIFERENTES
POLARIDADES.
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Ao utilizar ACN, a recuperacdo da maioria dos compostos se encontra na
faixa de 80 a 120%, além de ser o solvente que apresentou menores valores de
desvio padréo relativo (Relative Standard Deviation, RSD) (desvios < 6%). Além de
ser um solvente n&o-toxico, o uso de ACN reduz a coextragdo de lipidios presentes
na matriz (Caldas et al., 2013) e os resultados corroboram com estudos ja realizados
por Vilela Junior (2017), Sampaio (2016), Pensado et al. (2005), que realizaram a
extracdo de HPA por MSPD em biota aquatica, utilizando ACN como solvente
extrator. Devido a esses fatores, ACN foi escolhido como solvente de eluicdo nas

etapas seguintes.
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Avaliacdo da massa de amostra

No que se refere a extracdo por MSPD em amostras bioldgicas, sao
empregadas massas de amostra que variam de 0,2 a 3,0 g. Portanto, com o intuito
de avaliar a eficiéncia de extragao de HPA ao utilizar uma massa de amostra menor,
0,3 g de tecido muscular de peixe foi utilizado nessa etapa. Os dados obtidos de

recuperagcao media dos compostos em estudo estdo apresentados na Figura 14.

FIGURA 14 — RECUPERAGAO MEDIA DOS COMPOSTOS APOS FORTIFICAGAO COM PADROES
DE HPA (1 pg g*') E PADRAO SUB-ROGADO (0,31 ug g') UTILIZANDO 0,3 g DE MASSA DE
AMOSTRA E 10,0 mL DE ACN COMO SOLVENTE DE ELUICAO.
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A recuperacdo média dos compostos variou de 9 a 115%, com RSD
menores que 9%, indicando que uma menor massa de amostra nao afeta
significativamente a eficiéncia de extracdo. Esse resultado estd de acordo com
estudos feitos por Ziarrusta e colaboradores (2015), que utilizaram 0,3 g de amostra
de molusco e 0,3 g de suporte sélido para a extracdo de HPA prioritarios (exceto o
naftaleno), entre outros compostos, por MSPD, e posterior determinagao por GC-
MS, obtendo recuperagdes que variaram de 69 a 117%.

Quando se trata de amostras complexas como tecido biolégico, a massa de
amostra utilizada em MSPD mais comumente relatada na literatura é igual a 0,5 g
(Pensado et al, 2005; Villaverde-de-Saa et al., 2013; Sampaio, 2016; Vilela Junior,

2017). Tendo em vista que, ao utilizar 0,3 g de tecido de peixe, a recuperagao media
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da maioria dos HPA ficou entre 70 a 120%, essa foi a massa de amostra escolhida

para a realizagao das etapas seguintes.

Avaliacdo da massa de sorvente

Segundo Capriotti et al. (2015), a propor¢ao entre a massa de amostra e do
sorvente utilizado varia de 1:1 a 1:4. Essa variagdo ocorre devido a combinacao de
diferentes fatores como o tipo de sorvente empregado, da amostra em estudo, do
solvente extrator utilizado e das caracteristicas dos analitos a serem quantificados.
Conforme mencionado por Dérea (2015), o ideal é que o solido obtido apds a etapa
de homogeneizagdo esteja com aspecto pulverulento, para que haja maior
penetragcdo do eluente na amostra. Portanto, avaliou-se a eficiéncia de extragdo ao
utilizar a proporgao 1:1 e 1:2 de massa de amostra e massa de sorvente. Para isto,
0,3 g de tecido muscular de peixe foi fortificado como ja mencionando anteriormente
e a esta amostra foram adicionados 0,3 g de MMT-HDMIM-Br e 0,5 g de Na2S0O«4
(proporgao 1:1) e 0,6 g de MMT-HDMIM-Br e 0,5 g de Na2S0O4 (proporcéao 1:2). O
processo de extragdo de ambas as amostras ocorreu como ja descrito no item 3.8 e
etapas anteriores. O extrato final (1 mL em n-hexano) de ambas foi injetado no
sistema cromatografico e os dados obtidos de recuperagcdao média dos compostos
em estudo estdo apresentados na Figura 15.



57

FIGURA 15 - RECUPERAGAO MEDIA DOS COMPOSTOS APOS FORTIFICACAO COM PADROES
DE HPA (1 ug g') E PADRAO SUB-ROGADO (0,31 ug g-') UTILIZANDO A PROPORCAO 1:1 E 1:2
DE MASSA DE AMOSTRA:MASSA DE SORVENTE, E 10,0 mL DE ACN COMO SOLVENTE DE
ELUICAO.
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A recuperacao média dos compostos utilizando a propor¢ao 1:1 variou de 11
a 111%, com valores de RSD menores que 6%, enquanto a recuperagao media dos
compostos utilizando a proporcao 1:2 variou de 16 a 136%, com valores de RSD que
chegaram a 17%.

A maior recuperagao para os compostos utilizando a proporgao 1:2 de
massa de amostra e massa de sorvente pode ser explicada devido ao fato de uma
maior massa de sorvente promover um aumento nos sitios de sor¢ao disponiveis e,
consequentemente, um aumento na extragdo de interferentes presentes na matriz.
Observa-se que alguns compostos apresentaram recuperagdes acima de 120% ao
utilizar essa proporgéo, indicando um efeito de matriz, o que altera a eficiéncia da
ionizagao dos analitos, enriquecendo, nesse caso, o sinal dos mesmos (Rodrigues,
2010; Vilela Junior, 2017). Portanto, a proporgéo 1:1 de massa de amostra e massa
de sorvente foi a escolhida como condigdo de compromisso para a extragao de HPA
em tecido de peixe.

Outros estudos encontrados na literatura, porém poucos, utilizaram a mesma
proporgao, como Ziarrusta e colaboradores (2015), citado no item anterior, que
utilizaram 0,3 g de massa de amostra e 0,3 g de massa de Florisil® como sorvente,
além de 4,0 g de silica ativada e 25,0 mL de DCM como solvente de elui¢do para

extragao de poluentes organicos de amostras de moluscos.
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Diante disso, as condicdes de compromisso para a extracdo de HPA de
tecido muscular de peixe por MSPD foram 0,3 g de amostra, 0,3 g de suporte solido,
0,3 g de agente secante e 10 mL de ACN como solvente extrator, que foram
utilizados para as etapas seguintes.

Com base no estabelecimento das condi¢bes de compromisso, o LOQ do
método (LOQm) para cada um dos 16 HPA prioritarios pode ser estimado e esta

apresentado na Tabela 9.

TABELA 9 — LOQw PARA CADA UM DOS 16 HPA E DO PADRAO SUB-ROGADO, EM ng g™
Composto LOQwm

Naf 2,54
Aci 1,85
Ace 1,41
Flu 1,20
Fen 5,06
Ant 9,33
Fla 3,55
Pir 4,05
BaA 3,77
Cris 2,41
BbF 4,48
BkF 8,15
BaP 3,90
IP 6,37
DahA 2,18
BghiP 5,71
p-terf-d14 1,13

Os valores de LOQwm para os HPA variam de 1,20 a 9,33 ng g' e para o
padrao sub-rogado é igual a 1,13 ng g™'. Ziarrusta e colaboradores (2015) fizeram o
uso da MSPD para determinar, entre outros poluentes organicos, 15 HPA em
moluscos por GC-MS e obtiveram LOQw na faixa de 3,1 a 44 ng g-'. Sampaio (2016)
utilizou a MSPD para determinar 16 HPA em caranguejo por GC-MS e obteve LOQwm
na faixa de 0,6 a 9,8 ng g™'. Portanto, ao comparar os LOQwm obtidos com dados da
literatura, pode-se afirmar que o método proposto possui uma boa detectabilidade
para a classe de compostos em estudo.

4.4 AVALIACAO DO USO DA MONTMORILONITA NAO MODIFICADA COMO
SUPORTE SOLIDO
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Uma das finalidades do suporte solido € promover a ruptura da estrutura
fisica da amostra, formando um sélido pulverulento e homogéneo. A MMT, quando
utilizada sem a modificagdo na etapa de maceracédo do suporte sélido com o tecido
muscular de peixe umido, formou um solido de superficie lisa, que ficou impregnado
nas paredes do almofariz (Figura 16A). Isso pode ser explicado devido ao fato da
MMT nao modificada ter grande capacidade de absor¢céo de agua e propriedades
plasticas. A agua funciona como um lubrificante e, ao entrar em contato com as
folhas presentes na estrutura da MMT in natura, faz com que estas deslizem umas
sobre as outras, o que torna sua superficie extremamente lisa (BRASIL. Servigo
Geoldgico do, 2014). Isso dificulta a transferéncia de todo o sélido do almofariz para
a coluna de vidro, o que resulta em perdas da amostra na etapa de maceragao e
torna a MMT nao modificada inviavel de ser utilizada como suporte sélido na

presenca de uma amostra contendo agua.

_FIGURA 16 — A) ASPECTO DO SOLIDO PROVENIENTE DA MACERAGCAO DE 0,3 g DE
MUSCULO DE PEIXE COM 0,3 g DE MMT IN NATURA. B) SOLIDO PROVENIENTE DA MSPD
DISPOSTO NA COLUNA DE VIDRO.

Mesmo assim, o solido foi adicionado ao topo da coluna de clean up (Figura
16B) como descrito no item 3.11 e o extrato final foi injetado no sistema
cromatografico a fim de avaliar a capacidade sortiva da MMT sem modificac&o frente

a compostos organicos. A Figura 17 mostra as recuperagdes dos 16 HPA, que
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variaram de 0 a 64% e do padrdo sub-rogado que foi igual a 57%. A figura também
mostra as recuperagdes dos HPA quando se utiliza a MMT-HDMIM-Br como suporte
sélido nas mesmas condi¢gdes experimentais, que variam na faixa de 11 a 111% e
do padrao sub-rogado, que foi igual a 103%.

Os resultados mostrados na Figura 17 evidenciam que a MMT sem
modificagdo nao se constitui em um suporte solido adequado para a extragdo de
HPA de tecido muscular de peixe por MSPD. Observa-se, também, que o
argilomineral ndo é capaz de sorver satisfatoriamente os HPA presentes na amostra

em estudo.

FIGURA 17 — RECUPERACAO DOS COMPOSTOS APOS FORTIFICACAO COM PADROES DE
HPA (0,33 pg g') E PADRAO SUB-ROGADO (0,10 ug g™'), UTILIZANDO 0,3 G DE MASSA DE
AMOSTRA, 0,3 G DE MASSA DE SUPORTE SOLIDO E 10 mL DE ACN COMO SOLVENTE DE
ELUICAO.
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4.5 ESTIMATIVA DA PRECISAO E EXATIDAO DA METODOLOGIA PROPOSTA

Para se ter uma estimativa da precisao, por meio da repetibilidade, e da
exatiddo do método proposto, foram realizadas trés determinagdes que contemplam
o nivel intermediario da faixa linear, igual a 250 ug L', como descrito no item 3.12.
Essas determinagdes foram feitas adicionando-se concentragbes conhecidas da
solugado padrdao de HPA prioritarios na amostra e os resultados obtidos, em termos
de recuperacao dos compostos, estdo apresentados na Figura 18, juntamente com o
RSD referente a cada um deles.
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A faixa de recuperacdo média obtida para os HPA prioritarios foi de 24% a
92% e a do padrdo sub-rogado p-terf-d14 foi de 72%, sendo esses valores
considerados satisfatorios para a grande maioria dos compostos. Os HPA de menor
massa molar como Naf, Aci e Ace apresentaram recuperacoes abaixo de 70% em
funcdo de perdas por volatilizagdo, que ocorrem, possivelmente, ao longo das
etapas de concentracdo e extracdo, o que ficou evidenciado pelos testes de
recuperacao apresentados para essas etapas. Os valores de RSD para os
compostos em estudo variaram de 7,0% a 16%, sendo esses valores considerados
satisfatérios, uma vez que, em analise de tracos, valores de até 20% sio aceitos
(ANVISA, 2017).

FIGURA 18 — RECUPERACAO MEDIA (n=3) DOS COMPOSTOS APOS ADIGCAO DA SOLUCAO
PADRAO DE HPA PRIORITARIOS E PADRAO SUB-ROGADO (AMBOS A 0,21 ug g'), UTILIZANDO
0,3 G DE MASSA DE AMOSTRA, 0,3 G DE MASSA DE SUPORTE SOLIDO E 10 mL DE ACN
COMO SOLVENTE DE ELUICAO.
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metodologia proposta, parametros de precisdo, exatiddo e seletividade devem ser
avaliados. Portanto, destaca-se aqui, a necessidade de uma avaliagdo completa da
precisao e exatidao, com ensaios de recuperag¢ao (n=3) da adicao de concentragdes
conhecidas do padrao de HPA prioritarios e do padrdo sub-rogado na amostra, que
contemplem outros dois niveis de concentragdo (um baixo e um alto) do método

analitico.
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A seletividade pode ser avaliada pelo efeito matriz através da comparacéao
entre a resposta da curva analitica preparada no extrato branco da matriz em fungao
da resposta da curva analitica preparada no solvente puro. Esse estudo é de
fundamental importancia para avaliar se a matriz contribui para a redugéo e/ou

aumento da resposta obtida para cada analito em estudo (Wang et al., 2007).

4.6 APLICACAO DA METODOLOGIA PROPOSTA EM AMOSTRAS REAIS

Foram avaliadas 12 amostras de tecido de peixe: 4 amostras controle (CT),
as quais nao foram expostas as concentracdes letais da FSA G, 4 amostras que
foram expostas a concentragéo letal de FSA G para 10% da populagao (CL10) e 4
amostras que foram expostas a concentracdo letal de FSA G para 50% da
populagdo (CLso). As concentragdes dos HPA, em ng g, encontradas em cada uma

das amostras esta apresentada na Tabela 10.

TABELA 10 — CONCENTRACAO DE CADA UM DOS HPA (ng g, MASSA UMIDA) ENCONTRADO
NO TECIDO MUSCULAR DE PEIXE.

HPA CTA CTB CTC CTD|CLoA CLioB CLioC CLioD | CLso A CLsp. B CLso C CLso_D
Naf <0,77 <0,77 <0,77 <0,77 <2,54 <0,77 <0,77 <0,77 <0,77 <0,77 <0,77 <0,77
Aci <1,85 <0,56 <0,56 <0,56 | <0,56 <0,56 <0,56 <0,56 <0,56 <0,56 <0,56 <0,56
Ace <0,43 <043 <043 <043 | <043 <0,43 <0,43 <0,43 <0,43 <0,43 <0,43 <0,43
Flu 2,74 1,21 <1,20 <1,20 2,59 1,71 5,95 5,64 1,98 1,68 <1,20 <1,20
Fen 7,92 <5,06 <5,06 <5,06 7,10 5,08 15,15 13,08 <5,06 <5,06 <5,06 5,69
Ant <2,83 <2,83 <283 <2,83 | <2,83 <2,83 <2,83 <2,83 <2,83 <2,83 <2,83 <2,83
Fla 3,71 nd <3,565 <3,55 | <3,55 <3,55 <3,55 <3,55 3,59 <3,55 3,70 <3,55
Pir <1,23 <123 <123 <123 | <1,23 <1,23 <1,23 <1,23 <4,05 <1,23 <4,05 <1,23
BaA 40,73 <114 <114 10,72 | <1,14 <1,14 18,87 34,72 7,11 <3,77 8,32 14,14
Cris 40,01 30,13 24,88 10,62 | 20,43 24,46 18,50 33,98 23,63 23,00 23,53 17,64
BbF 26,64 <448 <4,48 <448 | <4,48 <4,48 <1,36 <4,48 15,09 6,94 16,03 4,62
BkF <8,15 <8,15 <247 <8,15 | <247 <2,47 <2,47 <2,47 10,52 <8,15 12,14 <8,15
BaP <3,90 <3,90 <390 4,33 <3,90 <3,90 <1,18 <1,18 14,60 7,51 14,85 5,58
IP nd nd <6,37 <6,37 nd <6,37 <6,37 <6,37 nd nd nd nd
DahA 5,47 3,38 nd 6,03 3,58 nd 8,13 8,47 15,27 7,55 17,88 6,30
BghiP 16,89 <571 <571 <571 <5,71 <5,71 <1,73 <1,73 10,94 5,75 12,49 <5,71
>HPA 144,11 34,72 24,88 31,70 | 33,70 31,25 63,44 95,89 102,73 52,43 108,94 53,97

nd = nao detectado

Nas amostras CT, apenas o Cris foi encontrado em praticamente todas as
amostras, com concentragdes que variaram de 24,88 a 40,01 ng g (massa umida).
Flu, Fen, Fla, BaA, BbF, Bkf, DahA e BghiP também foram encontrados, porém,
apenas em algumas amostras. Nas amostras CL+1o, Flu, Fen e Cris foram

encontrados em todas as amostras com concentragdes que variaram de 1,71 a 5,95
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ng g1, 5,08 a 15,15 ng g’ e 18,50 a 33,98 ng g' (massa umida), respectivamente.
BaA DahA também foram encontrados, porém, ndo foram comuns a todas as
amostras. Nas amostras CLso, o Cris, BbF, BaP e DahA foram encontrados em todas
as amostras com concentragbes que variaram de 17,64 a 23,63 ng g™, 4,62 a 16,03
ng g', 5,58 a 14,85 ng g' e 6,30 a 17,88 ng g' (massa Umida), respectivamente.
Flu, Fen, Fla, BaA, BkF e BghiP também foram encontrados, porém, ndo sao
comuns a todas as amostras.

Devido as suas propriedades lipofilicas, os HPA (principalmente os de maior
massa molar) tendem a se acumular em tecidos com maior conteudo lipidico, como
visceras, cérebro e figado quando comparados com o musculo (Xu et al., 2011;
Zhao et al., 2014). No entanto, o maior conteudo lipidico de um determinado tecido
nao € um fator determinante da maior concentracdo de HPA encontrada no mesmo,
como mostra um estudo feito por Xu e colaboradores (2011). No referido estudo,
foram avaliados os niveis dos HPA prioritarios acumulados nos tecidos hepaticos,
cerebrais, branquiais e musculares de quatro espécies de peixes de agua doce
comestiveis (carpa cruciana, peixe cabeca de cobra, carpa capim e carpa prateada).
O tecido que apresentou maior conteudo lipidico para todas as espécies foi o
cérebro, assim como nesse tecido foram encontradas as maiores concentragdes do
YHPA, exceto para a carpa cruciana, que apresentou a maior concentragao do
> HPA no tecido muscular.

As concentracdes de HPA presente no tecido de peixe sao influenciadas néo
sO pelas propriedades fisico-quimicas de cada HPA, como o Kow por exemplo, mas
também pelo conteudo lipidico, metabolismo e nivel trofico de cada espécie, além do
grau de contaminagao por HPA no ambiente aquatico em questdo (Xu et al., 2011;
Yu et al., 2019). Como os peixes utilizados nesse experimento foram expostos aos
ensaios de toxicidade exclusivamente para aplicagdo do método analitico
desenvolvido, qualquer consideracdo de natureza ambiental seria meramente
especulativa.

Conforme o NOAA, a maioria das amostras analisadas enquadram-se na
categoria de minimamente contaminadas, por conter o YHPA entre 10 e 99 ng g™".
Cabe ressaltar que n&o ha legislacdo brasileira especifica que determine a
concentragcdo maxima permitida de HPA em amostras de peixe. Apenas o BaP é

mencionado em alguns produtos especificos, direcionando os estudos
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desenvolvidos nacionalmente a se adaptarem a regulamentagdes de outros paises.
Diante disto, pode-se afirmar que ha a necessidade do desenvolvimento de
ferramentas de controle e gestdo ambiental a nivel nacional que estabelegcam os
niveis maximos permitidos dos HPA prioritarios, ou pelo menos dos considerados
potencialmente carcinogénicos, em alimentos de origem aquatica.

Como os HPA séo lipofilicos, eles tendem a se acumular em tecidos com
maior conteudo lipidico, como musculo e figado. Um estudo feito por Frapiccini e
colaboradores (2018) mostrou que o maior teor lipidico do tipo de tecido ndo esta
diretamente relacionado com a maior acumulacdo de HPA no mesmo e que o
conteudo lipidico ndo pode ser o unico fator determinante da bioacumulacdo de HPA

no tecido.

4.7 AVALIACAO DA AGUA UTILIZADA NO EXPERIMENTO ENVOLVENDO
AMOSTRAS REAIS

Foram avaliadas 6 amostras de agua: 2 amostras controle (CT), as quais
nao foram expostas as concentracdes letais da FSA G, 2 amostras que foram
expostas a concentracéao letal de FSA G para 10% da populagéo (CL10) € 2 amostras
que foram expostas a concentragao letal de FSA G para 50% da populagao (CLso).
As concentragdes dos HPA, em ng g', encontradas em cada uma das amostras esta

apresentada na Tabela 11.

TABELA 11 — CONCENTRAGCOES DE HPA (ug L") DETERMINADAS EM AMOSTRAS AQUOSAS
CONTENDO FRACOES SOLUVEIS DA GASOLINA

Composto CT_A CT_B CLiwo_,A CL1io B CLsi A CLso_B

Naf <0,10 nd 66,52 65,18 109,59 70,04
Aci nd nd nd nd nd nd

Ace <0,03 <0,03 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Flu <0,03 <0,03 <0,10 <0,10 0,11 <0,10
Fen <0,03 <0,03 <0,10 <0,10 0,10 <0,10
Ant <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,10 <0,03
Fla <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Pir <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
BaA <0,10 <0,10 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Cris <0,10 <0,10 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
BbF <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
BkF <0,10 <0,10 <0,10 0,10 <0,10 0,10
BaP <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 0,10 <0,10
IP <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,03 <0,03

DahA <0,10  <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
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BghiP <0,10  <0,10 <0,10 <0,03 <0,03 <0,03

nd: ndo detectado; <0,03 abaixo do limite de detecgédo e <0,10 abaixo do limite de quantificagio.

Os resultados mostram que, para todas as amostras analisadas, as
concentracdes de quase todos os HPA estdo abaixo do LOQwm, exceto para o Aci,
que nao foi detectado em nenhuma amostra, e para o Naf, na qual as concentragbes
encontradas nas amostras CL1o_A e CL10_B s&o, respectivamente 66,52 e 65,18 ug
L' e nas amostras CLso_A e CLso_B séo, respectivamente 109,59 e 70,04 ug L.

A solubilidade em agua de cada um dos HPA varia entre os altamente
insoluveis, como o BghiP, a pouco soluveis, como o Naf. Os HPA de menor massa
molar tendem a se associar a matéria organica dissolvida ao entrar em contato com
0 meio aquatico, enquanto os de maior massa molar (5 ou 6 anéis) se associam ao
material organico particulado e, consequentemente, se depositam nos sedimentos
(Behera et al.,, 2018). Portanto, era esperado que a concentragdo dos HPA
encontrada nas amostras em estudo fosse baixa, exceto para o Naf, que possui
solubilidade igual a 32 mg L.

Os resultados obtidos estdo de acordo com estudos publicados por
Rodrigues e colaboradores (2010), que avaliaram os danos causados as larvas
Odontesthes argentinensis quando expostas a diferentes fracdes soluveis em agua
de petréleo, diesel e gasolina. Nas aguas contaminadas com 100 % da fragéo
soluvel da gasolina nao foi detectado nenhum HPA, exceto o Naf, que foi
quantificado numa concentragéo igual a 403,04 ug L.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A realizagdo dos experimentos descritos na presente pesquisa permitiu
concluir que a MMT-HDMIM-Br mostrou ser um suporte sélido promissor na extragao
de HPA por MSPD, sendo capaz de romper a estrutura fisica do tecido de peixe e
sorver os compostos em estudo, os quais puderam ser separados e quantificados
por GC-MS.

A etapa de clean up, utilizando coluna de vidro contendo silica e alumina
neutra como fases estacionarias, mostrou-se necessaria na remog¢ao de espécies
enddgenas presentes na matriz, tendo em vista o alto teor lipidico presente na
amostra estudada, favorecendo uma melhoria nos sinais analiticos dos compostos
em estudo.

Os parametros como polaridade do solvente de eluicdo, massa de amostra e
massa de suporte soélido foram otimizados e recuperagdes na faixa de 70 a 120 %
foram obtidas para a maioria dos compostos ao utilizar 10 mL de ACN e uma
proporgcao de 1:1 de massa amostra e massa de suporte sélido.

Os limites de quantificagdo do método variaram na faixa de 1,20 a 9,33 ng g
', enquanto a precisdo e exatiddo intermediarias variaram de 70 a 92% para a
maioria dos compostos, indicando boa sensibilidade e aplicabilidade satisfatéria para
0s compostos em estudo.

O método proposto foi aplicado em amostras de peixe contaminadas com a
fracdo soluvel da gasolina (CL1o E CLso) em agua, as quais apresentaram Criseno,
HPA considerado possivelmente carcinogénico pela IARC, comum a todas as

amostras.
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APENDICE 1 - CROMATOGRAMA PARCIAL DE CADA UM DOS 16 HPA

Parcial do cromatograma, no modo SIM, de cada um dos 16 HPA
prioritarios, 5 padrdes internos e padrdo sub-rogado na concentragdo de 1 mg L,
contendo seus respectivos ions de quantificacdo (primeiro ion) e de confirmagéo

(segundo e terceiro ions).
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