UFRRJ
INSTITUTO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAE
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TESE

OTIMIZACAO DA SEPARACAO DE HIDROCARBONETOS
POLICICLICOS AROMATICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA UTILIZANDO METODOLOGIA DA
SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA ANALISE DE AMOSTRAS DE
MEXILHAO E SALMAO DEFUMADO

Claudio Roberto Ribeiro Bobeda

2014



aL RUR
<& AL o

A
.
o

S\DAp
\*\\\ﬁ?\ £
N
o
Y
INyr3q O

UFRR]

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLGIA
DEALIMENTOS

OTIMIZACAO DA SEPARACAO DE HIDROCARBONETOS
POLICICLICOS AROMATICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA UTILIZANDO METODOLOGIA DA
SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA ANALISE DE AMOSTRAS DE
MEXILHAO E SALMAO DEFUMADO

CLAUDIO ROBERTO RIBEIRO BOBEDA

Sob a orientacéo do Professor
Ronoel Luiz de Oliveira Godoy

Tese submetida como requisito parcial para
obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias, no
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, area de concentracdo
em Ciéncia dos Alimentos.

Seropédica, RJ
Outubro/2014



664.949
B6630
T

Bobeda, Claudio Roberto Ribeiro, 1965-

Otimizacgdo da separacgao de hidrocarbonetos
policiclicos aromdticos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia utilizando metodologia da superficie
de resposta para andlise de amostras de mexilhdo e
salmdo defumado / Cladudio Roberto Ribeiro Bobeda. -
2014.

124f.: il.

Orientador: Ronoel Luiz de Oliveira Godoy.

Tese (doutorado) - Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Curso de Pdés-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos.

Bibliografia: f£. 79-89.

1. Mexilhdo - Composicdo - Teses. 2. Salmdo -
Composicdo - Teses. 3. Hidrocarbonetos policiclicos
aromadticos - Teses. 4. Alimentos - Contaminacdo -

Teses. 5. Cromatografia a ligquido de alta eficiéncia
— Teses. I. Godoy, Ronoel Luiz de Oliveira, 1951-
IT. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Curso de Pobs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos. III. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA . A
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE

ALIMENTOS

CLAUDIO ROBERTO RIBEIRO BOBEDA

Tese submetida como requisito parcial para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias ao
Programa de P6s-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos na &rea de concentracdo
em Ciéncia dos Alimentos.

TESE APROVADA EM 08 DE OUTUBRO DE 2014.

Ronoel Luiz de Oliveira Godoy (D.Sc.) Embrapa
(Orientador)

Maria Ivone Martins Jacintho Barbosa (D.Sc.)UFRRJ

Simone Pereira Mathias (D.Sc.)UFRRJ

Helena de Souza Torquilho (D.Sc.) IFRJ

Renata Galhardo Borguini (D. Sc.) Embrapa
iii



DEDICATORIA

Aos meus pais Roberto e Marilii (in memorian) pelo amor, dedicacdo e disciplina
que tanto contribuiram para minha formagdo ética e intelectual.
Meus exemplos de vida.

Aos meus irmdos Marcia, Alexandre e Roberto Jiunior pelo carinho e estimulo
para a realizagdo deste trabalho.



“Se eu vi mais longe,
foi por estar de pé sobre
ombros de gigantes.”

Isaac Newton



AGRADECIMENTOS
Ao D.Sc. Ronoel Luiz de Oliveira Godoy pela orientacdo, apoio, incentivo ,amizade,
paciéncia e por acreditar tanto em mim.

A D.Sc. Helena de Souza Torquilho pelas incansaveis correcdes, apoio, incentivo, amizade,
paciéncia e por acreditar tanto em mim.

A D.Sc. Renata Galhardo Borguini pela colaboracéo.
A D.Sc. Simone Pereira Mathias pela colaboracéo.

A D.Sc. Maria Yvone Martins Jacintho Barbosa pelo apoio e colaboragdo nos momentos de
dificuldades e pelo empenho na coordenacéo do PPGCTA.

Ao D.Sc. Sidney Pacheco pela colaboracao, e discussdes relevantes

A Lucimar Starck Teixeira pelo apoio e ajuda nos momentos de dificuldades e pelo empenho
na coordenacao do PPGCTA.

A Embrapa Agroindustria de Alimentos e ao Instituto Federal do Rio de Janeiro pela
viabilizacéo deste trabalho.

Ao programa de pos-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

As colegas do Laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa, Manuela Cristina
Pessanha de Araujo Santiago e Ana Cristina Miranda Senna Gouvea pelas boas conversas..

Com carinho especial, agradeco a Suellen que tanto colaborou com esse trabalho, nas
tarefas de bancada.

Ao Professor José da Silva Martins Filho pela colaboracéo na revisdo dos textos e na escrita
deste trabalho.

Aos amigos do IFRJ, Ana Maria, Marcia Angélica, André Coelho e André Eidler, Vera
Gomes e Vania Caldas que de forma carinhosa e paciente, direta ou indiretamente,
colaboraram com compreensdo, incentivo e seus conhecimentos para a realizacdo deste
trabalho.

A Alice Vinhaes, minha “guru”, que com suas sabias palavras e orientacoes, contribuiu de
forma decisiva para que o presente trabalho fosse finalizado.

Vi



RESUMO

BOBEDA, R. R. CLAUDIO. Otimizacio da separacdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando metodologia da
superficie de resposta para andlise de amostras de mexilhdo e salmdo defumado.
Seropédica, UFRRJ, 2014. 124f. (Tese, Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Ciéncia dos Alimentos).

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) podem ser absorvidos por seres humanos
através do consumo de alimentos de origem animal e vegetal, que, por sua vez, foram
contaminados por meio do solo, ar e da &gua, ou da adogdo de técnicas de processamento
térmicos como secagem, defumacdo, tostagem e grelhagem. HPAs sdo descritos como
contaminantes em Vvarios tipos de alimentos, como: carnes preparadas em braseiros, carnes
defumadas, 6leos, gorduras, hortalicas, frutas secas, cereais e em diversas formas de pescado,
como: camardes, ostras, coquiles e mexilhGes. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho,
realizado nos Laboratérios de Cromatografia Liquida da Embrapa e do Instituto Federal do
Rio de Janeiro - Campus Nilopolis, foi otimizar a separacdo cromatografica de 16 HPAs
considerados prioritarios pela Agéncia Ambiental Americana utilizando a metodologia da
superficie de resposta para investigar a contaminacdo em amostras de mexilhdo e salméo
defumado. As amostras foram obtidas em redes de supermercados da cidade do Rio de Janeiro
e liofilizadas para conservacao e analise posterior. A otimizacdo experimental foi realizada
através da aplicagdo do delineamento composto central rotacional e da metodologia da
superficie de resposta. O preparo das amostras para analise foi realizada utilizando extracéo
por solvente em “soxhlet” ¢ a separagdo e quantificacdo dos contaminantes foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com os detectores de arranjo de diodos e fluorescéncia
com comprimento de onda variavel, acoplados em série. O tempo total de separacdo dos dos
16 HPAs foi de 21 minutos, com valores de resolugéo quantitativos (Rs> 1,5, com limites de
deteccdo e de quantificagdo que variaram de 0,0035 a 0,3523ug/Kg e 0,0107 a 0,9576ug/Kg,
respectivamente, e estdo de acordo com a legislacdo vigente da Comunidade Européia (CE
835/2011). Nas amostras de mexilhdo foram identificados os HPAs benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno,
benzo(g,h,i)perileno e indeno(cd-1,2,3)pireno, em concentragdes que variaram de 0,3548-
2,1895ug/Kg. Nas amostras de salmdo defumado foram encontrados o0s HPAs
benzo(b)fluoranteno,  benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno, em concentragdes que variaram de 0,0420-2,5052ug/Kg. Em ambas as
amostras as concentracdes destes contaminantes estdo abaixo dos limites maximos permitidos
pela Resolucdo 835/2011 da CE. Com estes resultados verifica-se que o processamento usado
no preparo desses alimentos ndo eliminou a presenca dos contaminantes, mostrando ser de
fundamental importancia o desenvolvimento ou o aperfeicoamento de metodologias analiticas
para o monitoramento de HPAs em amostras de pescado.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metodologia da superficie de
resposta, mexilhdes, salmao defumado, CLAE.
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ABSTRACT

BOBEBA, R.R.CLAUDIO. Optimization of the separation of polycyclic aromatic
hydrocarbons by high performance liquid chromatography using surface response
methodology for analysis of mussel and smoked salman samples. Seropédica: UFRRJ,
2014. 1241. (Tese, Master in Science and Technology of Food, Liquid Chromatography).

PAHs can be absorbed by humans over animal and vegetable food consumption. The
contaminated soil, air, water, or the adoption of thermal techniques for food processing such
as drying, curing, roasting and grilling may contribute to this type of contamination. Thus,
PAHSs are described in literature as contaminants in various foods such as barbecue meats,
smoked meats, oils, fats, vegetables, nuts, cereals and also in seafood like shrimp, oysters,
mollusks and mussels. These organisms are filter feeding and may accumulate PAHs due to
the metabolism characteristics. Thus, the aim of this study carried out at the Laboratories of
Liquid Chromatography of Embrapa and Federal Institute of Rio de Janeiro - Campus
Nilopolis was develop and optimize the chromatographic separation methodology of 16
USEPA priority PAHs isomers and investigate the PAHs contamination of mussels and
smoked salman imported from Chile. Samples were acquired in market places in the city of
Rio de Janeiro and lyophilized for conservation until analytical work. Analyses were
performed using high performance liquid chromatography with diode array coupled to a
variable wavelength fluorescence detector. The identification of the contaminants was
performed by comparing their UV spectra with NIST spectral library. The method validation
was performed by determining the limit of detection, limit of quantitation, linearity and
dynamic range. The total analysis time for the 16  polycyclic aromatic hydrocarbons
separation was optimized for 21 minutes with quantitative resolution values (Rs > 1,5). The
limits of detection and quantification of the method ranged from 0,0035 a 0,3523ug/Kg e
0,0107 a 0,9576ug/Kg, respectively, and are in accordance with the current legislation of the
European Community (CE 835/2011). The presence of benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno,
benzo(g,h,i)perileno e indeno(cd-1,2,3)pireno PAHs were identified in the mussel samples in
a concentration range of 0,3548-2,1895ug/Kg. Benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno PAHs were identified in
samples of smoked salman in a concentration range of 0,0420-2,5052ug/Kg. In both samples
the concentrations of these contaminants are below the maximum contamination level (MCL)
allowed by CE Resolution 835/2011. These results demonstrate that the processing used in the
preparation of these foods did not eliminate the presence of contaminants, showing the
fundamental importance for the development or improvement of analytical methodologies for
monitoring PAHSs in seafood samples.

Key words: Polycyclic aromatic hydrocarbons, surface response methodology, mussels,
smoked salman, HPLC
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1 INTRODUCAO

Devido a crescente busca por uma melhor qualidade de vida e a conscientizacdo dos
consumidores quanto ao direito de adquirir produtos seguros a saude, a seguranca alimentar
vem sendo um tema de discusséo cada vez mais relevante, pois a presenca de contaminantes
em alimentos constitui risco a salde humana. Contaminantes de alimentos sdo substancias que
podem ou ndo ser adicionadas intencionalmente aos géneros alimenticios e estar presentes em
alimentos como residuo de sua forma de producéo, de seu acondicionamento, de sua forma de
transporte, de sua armazenagem, ou ainda, ser resultado de contaminacdo pelo proprio meio
ambiente.

Contaminantes podem ser classificados como contaminantes microbioldgicos: virus,
fungos, bactérias, protozoarios ou parasitas; contaminantes quimicos: metais pesados e
poluentes organicos persisitentes (POPs), como o0s agrotoxicos, 0s pesticidas e o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS). Assim, para reduzir ao minimo o impacto
negativo dos contaminantes sobre os géneros alimenticios e sobre a saude humana, é
fundamental que sejam disponibilizados para o0 mercado produtor orientacbes e
procedimentos para a producdo de alimentos seguros. Ainda, intensificar a fiscalizagdo e o
controle de qualidade da producéo de géneros alimenticios, contribuindo para aumentar a sua
garantia de qualidade, expandir o consumo por meio da confianca do consumidor e ampliar a
participacdo comercial no mercado externo. Estas medidas também contribuirdo para a
superacdo das barreiras ndo tarifarias impostas por paises importadores, baseadas em normas
sanitarias e fitossanitarias, regulamentos técnicos ou de conformidade que sdo usadas como
barreiras comerciais e protecionistas.

Desde o final do século XX, a constatacdo da presenca de contaminantes no meio
ambiente e seus efeitos nocivos sobre 0s organismos que nele vivem tém motivado o interesse
de cientistas e pesquisadores pelo assunto, uma vez que a incorporacdo dessas substancias
pode ocorrer nos diversos niveis da cadeia alimentar, sendo absorvidas inclusive por seres
humanos através do consumo de alimentos de origem animal ou vegetal, contaminados
através do solo, do ar ou da agua. Esse fendmeno vem sendo largamente observado em
pescado devido a sua contaminacgdo por xenobioticos, como os HPAs, presentes em ambientes
marinhos e de agua doce ou incorporados ao produto final apos o processo de fumagem.

Os HPAs sdo compostos organicos apolares, toxicos, formados por arranjos de dois
ou mais anéis benzénicos agrupados de forma linear ou angular. Apresentam potencial
carcinogénico, citotoxico e mutagénico. Podem ser encontrados em uma variedade de
alimentos e bebidas e gerados por fontes antropogénicas e naturais. Os HPAs ja foram
descritos como contaminantes em varios tipos de alimentos como carnes preparadas em
braseiros, carnes defumadas, 6leos e gorduras, vegetais e frutas secas e cereais e ainda em
diversas formas de pescado e frutos do mar. Sua ingestdo e acumulacdo podem afetar a
integridade do material genético celular, originando mutacdo e promovendo o crescimento de
tumores. Em vista do exposto, disponibilizar para o mercado interno orientacbes e
procedimentos para a producdo de alimentos seguros, facilitara a fiscalizacdo e o controle de
qualidade dos alimentos, além de contribuir para a expansdo do consumo por meio da
confianca do consumidor.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo geral:

Analizar Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) em amostras de mexilhdo e salmao
defumado, importados do Chile e vendidos comercialmente em supermercados da Cidade do
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Rio de Janeiro, utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
deteccdo por Ultravioleta e Fluorescéncia (CLAE-UV-FLC).

Os objetivos especificos deste trabalho s&o:

Verificar a presenca de 16 HPAs considerados prioritarios por 6rgdos de controle sanitario
nacionais e internacionais, nas amostras de pescado;

Verificar a presenca de benzo(a)pireno nas amostras de pescado;

Otimizar a separagdo cromatogréfica destes 16 HPAs utilizando as ferramentas
quimiométricas para planejamento experimental;

Diminuir o tempo de separacdo cromatografica das amostras de pescado, aumentando a
eficiéncia do método analitico, diminuindo a utilizacdo de solventes e o custo deste tipo da
analise;

Quantificar benzo(a)pireno e os demais HPAs identificados nas amostras de pescado
estudadas, comparando estes resultados com os valores de referéncia descritos na
Regulamentacéo 835/2011 da Comunidade Européia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminantes Quimicos em Alimentos

Em todo o mundo, autoridades de salde e consumidores preocupam-se com a
exposicdo a contaminantes quimicos em alimentos, como os metais pesados: mercurio (Hg),
cadmio (Cd), chumbo (Pb) e arsénico (As); como os poluentes organicos persistente (POPS):
como os pesticidas - dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), aldrin, dieldrin, endrin, clordano,
heptacloro, hexaclorobenzeno, mirex e toxapheno; as bifednilas policloradas (PCBs), as
dioxinas e furanos; e os HPAs. Esses contaminantes tém a capacidade de serem acumulados
na biota, podendo chegar a serem absorvidos por seres humanos através de sua
bioacumulagdo na cadeia alimentar. Estudos realizados pela comunidade cientifica sobre o
grau de exposicdo dos seres humanos a esses contaminantes permitiram estabelecer niveis de
tolerancia para a ingestdo semanal e niveis maximos para alguns deles, em alguns grupos de
alimentos (ISLAM e TANAKA, 2004).

2.1.1 Contaminacéo de alimentos por metais pesados

Elementos metalicos ocorrem naturalmente no meio ambiente. Entretanto,
concentracdes superiores deste tipo de contaminacdo podem ocorrer a partir de uma variedade
de fontes antropogénicas. Assim, este tipo de contaminantes pode ser liberado para o meio
ambiente através de dois tipos de atividades:

« Atividades naturais: vulcanismo, intemperismo, processos bioldgicos naturais, processos
biogeoquimicos que emitem e pulverizam ar, solo, mares e rios com particulas metélicas;

« Atividades humanas: combustdo de combustiveis fosseis (principalmente carvao), geracdo
de energia por termelétricas, mineracdo de metais, fabricacdo de cimento, pesticidas, cloro,
soda caustica, disposicdo de lixo industrial e doméstico em aterros sanitarios, uso de fumo
do tabaco, fundicéo e a refinacdo de metais ndo-ferrosos, incineracéo de lixo, fabricacéo de
fertilizantes fosfatados, reciclagem de materiais metalicos, disposicéo de lixo electrénico,
producdo de tintas, soldagem, producdo de ceramica, vidro e cristais.

e Mercurio

O mercdrio ocorre de forma natural e é altamente toxico para a salde. Existe nas
formas: elementar ou metalico, inorganico, como cloretos, nitratos ou sulfetos e organico,
como o metil-mercdrio - CHzHg e o dimetil-mercurio - (CH3),Hg. Todas essas formas
possuem diferentes toxicidades e implicagdes para a salde humana. O mercurio metalico é
um liquido que, na forma de vapor, pode permanecer por até um ano na atmosfera sendo
transportado e depositado globalmente em ambientes aquaticos ou no solo, onde é
transformado por bactérias nas suas formas organicas mais toxicas. (CHOWDHURY,
MCDONALD e WOOD, 2004).

O mercurio é principalmente absorvido e acumulado por organismos aquaticos e se
liga fortemente as proteinas nos tecidos do animal, podendo ser absorvidos por seres humanos
através da cadeia alimentar. A principal fonte de exposicdo humana ao merclrio e seus
compostos metilados € a ingestdo de pescado contaminado. Peixes, moluscos ou crustaceos
contaminados sdo a principal fonte de exposicdo ao metilmercirio e o cozimento destes
alimentos ndo eliminam estes contaminantes (WHO, 2007).



A principal fonte de exposicdo humana ao mercurio e seus compostos metilados € a
ingestdo de pescado contaminado. Peixes, moluscos ou crustaceos contaminados sdo a
principal fonte de exposi¢cdo ao metilmerclrio e ao dimetilmercurio e o cozimento destes
alimentos ndo eliminam estes contaminantes. Os sintomas da contaminagdo para a salde
humana refletem o grau de exposi¢édo ao Hg, ao CHsHg e ao (CHs),Hg,; atingem o sitema
nervoso central e incluem fraqueza muscular generalizada, fadiga, dores de cabeca,
irritabilidade, dificuldade de concentracdo e, em casos mais graves, tremores, convulsdes,
coma e até mesmo a morte (FDA, 2007).

e Cadmio

A exposicdo humana ocorre, principalmente, a partir do consumo de alimentos
contaminados e da inalagéo ativa ou passiva do metal no ar. Segundo dados da Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), o cadmio € acumulado principalmente nos rins e sua meia-vida
biol6gica em seres humanos é de 10 a 35 anos. Esta acumulacdo pode conduzir a disfuncédo
renal, o que resulta no aumento da excrecdo de proteinas de baixo peso molecular na urina. A
absorcéo de elevadas concentracdes deste metal pode promover perturbacdes no metabolismo
do célcio levando a formagdo de calculos renais, ao amolecimento dos 0ssos e osteoporose.
Além disso, a intoxicacdo cronica por meio da inalacdo de compostos de cAdmio pode ser
letal para seres humanos por resultar em pneumonia aguda com edema pulmonar (WHO,
2008).

Existem provas suficientes de que a exposicdo cronica ao cadmio contribui para o
desenvolvimento de cancer de pulméo e ainda ha evidéncias de que este metal também pode
causar cancer de rim e de prostata (IARC, 2009).

O cadmio exerce efeitos tdxicos sobre os rins, 0 sistema esquelético e o sistema
respiratorio e é classificado como um elemento carcinogénico para seres humanos. Existe
naturalmente presente no ambiente em niveis muito baixos, entretanto, o aumento da
atividade humana tem contribuido para aumentar as concentracdes deste metal toxico no meio
ambiente. O cadmio pode viajar longas distancias a partir da fonte de emissdo por meio de
transporte atmosférico e é facilmente incorporado na cadeia alimentar, sendo bioacumulado
em muitos organismos, principalmente em moluscos e crustaceos. Baixas concentracfes deste
contaminante também podem ser encontradas em vegetais, cereais e raizes ricas em amido
(WHO, 2010a).

e Chumbo:

O chumbo é um metal cinza-azulado encontrado naturalmente em baixas
concentracdes na crosta terrestre, principalmente como sulfeto de chumbo (PbS). Os dois
principais contaminantes contendo chumbo sdo usadas como aditivos antidetonantes para
combustiveis e lubrificantes: o tetraetilichumbo e o tetrametilchumbo. Estas duas substancias
sofrem combustdo liberando particulas de chumbo metéalico no meio ambiente e sdo
transportadas por correntes atmosféricas por todo mundo (MANAY et al., 2008).

A contaminacdo de seres humanos por este metal pode ocorrer pela inalacdo de
particulas no ar atmosférico ou pela ingestdo de alimentos contaminados. Este contaminante é
absorvido principalmente pelos sistemas respiratério e digestorio e pode provocar perda de
apetite, gosto metalico na boca, constipacdo, anemia, palidez, mal-estar, fraqueza, insénia,
dores de cabeca, irritabilidade, neuropatia periférica em adultos e encefalopatia crianca, dores
musculares e articulares, tremores, colicas, hipertensdo arterial e problemas renais (RENNER,
2009).
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Bebidas, cereais, especiarias e vegetais sdo alguns exemplos de alimentos que podem
possuir concentracdes elevadas de chumbo, devido as caracteristicas de materiais utilizadas
em seu processo produtivo ou a contaminagdo do solo no qual foi cultivado o alimento. Além
disso, a intensidade da contaminag@o pode ser influenciada pelas propriedades de acidez do
alimento e por suas caracteristicas de embalagem (WHO, 2010b).

e Arsénico

Compostos de arsénico sao usados como desfolhante na agricultura, como fungicida,
herbicida, inseticida, e algicida, na industria madeireira como preservante da madeira, na
inddstria metaldrgica do cobre, chumbo e ligas de bronze, na inddstria eletronica como
semicondutores e na industria de tintas e pigmentos e anti-incrustantes. A intoxicacdo aguda
por arsénico atinge os sistemas circulatério e digestério e pode provocar perturbacGes
vasculares periféricas, trombose mesentérica, leucemia, vomito, dor abdominal esofégica e
diarréia sanguinolenta, enquanto a intoxicagdo cronica pode levar ao desenvolvimento de
cancer de pele, bexiga, pulmdes e rins (FRANCESCONI, 2007).

O arsénico € um elemento metaldide que forma varios tipos de compostos venenosos.
O arsénico € um componente natural da crosta terrestre e € amplamente distribuido em todo os
ecossistemas. As formas mais toxicas de arsénico para o ser humano sdo 0 arsénico
inorganico trivalente (As®*) e o arsénico inorganico pentavalente (As®"). Esses contaminantes
estdo naturalmente presente em niveis elevados nas dguas subterraneas de uma serie de paises,
incluindo Argentina, Bangladesh, Chile, China, india, México e Estados Unidos da América,
paises nos quais 0s seres humanos sdo expostos a concentragdes elevadas de arsénico
inorganico atraves da ingestdo direta de agua potavel contaminada, ou por meio da preparacéo
e irrigacdo das culturas de alimentos com agua contaminada por este metal. Peixes, mariscos,
crustaceos, carnes, aves, produtos lacteos e cereais podem ser fontes alimentares de arsénico
em sua forma organica, tais como seus derivados metilados, arsenobetaina e arsenocolina,
entretanto, esses contaminamtes possuem grau de toxidade menor do as formas inorganicas
(WHO, 2009).

2.1.2 Contaminacao de alimentos por poluentes organicos persistentes (POPSs)

POPs sdo 0s compostos organicos capazes de resistir a degradacdo quimica, fotolitica
e bioldgica. Estes compostos tém sido usados em grandes quantidades como inseticidas e
produtos quimicos para uso industrial, como por exemplo: endrin, aldrin, DDT, PCBs,
dioxinas e furanos (Figura 1, p.6). Estes contaminantes podem persistir no meio ambiente por
varios anos, sendo bioacumulados e biomagnificados através da cadeia alimentar por fatores
de até 70.000 vezes (RITTER et al., 1995).

Um grupo de poluentes organicos persistentes de grande preocupacéo € o das aminas
heterociclicas aromaticas (AHAS). Estes contaminantes sdo geralmente produzidos durante a
preparacdo por cozimento de carnes e pescados, como produtos da pirélise de proteinas ou das
reacdes de Maillard (COSTA et al., 2009).

Dependendo do mecanismo de geracdo e dos tipos de precursores, as AHAs podem
ser classificadas em dois grupos: as carbolinas ou aminas piroliticas, que sdo produzidas em
temperaturas de cozimento superiores a 300 °C, a partir da pirdlise de aminoacidos e
proteinas; e 0s aminoimidazoazarenos ou aminas térmicas, as quais sdo produzidas em
temperaturas entre 150 e 25% °C, como resultado de reacdes radicalares de Maillard



(ALAEJOS et al., 2008). Algumas estruturas deste tipo de substéncias sdo mostradas na
Figura 2, (p.7).

S&o conhecidas cerca de 23 AHAs que possuem propriedades carcinogénicas e/ou
mutagénicas isoladas e identificadas em alimentos carneos e pescados cozidos e sua formacéao
é dependente de fatores diversos, incluindo o tipo e a quantidade de comida, o tipo de
equipamento usado para 0 cozimento, a temperatura e duracdo do processo de cozimento, a
concentracdo dos precursores, a quantidade de lipidios, os aminoécidos e a creatinina livre dos
alimentos e pH (COSTA et al., 2009 ).
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Figura 1: Estruturas de alguns POPs; (a) aldrin, (b) endrin, (c) 4,6,5’triclorobifenila, (d)teraclorodioxina, (e)
tetraclorofurano e (f) DDT.
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Figura 2: Estruturas de algumas AHAs. Aminas piroliticas:(a) Norharman, (b) Harman.Aminas témicas: (c) 2-
amino-3-metilimidazo-[4,5-flquinolina (1Q), (d) 2-amino-3,4-metilimidazo-[4,5-f]quinolina (MelQ).

Além dos compostos descritos anteriormente, ha também uma classe de substancias
que possui elevada persisténcia no meio ambiente, que vem recebendo a atencéo por parte do
mundo académico e constitui um outro importante grupo de contaminantes quimicos para
alimentos: os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPAS.

2.2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

O sistema de duplas conjugadas existentes nas estruturas de HPAs determinam as
propriedades fisicas e quimicas destes compostos organicos. Quando expostos a temperaturas
ambientes, todos os HPAs sdo solidos e sollveis em agua e apresentam, normalmente,
elevadas temperaturas de fusdo e ebulicdo e baixa pressdo de vapor. Os indices referentes a
pressdo de vapor e a solubilidade em agua diminuem, normalmente, a medida que a massa
molecular aumenta (LOPES e ANDRADE, 1996).

A ocorréncia de HPAs por pirélise é bastante complexa, diversificada e esta
relacionada a condicGes reacionais. Para este tipo de reacdo, observa-se que 0 esquema
mecanistico reconhecido implica na polimerizacdo por meio de radicais livres, em diversas
fases, até a constituicdo de nucleos aromaticos condensados. A ocorréncia de HPAs depende
de condicionantes como a biomassa existente, a quantidade de oxigénio disponivel, a pressao
e, sobretudo, o calor, visto que a concentracdo de HPAs se propaga de forma linear a
temperaturas na faixa de 400 a 1000°C (CONDE et al., 2004).

Ha alguns HPAs que se apresentam como semi-volateis. Outros, por sua vez, podem
ser transportados até longas distancias e absorvidos em material particulado. A grande maioria
dos HPAs com dois ou trés anéis aromaticos se apresenta na fase de vapor; 0s que possuem
quatro anéis estdo em uma fase intermediaria do processo. A ocorréncia com cinco ou mais



anéis aromaticos ocorre de forma predominante em particulados, como cinzas ou fuligens
cujas particulas sdo inferiores a 2,5um (CONDE et al., 2004).

Os Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem um grupo de mais de
100 diferentes substancias quimicas formadas por dois ou mais anéis benzénicos condensados
(Figura 3, p.9). Consequéncia da combustdo incompleta de matéria orgéanica, os HPAs
encontram-se largamente distribuidos em nosso meio ambiente e caracterizam-se pela
constituicdo exclusiva de carbono e hidrogénio, pela sua fluorescéncia, pelo seu elevado
ponto de ebulicdo e pelo alto grau de solubilidade em solventes organicos (STOLYHWO e
SIKORSKI, 2005; BARRO et al., 2009).

As principais fontes dessas substancias sdo: a queima de combustiveis fosseis pelos
processos industriais, pelos veiculos automotores, pela producdo de energia por usinas
termelétricas, pelo uso de incineradores de lixo e pelas emissdes domésticas (Tabela 1). Além
disso, HPAs podem também ser liberados para o meio ambiente por fontes termais em
ambientes marinhos, por atividade vulcanica e por incéndios florestais (PANDEY et al.,
2011).

Tabela 1. Algumas fontes antropogénicas e seus principais tipos de emissdo de HPAs

Aquecedores \a/e[i)ci:slgls Empresas  Refinarias Centr,ais_ Incineracdo Empresas
Residencial e de de Termoelétricas de de
Gasolina Fertilizantes  Petroleo a Carvéo Lixo Fundicgéo
FLN X »
PHN X X X N X
ANT X
FLT X X N «
PYR X X X X
BaA X X «
CHR X X
BbF “
BeP N
BkF
BaP X x
DaA
PER X
BgP
ICP X

FONTE: STOLYHWO e SIKORSKI, 2005.
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Figura 3: Estruturas dos 16 HPAs prioritarios segundo orientacdes da Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana (“ United States Environmental Protection Agency” - USEPA).



2.2.1 Propriedades dos HPAs

Na Inglaterra, estudos realizados em 1983, constataram que dentre 0s grupos de
alimentos, o dos Oleos, das gorduras e dos cereais apresentaram 0s maiores indices de
contaminantes. Embora o grupo de dleos e de gorduras assinalar o maior indice de HPAs,
cabe ressaltar que o grupo de cereais contribui para a ingestédo de HPAs, tendo em vista o0 seu
elevado consumo diario (DENNIS et al., 1983).

Na Holanda, por sua vez, estudos na dieta da populacdo constataram a existéncia de
dezessete HPAs nos grupos de alimentos mais relevantes e a ingestdo de agucar e correlatos
como uma das maiores fontes de contaminacdo por HPAs. No agucar e correlatos foram
encontrados um alto indice de criseno, o correspondente a 36ug/kg. Ainda na Holanda,
pesquisadores assinalaram elevados indices de HPAs em mexilhdo e em repolho. Segundo
estudos, a probabilidade de ingestdo diaria de contaminantes foi de 1,1 a 22,0ug, por pessoa e
por dia, dos quais 30% dessa proporcao corresponde aos HPAs com agdo carcinogénica (DE
VOS et al., 1990).

Na Italia, os maiores responsaveis pela ingestdo de HPAs foram os grupos dos
cereais, dos produtos lacteos, das carnes, dos vegetais e das frutas. A propor¢do da ingestdo
foi de 3,0ug, por pessoa e por dia, com base em todos os HPAs, e de 1,4ug, por pessoa e por
dia, com base nos HPAs carcinogénicos (LODOVICI et al., 1995).

No que diz respeito a sua propriedade lipofilica, os HPAs se acumulam,
normalmente, em tecidos lipidicos de plantas e animais. Nas plantas, os HPAs se concentram,
sobretudo, na superficie de peles e folhas, em detrimento de tecidos internos. Apesar de sua
pouca solubilidade em agua, os HPAs podem ser deslocados por meios aquaticos, adsorvidos
em particulas de suspensdo e, por fim, ficar depositados nos sedimentos. Moluscos e
crustaceos sao bioacumuladores de HPAS por possuirem a habilidade de filtrar &gua contendo
estes contaminantes e a incapacidade de biotransforma-los (PERFETTI et al., 1992).

HPAs podem ser absorvidas por seres humanos através do consumo de alimentos de
origem animal ou vegetal, contaminados através do solo, do ar ou da &gua, ou ainda, pela
adocdo de técnicas de processamento alimentar como secagem, defumacdo, tostagem e
grelhagem. Desta forma, HPAs ja foram descritos como contaminantes em varios tipos de
alimentos, como carnes preparadas em braseiros, carnes defumadas, 6leos e gorduras, vegetais
e frutas secas e cereais e ainda em diversas formas de pescado e frutos do mar (PHILLIPS,
1999).

Para Pino e colaboradores (2000) h& continua presenca desses contaminantes no
meio ambiente é consequéncia direta de sua baixa solubilidade em agua e de sua associacdo a
matéria organica de solos e sedimentos, fonte alimentar para indmeros organismos
ocasionando assim a incorporacgdo dessas substancias em diversos niveis da cadeia alimentar.

A contaminacdo de alimentos € fruto da disseminacdo de HPAs no meio ambiente (ar
atmosférico, solo ou agua) ou do processo de processamento e de cozimento. As principais
fases de processamento sdo a secagem e a defumacdo; as de cozimento sdo aquelas que
empregam altas temperaturas, como as atividades de grelhar, de assar e de fritar. Em zonas
afastadas de grandes centros urbanos e industriais, os indices de HPAs comprovados em
alimentos ndo processados sdo proporcionais a contaminacdo ambiental (NETTO et al.,
2000).

Ao longo dos anos, diversos estudos vém sendo realizados com o intuito de
identificar e avaliar os grupos de alimentos mais relevantes para a ingestdo humana de HPAs.

Com base em alimentos representativos da dieta de onze regibes do Brasil, em
valores médios de consumo per capta de alimentos e em dados analiticos dos indices de HPAs
totais e carcinogénicos, pesquisadores estimaram a ingestdo diaria de HPAs pela populagéo do
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pais. Em primeiro lugar, o grupo de dleos e de gorduras assinalaram os maiores indices de
HPAs, seguido do grupo de acucares e do grupo de vegetais. O grupo de dleos e de gorduras
foi evidenciado como fonte de HPAs em dez regides do Brasil. Belém foi a Unica cidade do
pais a apresentar o grupo das carnes como vetor significativo para a ingestdo diaria de HPAs
(CAMARGO e TOLEDO, 2001, 2002).

Geralmente, os HPAs podem sofrer, quimicamente, reacdes de substituicdo
eletrofilica e de adicdo. Quanto as reacfes de adicdo, os compostos originados sofrem,
normalmente, reacGes de eliminagdo, ocasionando a regeneracdo de sua aromaticidade
(SANTOS e GALCERAN, 2002).

Outros estudos, por sua vez, assinalam a ocorréncia de HPAs em diversas categorias
de alimentos, como 6leos vegetais, margarinas, maionese, produtos defumados, chas, cafe,
leite e produtos lacteos, cereais, frutas, vegetais, carnes, peixes e frutos do mar (FALCO et al.,
2003).

Inimeros paises, no &mbito do Codex Alimentarius, manifestaram a necessidade de
estabelecimento de limites de HPAs em alimentos. O Comité Conjunto FAO/OMS, em 1991,
reavaliou o benzo(a)pireno e determinou a elaboracdo de procedimentos a serem adotados
pelas empresas e pelos consumidores a fim de reduzir a exposi¢do humana a este tipo de
contaminante. Em fevereiro de 2005, em Roma, o0 mesmo Comité classificou treze HPAs
como genotoxicos e carcinogénicos, a saber: benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno,
dibenzo(a,e)pireno, dibenzo(a,h)pireno, dibenzo(a,i)pireno, dibenzo(a,l)pireno, indeno[1,2,3-
cd]pireno e 5-metilcriseno (WHO/JECFA, 2005).

A constatagdo da presenca de HPAs no meio ambiente e seus efeitos nocivos sobre 0s
organismos que nele vivem motivam o interesse da comunidade cientifica pelo assunto,
sobretudo, quanto a comprovacdo do potencial carcinogénico, mutagénico e citotoxico de
alguns componentes desse grupo. Os HPAs fazem parte do grupo de poluentes ambientais
cuja atividade cancerigena e mutagénica ocasiona o processo de formacdo de tumores em
animais e de mutacdo em bactérias (POSTER et al., 2006).

A contaminag¢do humana por HPAs acontece de diferentes formas, como a inalagéo,
a absorcdo atraves da pele ou a ingestdo de alimentos. A ativacdo da acdo dos HPAS ocorre
durante seu processo metabdlico, quando sdo formados compostos hidrossollveis que
facilitam sua excrecdo. O processo de eliminacdo esta condicionado a formacéo,
primeiramente, de epdxidos e, em seguida, de compostos polihidroxilados, os quais
demonstram ser mais sollveis em &gua, o que facilita sua eliminacdo pelas vias urinarias.
Quando um destes intermediarios reage com a guanina do DNA (Figura 4, p.12) e forma um
aduto, o processo de tumoracéo € iniciado (CARUSO e ALABURDA, 2008).
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Figura 4: Alguns dos mecanismos de formacédo de adutos entre HPAs e DNA. (a) Formac&o de diolepoxido; (b)
Formagcdo através de cation-radical; (c) Formagdo através de quinonas; (d) Formacdo por oxidagdo
benzilica. FONTE: NETTO et al., 2000).

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer (“International
Agency for Research of Cancer” — IARC), a classificagdo dos HPAs esta condicionada a
constatacao de carcinogenicidade em humanos e em animais experimentais. A Tabela 2 (p.13)
mostra a classificacdo IARC de alguns HPAs em funcéo da constatacdo de carcinogenicidade.
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Tabela 2: Classificacdo IARC para a carcinogenicidade dos 16 HPASs prioritarios.

HPA N° de anéis Mass(i.rrnnc.):;: ular Classificac&o IARC(l)
NAP 2 128 Grupo 3
ACL 3 152 Grupo 3
ACN 3 154 Grupo 3
FLN 3 166 Grupo 3
PHN 3 178 Grupo 3
ANT 3 178 Grupo 3
FLT 4 202 Grupo 3
PYR 4 202 Grupo 3
BaA 4 228 Grupo 2B
CHY 4 228 Grupo 2B
BbF 5 252 Grupo 2B
BkF 5 252 Grupo 2B
BaP 5 252 Grupo 1
DBA 5 278 Grupo 2A
BgP 6 276 Grupo 3
ICP 6 276 Grupo 2B
1)

Grupo 1: é cancerigeno para 0s seres humanos.

Grupo 2A: provavelmente cancerigeno para os seres humanos.

Grupo 2B: possivelmente cancerigeno para os seres humanos.

Grupo 3: ndo é classificavel quanto a sua carcinogenicidade para o0s seres humanos.

O processamento do alimento é capaz de influenciar na contaminacdo do produto,
visto que os que evidenciam os maiores indices de HPAs sdo o0s géneros alimenticios que
foram submetidos a processos de elevadas temperaturas, como secagem, torrefacdo e
defumacdo. Nos cafés e nos chés, as concentracdes de HPAs sédo, relativamente, inferiores,
devido a baixa solubilidade destes contaminantes em agua e o fato destes compostos
permanecerem nas folhas e particulas do po6. As bebidas alcodlicas apresentam as
concentrages mais baixas de HPAs, segundo a hipOtese de que a destilagdo estimula a
eliminacdo destas substancias (CARUSO e ALABURDA, 2008).

No vasto grupo de HPAs, o benzo(a)pireno constitui 0 representante mais
importante. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas, BaP tem sido um
foco de varios tipos de pesquisas em diversas areas do conhecimento cientifico a partir de sua
descoberta na primeira metade do século XX (STOLYHWO e SIKORSKI, 2005).
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2.2.2 Benzo(a)pireno

Segundo Souza e Nascimento (2010), o benzo(a)pireno foi isolado a partir do carvéo
e sintetizado em laboratorio, primeiramente em 1931. Do ponto de vista cristalogréfico, o BaP
é um solido amarelo, de férmula molecular CyHj,, constituido por cristais semelhantes a
agulhas. O Benzo(a)pireno possui baixa volatilidade e pontos de fusdo e de ebulicdo a pressao
de 10mmHg séo iguais a 178,1 e 310-312°C, respectivamente. Quando exposto a luz solar ou
a radiacdo fluorescente, o BaP sofre foto-oxidacdo, reagindo com NO ou NO,, acarretando a
formacdo de nitroderivados. Além disso, este contaminante pode ser oxidado por meio da
acdo do ozobnio, o que acarretando a producéo de benzo(a)pireno-(1,6 ou 3,6)-quinona.

Assim como o0s demais HPAs, o BaP é lipossollvel e apresenta coeficiente de
particdo octanol/agua igual a 6,04 e solubilidade em agua de 3,8ug/L, a 25°C. Em sistemas
aquosos, 0 BaP se concentra, normalmente, em sedimentos ou permanece ligado a matéria
organica em suspenséo.

Por ser embriotdxico e teratogénico, o BaP é tido como um dos contaminantes
carcinogénicos mais potentes e comuns para mamiferos. Como consequéncia, vem sendo
largamente empregado como indicador da existéncia dos demais HPAs em amostras
ambientais, de alimentos e de bebidas. Apos a absor¢do de HPAs por animais, o BaP é
biotransformado no figado por meio de uma classe enzimatica conhecida como citocromo P-
450 monooxigenases (Figura 5, p.15).

As reacOes catalisadas pela citocromo P450-monooxigenase ocorrem nas células
hepaticas, precisamente, no compartimento celular composto de uma rede tridimensional de
tubulos e cisternas interconectadas. 1sso se da desde a membrana nuclear até a membrana
plasmatica, ou seja, no reticulo endoplasmatico. Apds as reacbes de biotransformacao, 0s
HPAs hidroxilados séo eliminados da célula (NETTO et al., 2000).

A elevada toxidade do BaP é consequéncia direta de sua acdo pro-carcinogénica,
visto que alguns metabdlitos intermediarios sdo intercalantes de DNA e, logo, agentes
mutagénicos/oncogénicos. Apo6s 6h do tratamento com concentracdo de BaP de,
aproximadamente 250ppb, alguns processos neoplasicos podem ser nitidamente identificados
em figado de peixes e mamiferos (CARUSO & ALABURDA, 2008).
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2.3 Técnicas de Preparo de Amostras Utilizadas para Andlise de HPAs
2.3.1 Extracao por solvente com agita¢do mecanica

Este método simples e de baixo custo emprega a acdo de agitar ou misturar para
extrair os HPAs, em um frasco contendo amostra e solvente, em um agitador rotativo-orbital
ou em uma placa agitadora magnética (Figura 6), com um bastdo magnético submerso
diretamente na mistura. Embora seja uma técnica de facil manuseio, com o emprego de
materiais de vidro comuns em laboratério e um volume minimo de solvente para extracdo,
este procedimento ndo tem sido amplamente utilizado devido a sua menor eficiéncia de
extracdo e sua baixa seletividade para amostras de HPAs, 0 que acarreta em um aumento
excessivo no tempo de agitacdo (GRAHAM et al., 2006).

(@ (b)

Figura 6: Imagens de um agitador rotativo orbital (a) e um agitador magnético (b).

2.3.2 Extracéo por solvente em aparelho soxhlet

A principal desvantagem deste processo de extraccdo é o uso de grandes volumes de
solvente e também é muito trabalhoso e demorado, tendo em vista que o solvente necessita
permanecer em refluxo durante horas para alcancar uma eficiencia de extracdo consideravel.
Além disso, a extracdo com Soxhlet demonstrou ser relativamente pobre para a seletividade
de HPAs em relacdo a matéria organica presente nas amostras, pois estudos tem demonstrado
que outros tipos de hidrocarbonetos e também gorduras podem ser co-extraidas com HPAs
por meio desta técnica(HAWTHORNE et al., 2000).

Para melhorar ainda mais a eficiéncia da técnica de extracdo com Soxhlet, Edward
Randall patenteou um método automatizado em 1974. O procedimento combina a fervura e a
lavagem do sistema de modo que o tempo total de extracdo seja reduzido enquanto o solvente
evapora e condensa rapidamente para reutilizacdo, reduzindo a quantidade final de solvente
necessario para o processo. O cartucho de extracdo é inicialmente colocado no frasco
contendo o solvente, permitindo a extracédo e a dissolucdo simultaneas do material de interesse
na prépria solucdo extratora. Assim, a quantidade de solvente é reduzida para um nivel abaixo
do cartucho de extrac¢do, de modo que a configuracdo imita o extrator de Soxhlet tradicional,
do qual os HPAs sdo extraidos por meio de refluxo do solvente condensado. Com esta
modificacdo, a eficiéncia de extracdo de HPAs foi aumentada (SPORRING et al., 2005).
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Figura 7: Imagem de um aparelho extrator Soxleht.

A extragdo com Soxhlet € o método preferido por causa de seus resultados
comparativos de extragdo com outros métodos mais modernos utilizados também para a
extracdo de HPAs, tais como: a extragdo com fluido supercritico (SFE), a extracdo assistida
por microondas (MAE), a extracdo acelerada com solvente (ASE) e a extracdo assistida por
ultrassom (EAU) (SMITH, K. E. C., NORTHCOTT, G. I. e JONES, K. C., 2006).

A extracdo por solvente utilizando Soxhlet (Figura 7) é muito usada como uma técnica
de referéncia na extraccdo de HPAs. Basicamente, a amostra sdlida é colocada em um
cartucho de extracdo que, entdo, sofre extracdo com um solvente adequado através de ciclos
de refluxo. Uma vez em ebulicdo, o vapor do solvente passa através de um braco de derivacao
para o condensador, onde condensa e escorre de volta para o cartucho. Quando o solvente
atingi o topo do braco do sifao, tanto o solvente como o extrato sdo desviados para o baldo.
Assim, o solvente entra novamente em ebulicdo repetindo o ciclo até que toda a amostra seja
completamente extraida (LANCAS et al., 2009).

2.3.3 Extracdo por solvente assistida por ultrassom (UAE).

O nivel de eficiéncia de extracdo por ultrassom é altamente dependente da natureza da
amostra e da concentracdo de contaminantes na mesma, sendo menos eficientes para HPAs de
baixo peso molecular. Além disso, a exposi¢do das mostras a este tipo de processo de extracdo
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deve ser cuidadosamente controlada a fim de evitar a degradacdo dos contaminantes e a
reducdo das taxas de extracdo de HPAs. Ainda, as técnicas de separacdo tais como
centrifugacdo ou filtracdo sdo requeridas apds o processo de extragdo (SUN, LITTLEJOHN e
GIBSON, 1998).

A extracdo assistida por ultrassom (Figura 8) é uma técnica que envolve a energia
acustica de ondas de ultrassom com uma frequéncia minima de 16 kHz no liquido, causando a
compressdo rapida e a rarefacdo do movimento do fluido que resulta no fenbmeno de
cavitacao, ou seja, a formacdo recorrente e o colapso de microbolhas. Esta agitagdo pode ser
realizada tanto pela imersdo de uma sonda de ultrassom diretamente na mistura de solvente e
amostra como pela colocagdo da mistura de solventes e amostra em um frasco, num “banho”
de ultrassom por imerssdo (LAU, GAN e NG, 2010).

Sy P2

(a) (b)
Figura 8: Imagens de (a) aparelho de ultrassom com sonda e (b) aparelho de ultrassom por imersséo.

2.3.4 Extracéo acelerada por solvente (ASE) ou extracgédo por fluido pressurizado (SFE)

A extracdo acelerada por solvente (ASE) ou extracdo com fluido pressurizado (SFE) €
uma tecnologia relativamente nova que aumenta a temperatura do solvente acima do seu
ponto de ebulicdo mantendo-o na fase liquida pela elevacdo da pressdo. Como resultado, a
pressdo elevada auxilia na solubilizacdo das bolhas de ar, aumentando a superficie de contato
da amostra para a extracdo pelo solvente, enquanto que o aumento da temperatura eleva a
capacidade de solubilizacdo do mesmo. O sistema ASE (Figura 9, p.19) é constituido de
varias células de extracdo sobre um tabuleiro de carga na proximidade de um forno. Durante a
extracdo, o solvente organico € bombeado para dentro das células de extracao pré-carregados
com as amostras, enquanto ocorre 0 aumento da temperatura e pressdo para os valores
pretendidos. Atualmente, os sistemas de ASE estdo comercialmente disponiveis para extracéo
de compostos organicos a partir de uma variedade de amostras solidas (LIGUORI et al.,
2006).

O uso desse sistema pode duplicar a eficiéncia de extracdo de HPAs em comparagao
com o método de extracdo utilizando Soxhlet, melhorando o indice de recuperacdo e a
precisdo no preparo de amostras. Outros beneficios da ASE incluem a reducdo de consumo de
solventes e o tempo total necessaria para a extracao, pelo uso de altas pressdes. O processo
dea extracdo pode ser totalmente automatizado e acoplado a sistemas de separacdo como a
extracdo em fase solida (SFE) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou a
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cromatografia gasosa (CG), evitando a perda de HPAs, por meio da diminui¢do do tempo de
preparacdo da amostra, e a contaminacdo das mesmas (WANG et al., 2007).

Figura 9: Imagens de um aparelho de extracdo acelerada por solvente (ASE).

2.3.5 Extracdo por fluido supercritico (SFE)

Fluidos supercriticos apresentam propriedades fisicas cracteristicas tanto de uma fase
liguida como de uma fase gasosa (Figura 10,).
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Figura 10: Diagrama de fases de uma substéncia pura.
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Estudos de comparacéo entre a SFE e a extragdo por “Soxhlet” demonstraram que 0s indices
de recuperacdo de HPAs para ambos os métodos foram muito similares, indicando que ambas
as técnicas possuem bom grau de eficiéncia para o preparo de amostras contendos estes
contaminantes. Ainda, embora a técnica de SFE (Figura 11) tenha demosntrado maior
dificuldade para sua otimizagdo, mostrou melhor seletividade para a extragdo de HPAs,
diminuindo o percentual de co-extracdo de outros hidrocarbonetos e também de gorduras,
produzindo extratos mais limpos.

M
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Figura 11: Imagens de um aparelho de extracdo por (SFE) preparativo.

Além disso, este sistema permite sua integracdo direta com a SFE, evitando a necessidade de
remocdo manual do extrato. Em certos sistemas, 0s extratos produzidos por SFE podem ser
também injetados e analisados diretamente por CG, evitando a contaminacdo que ocorre
durante sua manipulacdo e também perdas do analito no preparo da amostra (REINER e
SUAREZ, 1995).

Suas caracteristicas fisicas, incluindo densidade, viscosidade, difusividade e tensdo
superficial, facilitam sua penetracdo e a dissolucdo de materias diversos em seus
componentes. O didxido de carbono que possui temperatura e pressao supercritica de 31°C e
74 bar, respectivamente, € amplamente empregado em sistemas de SFE (ANITESCU e
TAVILARIDES, 2006).

2.3.6 Extracdo por solvente assistida por microondas (MAE)

A MAE ¢ a técnica de extracdo na qual o sistema de amostra e o solvente sao sujeitos
ao calor, sendo submetidos a ondas electromagnéticas de comprimento entre 1m e 1 mm com
frequéncias de 300 MHz a 300 GHz. O aquecimento assistido por radiacdo de microondas é
preferido, em comparacdo com o aquecimento convencional, pela sua rapidez, pela sua
reprodutibilidade e pela menor perda energética, 0 que aumenta a eficiéncia de extracao.
Projetos modernos de fornos de microondas (Figural2, p.21)) para uso em laboratério
incluem carrosséis que podem conter, pelo menos, oito vasos-reatores de extracdo, permitindo
extracGes multiplas e simultaneas (SHU et al., 2000).
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Figura 12: Imagem de um aparelho de microondas para EAM.

As principais vantagens do método de MAE sdo as reducdes de tempo e de volume de
solvente, possuindo também custo inferior, em comparacdo com FSE. Além disso, este Unico
mecanismo de aquecimento proporciona interacdo seletiva com moléculas polares, o que
aumenta muito a eficiéncia de extracdo de HPAs. A principal desvantagem desta técnica,
contudo, é a necessidade de adicdo de outras operacGes unitarias durante o preparo da amosta
para a remoc¢do da matriz da amostra do extrato final, tais como uma filtragdo ou uma
centrifugacdo, apds a conclusao da extracdo (WANG et al., 2007).

2.3.7 Extracdo em fase solida (SPE)

Nesta técnica, a solucdo contendo o analito de interesse é aplicada no topo do cartucho
e eluida através do solido adsorvente, utilizando uma pequena pressdo, com o auxilio de uma
seringa, ou pelo uso de aspiracdo em suporte adequado, utilizando pressdo reduzida. Apos a
fase liquida ser drenada, o analito retido no adsovente € eluido com um solvente mais seletivo,
de polaridade adequada e, finalmente, coletado para analise. A extracdo em fase solida pode
ser utilizada em diversos modos de operacdo, dentre 0Ss quais: a concentragdo ou O
enriquecimento de amostras, o isolamento do analito (“clean up” e retencdo do analito de
interesse), o isolamento da matriz (“clean up” do analito de interesse e retencdo dos
interferentes da matriz), por fim, a estocagem da amostra (NETO e NUNES, 2003).

A extracdo em fase solida é uma técnica de preparacdo de amostras introduzida na
década de 70 do ultimo século. Esta técnica de separacao baseia-se nos mesmos mecanismos
da cromatografia liquida de baixa pressao e, do ponto de vista pratico, comporta-se como um
sistema cromatografico de coluna aberta que contém a fase solida (Figura 13). A coluna é
constituida de um cartucho de polipropileno contendo o soélido adsorvente para a extracao
entre dois discos de polietileno de porosidade igual a 20 um (LANCAS et al., 2009).
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€Y (b)
Figura 13: Imagem de: (a) cartuchos para SPE e (b) suporte para multiplos cartuchos SPE para ser utilizado por
aspiracéo a pressdo reduzida.

Por ser uma técnica rapida, versatil e bastante seletiva, a SPE vem sendo utilizada em
diferentes matrizes de amostras de alimentos, como: carnes, pescado, cereais e bebidas, além
de ser, também, muito usada em matrizes de amostras ambientais, como, agua, solo e ar. O
uso para a extracdo de HPAs tem mostrado excelente seletividade e também indices
adequados de recuperacdo para estes contaminantes nestes diferentes tipos de matrizes. Além
disso, esta técnica também pode ser utilizado diretamente acoplada as técnicas de ASE e SFE,
0 que contribui para diminuir o tempo de preparo da amostra para analise, a fim de evitar a
perda do analito de interesse, que ocorre normalmente quando o preparo do extrato envolve
etapas variadas, ou a contaminacao do extrato devido a sua manipulacdo (LAU, GAN & NG,
2010).

2.3.8 Microextracdo em fase solida (SPME):

A microextracdo em fase solida é uma variacdo miniaturizada da SPE. Esta técnica e
relativamente simples, livre de solventes e baseia-se na adsorcéo de analitos de interesse por
uma fibra de silica fundida quimicamnete modificada com a fase de extracdo (solido
adsorvente), montado em um dispositivo tipo seringa para protecdo e facilidade de manuseio,
para postrerior desorcdo térmica conforme demonstrado na Figura 14 (OUYANG e
PAWLISZYN, 2006).
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Figura 14: Esquema da mlcroextragao em fase solida (SPME).
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As principais vantagens do SPME sdo a sua forma de extracao relativamente simples e
rapida, sem o uso de solventes em pequenas quantidades de amostra, a sua seletividade e a
analise de amostras sem qualquer tipo de pré-tratamento; ainda, a SPME pode ser transferida
diretamente para a porta de injecdo de um cromatdégrafo gasoso, como um CG. Além disso,
quando armazenado adequadamente em baixas temperturas, este sistema de extracdo permite
que a amosta extraida seja analisada posteriormente sem perda significativa de volateis e com
bons indices de recuperagdo (MESTER, STURGEON e PAWLISZYN, 2001).

Os dois principais modos de operacdo da SPME séo a extragéo direta e a extragédo por
“headspace”. Para a extracdo direta, o recobrimento com fibra é inserido diretamente na
amostra, onde os analitos s&o transportados para a fase adsorvente. Para acelerar este processo
pode ser empregada a agitacdo mecénica ou a agitacdo por ultrassom. Na extracdo por
“headspace”, os analitos devem ser transportados através da barreira de ar até atingirem o
recobrimento da fibra, protegendo as fibras de possiveis danos, aumentando a seletividade
para analitos volateis e eliminando interferentes com elevado peso molecular ou baixa
volatilidade (LANCAS et al., 2009).

Estudos da aplicacdo da técnica de SPME na extracdo de HAPs foram realizados por
Ouyang e Pawliszyn (2006) e revelou que apenas compostos volateis, com baixo peso
molecular e estruturas com nimeros de anéis condensados inferior a 4 foram detectados.

2.4 Técnicas Analiticas Utilizadas no Estudo de HPAS

Na literatura encontramos diversas técnicas analiticas usadas para determinar os niveis
de HPAs e seus metabolitos. As técnicas mais comumente usadas incluem a fluorescéncia
molecular (FLC), o ensaio imunoldgico com ELISA (imunoensaio), o ensaio com marcador
radiativo (radioimunoensaio), a cromatografia gasosa com detecgdo por ionizacdo de chama
(CG-DIC), a cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massas (CG-EM) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por ultravioleta, por fluorescéncia ou
por espectrometria de massas (CLAE-UV, CLAE-FLC ou CLAE-EM).

2.4.1 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A fluorescéncia € o fenbmeno no qual a absorcao de fotons de luz € o responsavel pela
excitacdo de um elétron de valéncia, num orbital menos energético, para um orbital de maior
energia, mantendo a orientacdo original de seu spin (estado singleto). Se a diferenca de
energia entre o estado singleto excitado e o estado fundamental é significativa, o retorno do
elétron de seu estado excitado singleto para o seu estado fundamental ocorre com a emissédo
de fotons (fluorescéncia) e o grupo cromoforo é chamado de fluoréforo (NEVES, 2006).

A espectroscopia de fluorescéncia molecular ou espectrofluorimetria € uma técnica
analitica muito utilizada por sua simplicidade, rapidez da analise, sensibilidade e seletividade.
Fundamenta-se na deteccdo dos fotons emitidos por moléculas excitadas quando estas
retornam para o estado fundamental. Esta técnica possui sensibilidade cerca de 100 vezes
maior que a espectroscopia UV-VISIVEL, com limites de deteccdo em concentracdes de
ng/mL. Além disso, a espectrofluorimetria possibilita a andlise de moléculas que apresentam
o fenbmeno de fluorescéncia ou que possam ser convertidas em moléculas fluorescentes
através de reac@es de derivatizacdo (HOLLER, NIEMAN e SKOOG, 2002).

Em funcdo de sua estrutura eletrdnica, os HPAs e seus metabolitos apresentam
fluorescéncia molecular. Entretanto, 0 emprego de espectroscopia de fluorescéncia molecular
convencional demonstra ser limitado pelo alargamento das bandas de emissdo, consequéncia
direta da multiplicidade de estados vibracionais e rotacionais das molélulas destas
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substancias. Além disso, a espectrofluorimetria apresenta pouca seletividade e nao identifica
moléculas semelhantes, como os diversos isdmeros de HPAs e seus produtos formados apés
sua metabolizacdo, demandando uma fase prévia de separagdo (SELLI et al., 2004).

Para contornar as limitagcbes de aplicacdo da espectroscopia de fluorescéncia
convencional, outras técnicas de fluorescéncia vém sendo utilizadas, como a espectroscopia
de fluorescéncia sincronizada (EFS), a espectroscopia de fluorescéncia com Efeito Shpolskii
(EFES) e a espectroscopia de fluorescéncia com varredura rapida (EFVR).

A EFS constitui uma técnica na qual uma varredura simultdnea dos comprimentos de
onda de excitagdo e de emissdo é realizada com uma diferenga de comprimento de onda
regular, equivalente a diferenca energética entre o estado excitado singleto e o estado
fundamental. A EFS vem sendo usada para a determinacdo de adutos de HPAs com
macromoléculas, tais como os adutos de benzo[a]pireno (VATSAVAI et al., 2008).

A EFES ¢é uma técnica de fluorescéncia de alta resolucéo cujas medidas sao realizadas
em condigdes criogénicas utilizando fontes de luz convencionais ou lasers para a excitagio
eletronica. Como a estrutura policristalina molecular apresenta orientagdes bem definidas, um
espectro de linhas é originado, tendo em vista que é considerado apenas a diferenca de energia
entre o estado fundamental e o estado excitado singleto. Esta técnica é empregada na
identificacdo de HPAs em amostras ambientais de diferentes origens e também em amostras
biologicas (BORTOLATO et al., 2008).

A EFVR é, igualmente, uma técnica criogénica de alta resolucdo. Emprega lasers para
a excitagdo das moléculas de interesse. Pode ser utilizada na identificacdo de diferentes
moléculas. A espectroscopia de fluorescéncia com varredura rapida € usada na identificacéo
de adutos de dibenzo(a,l)pireno e DNA (SPENCER, SINGH e ORREN, 2009).

A Tabela 3 apresenta aplicacdes dos diversos tipos de técnicas de espectroscopia de
fluorescéncia para a andlise de hidrocarbonetos policiclicos arométicos em amostras
biologicas e alimentos.

Tabela 3: Algumas aplicacdes da FLC como técnica analitica na analise de HPAs em amostras bildgicas e de

alimentos.
Tipo de amostra Técnica analitica Referéncia
Sangue EFVR SPENCER, SINGH e ORREN, (2009)
Agua para consumo humano EFES WILSON & CAMPLIGLIA (2011)
Cha EFS LI et al. (2011)
Oleos comestiveis FLC ALARCON et al. (2012)
Agua para consumo humano EFS ZHANG et al. (2012)
Oleos comestiveis FLC ALARCON et al. (2013)
Leite EFS KNOBEL et al. (2013)

FLC = Espectroscopia de fluorescéncia molecular convencional; EFS = Espectroscopia de fluorescéncia
molecular sincronizada; EFES = Espectroscopia de fluorescéncia com Efeito Shpolskii; EFVR =
Espectroscopia de fluorescéncia com varredura rapida
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2.4.2 Imunoensaios e radioimunoensaios

A determinacdo de HPAs e de seus produtos de metabolizacdo por meio de
imunoensaios vem sendo bastante utilizado pelo fato de sua facilidade de aplicagéo e a
disponibilidade de conjuntos reativos simples fazem com que 0s imunoensaios sejam uma
alternativa de baixo custo e muito viavel, quando comparados a outras técnicas utilizadas na
analise de HPAs. Diversos imunoensaios podem empregados na identificacdo de adutos de
HPA-DNA por meio da utilizaco de anticorpos especificos. Os imunoensaios mais utilizados
sé0 0 ELISA e os radioimunoensaios. (NETTO et al., 2000).

Os anticorpos, no caso do ensaio tipo ELISA, sdo imobilizados por adsor¢do em uma
fase solida (tubo pléastico, particulas poliméricas ou magnéticas). Esta imobilizacdo ocasiona a
separagdo entre os analitos de interesse e outros componentes da amostra, apos reacao, por
meio de simples lavagem. A amostra apresentando HPAs em uma concentragdo conhecida de
HPA identificado com uma enzima (normalmente peroxidase — HPA-E) é adicionada ao tubo
com o anticorpo imobilizado. As moléculas de HPAs livres e as de HPA-E competem pelo
anticorpo imobilizado. Ap6s a remocdo e lavagem, é adicionado um substrato passivo de
reagir com a enzima imobilizada, dando origem a um produto colorido. A cor resultante €
medida e correlacionada com a concentragdo do analito existente. Quanto mais intensa a cor,
menor a concentracdo do analito. A deteccdo de metabolitos de HPAs na urina é realizado por
meio de Ensaio imunoenzimatico ELISA em concentragdes entre 8,7 e 217 ng/mi
(MAISONNETE et.al, 2006).

Para 0 uso de radioimunoensaios, € empregado um marcador radioativo ou um
substrato previamente identificado (normalmente com um lantanideo), visto que a
determinacgdo ocorrera radioquimicamente. Este tipo de técnica apresenta uma sensibilidade
de 1 aduto para 10° DNA. Contudo reacdes cruzadas sdo interferentes e podem conduzir a
resultados equivocados. Além disso, a especificidade da técnica estd condicionada
exclusivamente ao tipo de anticorpo empregado. Radioimunoensaios vém sendo empregados
na identificacdo de benzo(a)pireno e de seus metabdlitos no soro sanguineo em concentracées
entre 15 e 40 ng/ml (CHUNG et al., 2010).

A Tabela 4 mostra a aplicacdo de imunoensaios e radioimunoensaios para a analise de
HPAs e seus metabdlitos em amostras bioldgicas e de alomentos.

Tabela 4: Algumas aplicacOes das técnicas analiticas de imunuensaio e radioimunoensaio na analise de HPAs
em amostras biolégicas e de alimentos.

Tipo de amostra  Técnica analitica Referéncia

Urina ELISA MAISONNETE et al., (2006)

Carpa defumada
Farinha de trigo

Sangue Radioimunoensaio CHUNG et al., (2011)

ELISA= Ensaio imunoenzimético; FCIA = Imunoensaio por citometria de fluxo.

FCIA MEIMARIDOU et al., (2010)

2.4.3 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica de separacdo analitica dos componentes
de uma mistura volatilizavel através de uma fase gasosa movel sobre uma fase estacionaria.
Esta fase estacionaria pode ser um sélido com grande area superficial ou uma camada delgada
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de um liquido ndo volatil que recobre um suporte inerte, sendo este ultimo tipo, 0 mais
empregado nas aplicagdes atuais de CG (NETO e NUNES, 2003).

A cromatografia gasosa vem sendo amplamente utilizada para a separacdo de HPAs
desde a década de 1970, sendo inicialmente, muito utilizada a cromatografia gasosa com
deteccdo por ionizacdo de chama (CG-DIC). Com a evolucdo da tecnologia, a técnica
hifenizada com espectrometria de massas (CG-EM) tem sido preferencialmente empregada
devido a elevada capacidade de resolugdo das colunas capilares comercialmente disponiveis,
além de uma maior seletividade e uma maior sensibilidade na deteccéo destes contaminantes
(CARUSO e ALABURDA, 2008).

2.4.4 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia

A Cromatografia que vem do grego “Chroma”, cor e “grafein", grafia € uma técnica de
separacdo analitica muito difundida e utilizada atualmente, devido sua facilidade,
confiabilidade e sua capacidade de separacdo misturas. Criada pelo boténico russo Mikhail S.
Tswett no inicio do século XX que estudava pigmentos de folhas extraido de plantas,
publicando em 1910 um livro no qual descrevia esta técnica de forma detalhada e suas teorias
(NETO e NUNES, 2003).

No inicio da década de 1970, varias modificagdes foram introduzidas nesta area e o
termo simples, cromatografia liquida moderna foi cunhado por Snyder e Kirkland para refletir
essas mudancas. De acordo com estes autores, as diferencas emtre a cromatografia liquida
moderna e os procedimentos antigos, incluem detalhes de equipamentos, materiais, técnica e
teoria. Portanto, uma revolugdo completa na técnica, cujas principais vantagens em relacao
aos procedimentos classicos incluem conveniéncia, precisdo, velocidade e a habilidade de
efetuar separacGes de misturas complexas (PACHECO, 2014).

Os equipamentos de alta pressdo, com detectores de elevada sensibilidade e pequeno
volume morto, foram fundamentais para o desenvolvimento desta técnica, assim como, 0
‘software’ e o ‘hardware’ para controle e automacao dos sistemas cromatograficos. Além
disso, a extensdo da teoria de cromatografia gasosa a cromatografia liquida permitiu um
rapido avanco na compreensdo dos fenémenos envolvidos na separacdo e, assim, no
desenvolvimento de materiais de alto desempenho para a técnica, como por exemplo, a
diminuicdo do tamanho das particulas. O entendimento de como as diferentes variaveis devem
ser selecionadas para otimizar a separacdo foram de grande importancia no desenvolvimento
da cromatografia liquida (MALDANER, COLLINS e JARDIM, 2010).

A técnica evoluiu, nas Ultimas décadas, no sentido de otimizacdo de tempo e consumo
de solvente, empregando bombas de alto desempenho para bombear a fase movel. Além
disso, diversos detectores vém sendo empregados para as analises, utilizando de principios
fisico-quimicos diferentes e as colunas de separacdo evoluiram em relacdo as que diferentes
para a separacao de diversas matrizes (PACHECO, 2014).

Hoje em dia a técnica de cromatografia é muito difundida e utilizada para analises,
tanto qualitativas, quanto quantitativas, em diversas areas tanto na industria quanto em
pesquisa devido a variedade de colunas cromatograficas comercialmente disponiveis, onde o
mecanismo de separacdo envolve os fenémenos de adsorcéo, particdo, troca idnica e exclusdo
por tamanho. Com as dificuldades praticas relatadas na literatura para as separacdes por
particdo foi necessario o desenvolvimento das fases estacionarias quimicamente ligadas. Por
convencdo, quando a fase estacionaria contém grupos apolares, tais como octadecil (Cyg), octil
(Cs), hexil (Cg), 0 sistema de separacdo opera por fase reversa (FR). Mais recentemente,
foram descritas na literatura as fases reversas C,; € C3p, as quais ainda possuem poucas
aplicagdes préaticas (LANCAS, 2009).

26



As fases estacionarias (FE) empregadas em cromatografia liquida consistem de uma
camada organica apolar ligada quimicamente, imobilizada ou apenas sorvida a um suporte
cromatogréafico. A forma de obtencdo dessas camadas apolares e a variedade de 6xidos
empregados como suportes cromatogréficos resultam nos diferentes tipos de FE. O método
mais comum e também o mais empregado para a obtencdo das FE consiste na introducdo de
monocamadas organicas através de reacbes com reagentes apropriados, que da origem as
fases estacionarias quimicamente ligadas (FEQL). As FEQL podem ser obtidas por diferentes
processos, como esterificagdo, cloracdo seguida por reagdo com reagente de Grignard ou com
compostos organo-litio e organossilanizagdo. Uma forma alternativa de preparo de FE é o
método de recobrimento do suporte com polimeros organicos, que pode ser realizado de duas
maneiras: mistura de um polimero pré-sintetizado de composicdo quimica bem definida em
solugdo com o suporte e posterior evaporagdo do solvente e, polimerizacdo in situ de uma
solucdo de mondémeros ou oligbmeros, iniciada ou propagada na superficie do suporte,
geralmente seguida de uma etapa de imobilizacdo. Entretanto, dentre as formas de preparo de
FE, as FEQL obtidas pelo processo de organossilanizacdo apresentam melhor
reprodutibilidade e também melhor estabilidade hidrolitica e, hoje, dominam o preparo das FE
comerciais (BORGES, BOTTOLI e COLLINS, 2010).

Atualmente, a énfase nas pesquisas e nos desenvolvimentos de novas FE para CLAE-
FR esta voltada para dois pontos principais:

e Estabilidade;
e seletividade das FE.

Ou seja, 0 aumento do tempo de vida das FE em condi¢cfes adversas, principalmente
em pH altos, e o desenvolvimento de FE que possuam caracteristicas especificas para um
composto ou para uma classe de compostos, respectivamente, tais como as fases estacionarias
desenvolvidas para a separacdo de HPAs. Associado a esses dois pontos principais esta a
busca por melhorias na repetibilidade, na simetria de pico e no desenvolvimento de materiais
aptos para serem empregados em andlises rdpidas e em temperaturas mais elevadas
(BORGES, BOTTOLI e COLLINS, 2010).

Segundo Maldaner e colaboradores (2010) as caracteristicas requeridas para que um
suporte cromatografico seja considerado ideal para ser empregado no preparo de FE s&o:

e as particulas devem ter uma faixa estreita de distribuicdo de tamanho e alta éarea
superficial;

e 0S poros devem ter um didmetro apropriado para o tamanho do analito e boa conectividade
para permitir uma alta taxa de transferéncia de massa;

e resistir térmica, mecanica e quimicamente a degradacéo;

e possuir uma superficie que seja tanto energeticamente homogénea quanto quimicamente
modificavel,

e exibir o minimo de intumescimento, no caso das FE poliméricas ou das FE preparadas por
recobrimento polimérico.

Em vista das caracteristicas citadas, a silica continua sendo o material cromatogréafico
mais empregado e também o mais promissor para o desenvolvimento de novas FE. Entretanto,
o uso da silica como suporte cromatografico “ideal” fica limitado em dois aspectos principais,
a estabilidade quimica e térmica (MALDANER, COLLINS e JARDIM, 2010).

A estabilidade quimica das FE baseadas em silica é limitada ao uso de fases moveis
(FM) com pH na faixa de 2 a 8. Em pH acima de 8 ocorre a dissolucéo da silica e o colapso da
FE e, em pH menores que 2, ocorre a hidrolise da ligacdo siloxano (Si-O-Si-C), ou seja,
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ocorre a quebra da ligacdo entre a fase ligada e o suporte cromatogréfico, resultando em uma
perda continua de fase ligada, com subsequente perda de retencdo do analito. A estabilidade
térmica é limitada ao uso de temperaturas elevadas (acima de 60 °C) associadas ao uso de alta
porcentagem de solvente aquoso na composicao da FM, uma vez que nestas condicdes a silica
comeca a solubilizar, ocorrendo o eventual colapso do leito cromatogréfico, com consequente
diminui¢do dos tempos de retencdo dos analitos, e o tempo de vida da coluna é reduzido
significativamente (BORGES, BOTTOLI e COLLINS, 2010).

Segundo Emenhiser (1995) apud Pacheco (2014), a separacdo de isdmeros pode ser
conseguida utilizando-se colunas Cig, no entanto a analise utilizando essas colunas demandam
um elevado tempo de andlise. Fases polimeéricas reversas Cs, foram desenvolvidas e
otimizadas para a separacdo dos carotenoides e seus isdmeros, apresentando seletividade para
seis carotendides e seus isdmeros, fornecendo retencdo adequada para resolucdo de
carotendides polares.

Pacheco (2014) considerou o fato dos carotendides serem moléculas maiores que a
cadeia das fases estaciondrias das colunas Cig, imaginando que interacdes mais extensivas
deveriam ocorrer com fases estacionarias com cadeias mais longas, aumentando a seletividade
das separacdes cromatograficas.

Desta forma, imaginou-se que as moléculas dos 16 HPAs considerados prioritarios,
por possuirem cadeias de Cip a Cyp, ndo lineares e volumosas, poderiam ter uma melhor
resolucédo de sua separacdo utilizando colunas Cgp do que as encontradas na literatura com o
uso de colunas Cg, melhorando a seletividade para as separacdes criticas de alguns pares
isoméricos, como 0s pares benzo(a)antraceno e criseno; e benzo(g,h) oriperileno e indeno
(1,2,3-cd) pireno.

2.5 Métodos Estatisticos Multivariados

A criacdo desta nova disciplina ocorreu, principalmente, devido a automacdo dos
laboratdrios com o0 aumento significativo no nimero de instrumentos analiticos que fornecem
dados multivariados, ou seja, métodos que geram mais de uma medida para uma dada
amostra. Além disso, outras importantes contribuicdes foram: a acessibilidade a
microcomputadores e a disponibilidade de metodologias e softwares dedicados a realizacéo de
calculos com dados multivariados.A quimiometria é suficientemente estabelecida e seu uso
disseminado. Cada vez mais, metodologias quimiométricas estdo sendo aperfeicoadas e/ou
desenvolvidas de maneira direcionada para os problemas de origem quimica (HASEGAWA e
OZAKI, 2005).

A analise de dados multivariados tem se tornado, de modo crescente, uma importante
area da quimica e de outras ciéncias. Isto sugere que a tendéncia atual do pensamento
cientifico envolve um raciocinio multivariado, principalmente devido ao desenvolvimento
tecnoldgico atingido neste Gltimo século (TEOFILO, 2013).

Historicamente, segundo Massart (1998) apud Tedfilo (2013), a analise de dados
multivariados em quimica tem utilizado ferramentas desenvolvidas na area de ciéncias sociais
como economia (econometria) e psicologia (psicometria). Apesar de serem interpretadas para
objetivos especificos em cada area, a maioria destas ferramentas estdo fundamentadas em
sofisticados métodos matematicos, estatisticos, computacionais e de logica formal. Em
quimica, as analises multivariadas sao Uteis para:

(1) Planejar ou selecionar procedimentos experimentais 6timos.
(2) Extrair o maximo da informacao quimica relevante pela analise dos dados.
(3) Obter conhecimentos sobre o0s sistemas quimicos estudados.
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Com a aplicacdo destas ferramentas sobre dados obtidos nas areas da quimica, nasceu
uma nova disciplina designada por Svante Wold em 1972, de quimiometria. Filosoficamente,
partindo-se do ponto de vista de que a quimiometria é a aplicacdo de quaisquer métodos
matematicos e estatisticos para o tratamento de dados quimicos, esta area de conhecimento foi
iniciada em 1772 com Lavoisier, e este deve ser considerado o primeiro quimiometrista por
ter sido o primeiro a usar métodos quantitativos em quimica. Porém, hd um consenso geral no
mundo cientifico de que a quimiometria foi estabelecida como uma nova area de
conhecimento na década de 1970 ap6s a publicacdo de diversos livros e trabalhos cientificos,
além de um simpo6sio ocorrido em Séo Francisco em 1976. O grande divulgador e entusiasta
desta nova disciplina foi Bruce Kowalski. Foram dele os primeiros trabalhos, a primeira
comunicagdo por escrito dirigida aos quimicos e o primeiro livro editado anunciando esta
nova area (TEOFILO, 2013).

2.5.1 Métodos quimiométricos

Embora, muitos métodos quimiométricos tenham sido originalmente desenvolvidos na
area de ciéncias sociais, eles estdo cada vez mais sendo aplicados como um procedimento de
rotina na analise de dados oriundos de sistemas quimicos. Assim, fica bem definido que a
Quimiometria ndo é uma disciplina nem da matematica, nem da estatistica ou da computacao,
mas sim da quimica. Os problemas que ela visa resolver sdo de interesse e originados na
quimica, ainda que as ferramentas de trabalho provenham principalmente das areas da
matematica, da estatistica e da computacdo. Informacdes quimicas tais como, voltamogramas,
espectros, cromatogramas, curvas de titulacdo e outras fontes podem ser digitalizadas
formando uma serie de nameros que podem ser representadas como vetores e matrizes
(FERREIRA et al., 2004).

Dentre as diversas metodologias quimiométricas existentes, o planejamento
experimental (“Design of Experiments” — DOE) tem sido amplamente utilizado na area de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos para a otimizacao de técnicas de processamento e métodos
de anélise de géneros alimenticios diversos.

2.5.2 Planejamento e analise de experimentos

Um experimento € apenas um teste de uma série de testes. Experimentos sdo
executados em todas as disciplinas cientificas e s8o uma importante parte do nosso
aprendizado sobre o funcionamento dos sistemas e processos. A validade das conclusdes que
sdo inferidas de um experimento depende da escala em que o experimento foi conduzido.
Portanto, o planejamento de experimentos representa um dos principais papéis na eventual
solucdo do problema que inicialmente motivou o experimento (BRERETON, 2003).

Os experimentos podem ser executados em duas ou mais variaveis (ou fatores) que o
experimentalista supde serem importantes, como por exemplo, pH e tipo de enzima. Os
planejamentos fatoriais € uma poderosa ferramenta para investigar este tipo de problema.
Geralmente, em um planejamento experimental, 0s ensaios sdo executados em todas as
combinagdes dos niveis dos fatores, normalmente dois ou trés (MONTGOMERY e
RUNGER, 2003).

Por outro lado, a metodologia de superficie de resposta (“Response Surface
Methodology” - RSM) € uma colecdo de técnicas matematicas e estatisticas que séo Uteis para
modelar e analisar sistemas onde a resposta de interesse € influenciada por varias variaveis, e
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cujo objetivo é otimizar a resposta. Neste caso, em relacdo aos planejamentos fatoriais, mais
niveis das varidveis sdo investigados em uma maior regido experimental (NETO,
SCARMINIO e BRUNS, 2010).

2.5.3 Experimentos para triagem

Muitas vezes em um sistema, diversos fatores ou varidveis podem influenciar a
resposta desejada. Um experimento para triagem é executado com o objetivo de determinar as
variaveis experimentais e as interacdes entre varidveis que tém influéncia significativa sobre
as diferentes respostas de interesse. Apés selecionar as variaveis que sao possiveis de serem
estudadas e que provavelmente interferem no sistema, é preciso avaliar a metodologia
experimental e fixar os valores experimentais das varidveis que ndo forem selecionadas
durante todo o experimento (LUNDSTEDT et al., 1998).

Em uma etapa seguinte, deve-se escolher qual planejamento usar para estimar a
influéncia (o efeito) das diferentes varidveis no resultado. No estudo de triagem, as interages
entre as variaveis (interacdes principais) e de segunda ordem, obtidas normalmente pelos
planejamentos fatoriais completos ou fracionarios, sdo de extrema importancia para a
compreensdo do comportamento do sistema (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

2.5.3.1 Planejamentos fatoriais completos

Segundo Teofilo (2013), em um planejamento fatorial sdo investigadas as influéncias
de todas as variaveis experimentais de interesse e o0s efeitos de interacdo (sinergismo) entre
elas na resposta ou respostas. Se a combinacéo de k fatores é investigada em dois niveis, um
planejamento fatorial consistira de 2" experimentos. Normalmente, os niveis dos fatores
quantitativos, tais como: a concentracdes de uma substancia ou os valores de pH, séo
designados pelos sinais — (menos) para o nivel mais baixo e + (mais) para o nivel mais alto,
porém o que importa € a relacdo inicial entre o sinal atribuido e o efeito obtido, ndo sendo um
critério definido a nomeacéo dos sinais. Para fatores qualitativos, tais como os tipos de acidos
ou os tipos de catalisadores, como ndo existem valores altos ou baixos, fica a critério do
experimentalista atribuir os seus niveis. Os sinais para os efeitos de interacdo as variaveis do
planejamento, realizando todas as combinacgdes possiveis, sdo obtidos pelo produto dos sinais
originais das variaveis envolvidas. Desta maneira € possivel construir as colunas de sinais
para todas as interacOes e assim elaborar a matriz de coeficientes.

2.5.3.2 Planejamentos fatoriais fracionarios

O planejamento fatorial completo necessita de 2¥ ensaios para sua execucéo, portanto
sua principal desvantagem é o grande nimero de ensaios que devem ser realizados a cada
fator adicionado ao estudo. Se considerarmos que os efeitos de altas ordens, principalmente
para planejamentos com k>4, sdo quase sempre ndo significativos, a realizacdo de ensaios
para estimar tais efeitos de interacdo é desnecessaria. Desta maneira, com um nimero menor
de experimentos, é possivel obter informacdes daqueles efeitos mais importantes e retirar, na
maioria das vezes, as mesmas conclusdes caso fosse realizado um planejamento fatorial
completo. Os planejamentos que apresentam estas caracteristicas sdo conhecidos como
planejamentos fatoriais fracionarios (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010)

Ha muitos e diferentes tipos de planejamentos fatoriais fracionarios descritos na
literatura. O tamanho da fracdo influenciara no possivel nimero de efeitos a serem estimados,
e consequentemente, no nimero de experimentos necessarios. Pode-se ainda dizer que ha dois
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tipos de fragBes: aquelas cujo objetivo é obter somente os efeitos principais e aquelas em que
se adicionam experimentos para separar e estimar efeitos de interagdes, caso se assuma que
tais interacbes apresentam influéncia sobre os resultados. Estes sdo conhecidos como
planejamentos saturados ou planejamentos de Plackett-Burman (MONTGOMERY, 2005).

Um importante conceito, segundo Rodrigues e Lemma (2009), em planejamentos
fatoriais fracionarios é a resolucdo do planejamento, que é identificada por um nimero
romano e que define a ordem em que os efeito estudados sédo negligenciados. Além disso,
quanto maior for a resolucdo do planejamento fracionario, maior serd a utilidade pratica do
mesmo. Assim:

e Resolucdo 111 — N&o confunde efeitos principais entre si, mas os confunde com efeitos de
interacdo entre dois fatores.

e Resolucdo IV — Nao confunde efeitos principais entre si e nem com efeitos de interacéo
entre dois fatores, mas confunde efeitos principais com efeitos de interacdo entre trés
variaveis e os efeitos entre duas variaveis se confundem com outros efeitos, inclusive entre
eles.

e Resolucdo V — Os efeitos principais sdo confundidos com efeitos de interacdo entre quatro
variaveis e os efeitos de interacdo entre duas variaveis sdo confundidos com efeitos de
interacdo entre trés variaveis.

[ ]

2.5.4 Planejamentos fatoriais com ponto central

Em muitos casos, a realizacdo de repeticdes auténticas pode ser algo inconveniente por
diversas razbes. Para contornar este infortinio e obter uma boa estimativa dos erros, um
experimento é normalmente incluido no centro do planejamento (Figura 15, p.32), em que 0
valor médio dos niveis de todas as variaveis € empregado. Sdo 0s conhecidos experimentos no
ponto central (nivel zero). Deste modo, é possivel avaliar a significancia dos efeitos ou
coeficientes, tanto em planejamentos de triagem, como em metodologias de superficie de
resposta. Além desta vantagem, recomenda-se este tipo de experimento pelas seguintes razdes
(LUNDSTEDT et al., 1998):

e O risco de perder arelacdo ndo linear entre os intervalos € minimizado;
« E possivel estimar um modelo razoavel e verificar se ha falta de ajuste;

Logicamente ndo ha como fugir das repeticbes, mas o nimero destas, na maioria dos
casos, € significativamente reduzido. No entanto, esta metodologia € somente possivel de ser
aplicada quando se utilizam variaveis quantitativas, visto que, para variaveis qualitativas ndo
h& como adicionar niveis no ponto central (CALADO e MONTGOMERY, 2003).
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Figura 15. Planejamento 2° (2 niveis e 2 fatores) com ponto central.

2.5.5 Método do gradiente de inclinagdo ascendente ou descendente

Segundo Calado e Montgomery (2003), metodologia de superficies de resposta (RSM)
possui duas etapas distintas:

e Modelagem do planejamento experimental.
e Deslocamento na superficie de resposta.

Estas etapas sdo repetidas tantas vezes quantas forem necessarias, com o objetivo de
atingir uma regido de respostas otimizadas na superficie investigada. A modelagem ¢
realizada através do ajuste de modelos estatisticos simples as respostas obtidas por meio de
planejamentos fatoriais ou planejamentos fatoriais ampliados. Ja o deslocamento, é realizado
sempre ao longo do caminho de maxima inclinacdo de um determinado modelo, que é a
trajetdria na qual a resposta ira variar de forma mais pronunciada (Figura 16, p.32)).

O caminho de maxima inclinacdo pode ser determinado algebricamente a partir dos
coeficientes do modelo ou geometricamente na propria superficie de resposta. O objetivo
desta metodologia € propor um procedimento que rapidamente identifique a regido em que o
otimo se encontra. Um procedimento que permite o alcance deste objetivo é o método da
méaxima inclinacdo ascendente ou descendente (“Steepest Ascent or Descent”)
(MONTGOMERY, 2005).
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Figura 16: Metodologia da superficie de resposta (RSM) e a 0 esquema representativo do caminho de maxima
inclinacdo. FONTE: CALADO e MONTGOMERY, 2003.

Quando o objetivo é o de maximizacdo da resposta, este método pressupde que o
caminho sequencial seja ao longo da dire¢cdo de maxima inclinacdo ascendente (“Steepest
Ascent), isto €, na direcdo e no sentido em que ocorre 0 aumento maximo da variavel resposta
(Figura 17). Por outro lado, se o objetivo é o de minimizacdo da resposta, o caminho
sequencial serd ao longo da dire¢cdo de maxima inclinacdo descendente (“Steepest Descent”),
ou seja, na direcdo e no sentido em que acontece a maxima diminuicdo da variavel resposta
(NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010).
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Figura 17: Superficie de Resposta de Primeira Ordem e o Caminho da Inclinagdo Ascendente.
FONTE: NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010.
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2.5.6 Funcgéo Desejabilidade

A metodologia multicritérios é uma abordagem usada para solucionar problematicas
relacionadas a otimizacao de diversas respostas que devem ser consideradas simultaneamente
para que sejam encontrados seus valores (BEZERRA et al., 2008).

Dentre as diversas metodologia mulcritério existentes, atualmente, a funcdo de
Derringer ou funcdo de preferéncia é a mais empregada. Esta metodologia baseia-se na
elaboracdo de uma funcdo de preferéncia para cada resposta individual. As propriedades
medidas relacionadas a cada resposta sdo transformados em uma funcdo desejabilidade (d).
Através das fungbes individuais para cada resposta, o analista introduz as especificagcdes que
cada uma deve preencher paran o procedimento de medicdo. Com as funcdes desejabilidades
individuais, é entdo possivel obter, a conveniéncia geral (D) (NETO, SCARMINIO e
BRUNS, 2010).

Ainda, segundo Neto, Scarminio e Bruns (2010):

A funcéo global de desejabilidade é definida como a média geométrica ponderada das
fungdes individuais (d) segundo a seguinte equacao:

Onde:
m = numero de respostas estudadas no processo de optimizacgéo.

Portanto, dessa forma, o procedimento de optimizacdo simultanea é reduzido, a fim de
definir os niveis de fatores que evidenciam o méaximo global desejabilidade. Ha inGmeros
tipos de transformac6es possiveis de forma a obter a desejabilidade individuo. Caso o valor-
alvo (T) para a resposta y € um maximo, a conveniéncia individual (d) é descrita pela seguinte
equacéo:

Osey<L

_ S
d= (M) seL<y<T
T—-L
lsey>T

Onde:

L = menor valor aceitavel para a resposta y.

s = valor denominado "peso”, definido pelo analista para indicar a importancia de y estar
proximo de valor do maximo.

Quando s = 1, a funcdo desejabilidade é linear; quando s > 1 é escolhida, ma grande
importancia € dada para os pontos proximo do valor-alvo e quando s < 1 é escolhido, este
Gltimo a demanda é de baixa importancia.

Contudo, caso o valor alvo para a resposta y seja um minimo, a desejabilidade
individual (d) é dada por:
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Onde:
U = maior valor aceitavel para a resposta y.
t = valor denominado "peso”, definido pelo analista para indicar a importancia de y estar
préximo de valor do minimo.
Caso o valor-alvo (T) esteja situado entre o limite inferior (L) e o limite superior (U),
uma funcdo bilateral deve ser utilizada. Esta funcdo desejabilidade é expressa pela seguinte
equacéo:

(0sey <L

y—Ly®

(m) seL<y<T
U—y\' seT<y<U
7=7)
\Osey>U

Como especificado, t e s controlam o indice de variacdo da desejabilidade funcdes.
Caso estes parametros se alterem, é possivel a obtencdo de conveniéncia diferente para as
respostas e, como consequéncia, hd& um aumento ou diminuicdo do intervalo de valores
aceitaveis na otimizacéo do processo.

O emprego de fungdes de desejabilidade em quimica analitica proporciona vantagens
como a eficiéncia, a economia e a objetividade na otimizacdo dos varios procedimentos de
resposta. Embora seja considerada vantajosa, hd poucos relatos de aplicacdo desta
metodologia na otimizacdo de analitico. A metodologia funcdes Derringer foi mais
empregada na otimizacdo de técnicas cromatograficas, sobretudo porque estes podem
estabelecer, simultaneamente, condi¢fes para a melhor resolucdo entre os varios picos. A
Tabela 5 (p.35) apresenta aplicagdes da funcdo de preferéncia para a otimizacdo de diversas
respostas em quimica analitica.

2.5.7 Metodologia de superficie de resposta (RSM)

ApoOs a realizacdo dos experimentos de triagem, os fatores significativos sdo
selecionados e uma metodologia de analise de superficies de respostas pode ser executada
para a otimizacdo do experimento. Neste sentido, otimizar significa encontrar os valores das
variaveis que irdo produzir a melhor resposta desejada, isto €, encontrar a regido 6tima na
superficie definida pelos fatores (BOX e DRAPER, 1987).

Segundo Myers e& Montgomery (2002) a metodologia de superficie de resposta esta
fundamentada na constru¢do de modelos matematicos empiricos que geralmente empregam
funcbes polinomiais lineares ou quadraticas, para descrever o sistema estudado e,
consequentemente, ddo condicdes de explorar (modelar e deslocar) o sistema até sua
otimizacdo. Este tipo de planejamento deve reunir 0s seguintes critérios:

« Proporcionar boas estimativas para todos os coeficientes, exigindo poucos experimentos;
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« Fornecer condicdes de avaliagdo dos coeficientes e do modelo, ou seja, da regresséo e da

falta de ajuste.

Dos planejamentos experimentais descritos na literatura que usam a RSM, o
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é um dos mais utilizado para a
otimizagdo de métodos analiticos.

Tabela 5: Algumas aplicagBes da funcdo Desejabilidade em métodos analiticos.

Produto Quimico Tipo de amostra Tecrp_c a Referéncia
analitica

Anestésicos Plasma humano CLAE CHIAP et al. (2001)
Eter metil-t-butilico
Alcool t-butilico Aguas subterraneas CG-EM BIANCHI et al. (2002)
Benzeno e Tolueno
Antraquinonas L

) Ervas medicinais MECC KUO e SUN (2003)
Biantronas
Organoclorados )

. Cha CG HU et al. (2005)
Piretréides
Vitamina B6 e B12 . _

. . Preparacdes farmaceuticas EC CANDIQTI et al. (2006)
Dexametazona e Lidocaina
Carboidratos Amostras de alimentos MECC MEINHART et al. (2011)
Serotonina e seus precursores Amostras de chocolate CLAE-EM GUILLEI(\IZ'&?)S LA etal.
Acidos fenolicos o
] Ervas medicinais CLAE FANG et al.(2012)
Tanshinonas
Amostras de alimentos
HPAs o EC-FIL FEREY et al. (2013)
Amostras ambientais

Carotenoiides e Clorofilas Macroalgas CLAE LU et. al. (2014)

CLAE = Cromatografia liquida de alta eficiéncia; CLAE-EM = Cromatografia liquida de alta eficiéncia-
Espectrometria de massas; CG = Cromatografia gasosa; MECC = Cromatografia eletrocinética micelar; EC =

Eletroforese capilar e EC-FIL = Eletroforese capilar-Fluorescéncia induzida por laser.

FONTE: CANDIOTI et al., 2014 e BEZERRA, et al. 2008.

2.5.8 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Box e Wilson (1951) apud Teofilo (2013) apresentaram o planejamento DCCR como
uma evolucdo aos planejamentos 3°, que necessitavam de muitos experimentos para um
pequeno numero de fatores, mesmo para planejamentos fracionarios. Além de um menor
namero de ensaios, este tipo de metodologia apresenta como vantagens, a rotabilidade e
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blocagem ortogonal, as quais foram obtidas devido a presenca das seguintes partes no
planejamento:

« Um planejamento fatorial completo de dois niveis;

o Experimentos no ponto central,

o Experimentos nos pontos axiais. Estes pontos s&o situados nos eixos do sistema de
coordenadas e formam a parte estrela do planejamento.

Para construcdo de um planejamento DCCR é necessario definir o nimero de variaveis
a serem estudadas, qual planejamento fatorial sera empregado (completo ou fracionario) e
quantos experimentos seréo realizados no ponto central. A Figura 17 (p.44) ilustra os pontos
experimentais no sistema de coordenadas, definidos pelos eixos X;.
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Figura 18: Planejamentos compostos centrais: (a) 22 (2 niveis e 2 fatores) (b) 2° (2 niveis ¢ 3 fatores). (®)
planejamento fatorial, (m) pontos axiais e (O) ponto central.

2.5.9 Otimizacédo de sistemas cromatograficos

Segundo Ferreira e colaboradores (2007), a analise cromatogréafica geralmente envolve
trés passos:

o Preparacdo de amostras.
e Separacdo cromatografica.
e Quantificacdo dos analitos de interesse.

Destes, as etapas de preparacdo de amostra e separacdo dos compostos de interesse
tém sido frequentemente otimizados empregando técnicas estatisticas multivariadas. Os
métodos estatisticos multivariados mais utilizados em cromatografia requerem que o usuario
forneca valores maximos e minimos para cada um dos fatores que define o dominio
experimental a ser investigado durante o processo de otimizacao.

A Otimizacdo de sistemas cromatograficos pode ser realizada utilizando o seguinte
procedimento:

o Escolha um delineamento experimental para investigar a regido de interesse.
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o Realizar os experimentos em ordem cronoldgica aleatoria.

o Realizar analise de variancia (ANOVA) na regressdao dos resultados de modo a que o
modelo mais apropriado, sem evidéncia de falta de ajuste pode ser usado para representar
os dados. Validagdo muitas vezes ndo consta em aplicacdes de superficie de resposta,
mesmo, embora seja necessario para saber se 0 sistema esta realmente otimizado ou ndo.

O planejamento DCCR € uma das técnicas quimiométricas mais utilizadas para a
otimizacdo de sistemas cromatograficos. Esta metodologia tem sido usada para a
determinacdo das condicGes criticas de fatores experimentais durante a otimizacao das etapas
de extracdo (BRACHET et al., 2001), de aplicacdo de reacdes de derivacdo de separacao
(DIANA et al., 2002), de quantificacdo (MUIR, CARRICK e COOPER, 2002) e também de
estudos de robustez (DESTANDAU et al., 2006), envolvidos em métodos cromatogréaficos.

Esta técnica quimiométrica tem sido aplicada para estudos de otimizagdo de métodos
cromatograficos para a determinacdo de espécies organicas e inorganicas, em amostras de
agua (RODRIGUEZ et al., 2003), de drogas (HILLAERT et al., 2003), de matrizes biologicas
(HERNANDEZ-BORGES et al., 2005) e de alimentos (GARCIA-VILLAR, SAURINA e
HERNANDEZ-CASSOU, 2006).

Os estudos para a otimizacdo de métodos cromatogréaficos para a analise de HPAs,
atraves do uso de procedimentos quimiométricos como o DCCR e a RSM, tem sido aplicados
para as técnicas de CLAE e CG, em amostras de solo (BUCO et. al., 2007), de agua
(BOURDAT-DESCHAMPS, DAUDIN e BARRIUSO, 2007), de combustivieis
(ANDRADE-EIROA, DIEVART e DAGAUT, 2010), de peixes (RAMALHOSA et al.,
2012), de peixes defumados (MOHAMMADI et al., 2013) e de sedimentos (SANTOS et al.,
2014).

2.6 Validacgado e Confiabilidade para Metodologias Analiticas

A definicdo de validacdo é descrita de formas diferentes por diversas agéncias
reguladoras que atuam na area da qualidade e estd sempre sendo revisada para estar adequada
as necessidades exigidas pelos procedimentos que sdo necessarios para verificar a
uniformidade e a qualidade das medicdes realizadas por metodologias analiticas. Assim:

Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (WHO, 1992): “E a avaliagio sistematica
de um procedimento analitico para demonstrar que esta sob as condi¢cdes nas quais deve ser
aplicado”.

Pela EURACHEM (1998): “Validagao ¢ o processo de definir uma exigéncia analitica
e confirmar que o método sob investigacdo tem capacidade de desempenho consistente com o
que a aplicacédo requer”.

Para a Farmacopéia Americana (USPC, 1999): “E o processo que fornece uma
evidéncia documental de que o método realiza aquilo para o qual é indicado para fazer,
assegurando sua credibilidade para o uso rotineiro”.

De acordo com a “International Standard Organization” - ISO (1999): “E a
confirmacdo por testes e a apresentacdo de evidéncias objetivas de que determinados
requisitos sdo preenchidos pelo método para um dado uso intencional”.

Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (2003): “A
validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias
das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados”.

Segundo o Instituto Nacional de Metrologia — INMETRO (2007; 2011): “E a forma de
demonstrar que um método analitico, nas condi¢bes em que € praticado, tem as caracteristicas
necessdarias para a obtencao dos resultados com a qualidade exigida”.
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Em 2004, Ribani e colaboradores verificaram que estava sendo cada vez mais
necessario demonstrar a qualidade e a confiabilidade das medicdes feitas através de métodos
de analise quimica. Para garantir que um meétodo analitico gere informacdes confiaveis sobre
uma amostra e caracterize um dado universo de analise, seu procedimento deve ser submetido
a validacdo de seus resultados. A validacdo de métodos analiticos pode ser realizada de duas
formas diferentes:

¢ A valida¢do no laboratério (“in house validation™).
e A valida¢ao completa (“full validation”).

A validacdo no laboratoério consiste na aplicacdo dos parametros de mérito analiticos
usados para avaliar as caracteristicas de desempenho de um novo procedimento analitico ou
para verificar a adaptacdo de uma metodologia ja utilizada, dentro de um Unico laboratério. Ja
a validacdo completa inclui a avaliagdo de todos os parametros de desempenho utilizados para
a validag@o “in house” mais o estudo de desempenho entre laboratérios.

Na literatura, diversos trabalhos descrevem as figuras de mérito que podem ser
utilizadas para avaliar, no laboratério, o desempenho de métodos cromatogréaficos, dentre
eles: seletividade, linearidade, faixa linear de trabalho, precisdo, limite de detec¢do (LOD),
limite de quantificacdo (LOQ), ensaios de recuperacédo e robustez (CASSIANO et al., 2009).

No Brasil, duas agéncias reguladoras disponibilizam guias para a orientacdo e a
realizacdo destes ensaios de credibilidade de metodologias analiticas:

e O Instituto Nacional de Metrologia Qualidade e Tecnologia (INMETRO).
e A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Ambas as Instituigdes disponibilizam documentos de orientacdo para os procedimentos
de validacdo de metodologias analiticas muito similares, através dos documentos INMETRO
DOQ-CGCRE-008 (2011) e a ANVISA RE n°899 (2003). Por se tratar da publicacdo mais
recente, 0s conceitos e orientacGes dos parametros descritos anteriormente seguirdo a revisao
realizada pelo INMETRO em julho de 2011. Assim:

2.6.1 Seletividade

A seletividade de um método analitico € um critério que esta relacionado a sua
capacidade de separar de forma adequada um conjunto de espécies quimicas. Quando um
método analitico é capaz de separar e identificar apenas uma substancia, este critério é
denominado especificidade. A seletividade para um método cromatogréaficos € verificada
através de sua capacidade de separar as espécies quimicas em analise, na presenca de
interferentes, em uma amostra complexa.

2.6.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método analitico em produzir respostas que sejam
proporcionais a concentracdo da espécie quimica de interesse. A linearidade pode ser obtida
por padronizacdo interna ou externa e formulada como uma expressdo matematica usada para
o célculo da concentracdo da substancia a ser determinada na amostra real.

A aplicacdo prética do conceito de linearidade e feita através da curva de calibracdo
(curva analitica) que é construida a partir da equacdo da reta que relaciona as variaveis
resposta e a concentracdo. Desta forma:
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Y=SX+B

Onde:

Y = Resposta (absorbancia, transmitancia, altura ou area de um pico cromatografico).
X = Concentracao da espécie quimica de interesse

S = Coeficiente angular da reta (sensibilidade)

B = Coeficiente linear da reta

2.6.3 Faixa linear de trabalho

E o intervalo de valores de massa ou de concentragio da espécie quimica de interesse
que possui uma relacdo linear descrita pela equacdo (1), na qual a curva analitica pode ser
construida.

2.6.4 Precisao

A precisdo avalia a dispersdo dos resultados obtidos entre ensaios independentes e
repetidos da analise de uma mesma amostra, de amostras semelhantes ou de padrdes, nas
condigdes analiticas utilizadas. As em formas mais comuns de considera-la s&o por meio da
repetitividade, da preciséo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas
pelo desvio-padréo e pelo coeficiente de variagdo ou desvio padrédo relativo (DPR), conforme
a expressao:

_ (_DP
CVouDPR = (_CMD) x 100

Onde:

CV = Coeficiente de variacdo (%).

DP = Desvio padréo.

CMD = Concentragdo média determinada.

2.6.5 Limite de deteccdo (LOD)

O LOD representa a menor concentracdo da espécie quimica de interesse que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, por um determinado procedimento
analitico. Este parametro pode variar em funcdo do tipo de amostra e € um critério importante
para a quantificacdo de concentrag¢bes-traco, sendo expresso como um valor de concentracéo.

Nos métodos cromatograficos é recomendado que seu valor seja 3 vezes superior ao
ruido da linha de base. Assim, esta figura de mérito pode ser obtida através da curva de
calibracdo utilizando a seguinte equacao:

- B
LOD—3><<S>
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Onde:

LOD = Limite de deteccéo.

B = Coeficiente linear da curva analitica.
S = Coeficiente angular da curva analitica.

2.6.6 Limite de quantificacdo (LOQ)

O LOQ representa a menor concentracao da espécie quimica de interesse que pode ser
medida utilizando um determinado procedimento analitico. Assim como o LD, o LQ é obtido
através da curva de calibracdo e é recomendado que, em métodos cromatogréficos, seu valor
seja 10 vezes superior ao ruido da linha de base. Desta forma, o célculo do LQ é definido pela
expressao:

LOQ = 10 x (%)

Onde:

LOQ = Limite de quantificacéo.

B = Coeficiente linear da curva analitica.
S = Coeficiente angular da curva analitica.

2.6.7 Ensaios de recuperacgao

Os ensaios de recuperacdo devem ser utilizados para a avaliacdo da confiabilidade da
etapa de extragdo de um método analitico. O procedimento mais adequado seria a utilizacdo
de materiais de referéncia certificados semelhantes as matrizes das amostras analisadas
(BURNS, DANZER e TOWNSHEND, 2002).

Devido inexisténcia de MRC adequado ou as dificuldades em se preparar tal material,
os ensaios de recuperagdo podem ser realizados através da fortificacdo das amostras (“Spike”)
em trés diferentes concentracdes. Entretanto, este tipo de procedimento possui limitacao, ja
que a dispersdo da substancia na amostra pode ocorrer de forma heterogénea, fazendo com
que a espécie quimica de interesse ndo esteja necessariamente na mesma forma que na
amostra, resultando em valores superestimados ou subestimados de recuperacao.

Esta figura de mérito pode ser calculada através da seguinte expressao:

G -G
Cs

RECUPERACAO = ( )x 100

Onde:

C, = Concentracgdo da espécie de interesse na amostra fortificada.

C, = Concentracdo da espécie de interesse na amostra ndo fortificada.

C; = Concentracdo da espécie de interesse adicionada a amostra fortificada.
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2.6.8 Robustez

A robutez de um método analitico avalia a sensibilidade que o mesmo apresenta em
relagdo a pequenas variagOes de seus pardmetros. A robutez de um método cromatografico
pode ser avaliada através de pequenas varia¢des na concentracdo do solvente organico, pH e
forca ibnica da fase mével em CLAE ou a programacao da temperatura e a natureza do gas de
arraste em CG.

Esta avaliacdo de robustez é necessaria para verificar as alteracbes que podem ocorrer
quando um metodo analitico é transferido de um laboratorio para outro laboratdrio ou
executado por analistas diferentes ou executado em equipamentos diferentes, sendo muito
utilizada nos procedimentos de validacdo completa em acreditacdes interlaboratorias.

Para determinar a robustez de um método analitico pode ser utilizado o teste de
Youden. Este teste estatistico além de avalia esta figura de mérito ordenando a influéncia de
cada uma das variagcdes nos resultados finais e indicando o tipo de influéncia de cada variacéo
que 0 método sofreu.

2.7 Legislacdes de Controle para HPAs

HPAs tém sido conhecidos como contaminantes ambientais por décadas, assim Vvarios
programas de monitoramento tém sido realizados para estimar a poluicdo do solo, agua e ar.
Como a questdo ambiental € ampla e ndo esta restrita a determinados territérios, padrdes e
orientacdes internacionais tém sido elaborados desde a Convencéo de Poluicdo Atmosférica
de Longo Alcance sobre POPs, em 1979 (ROSENCRANZ, 1981).

Entretanto, na area de producdo e comercializacdo de alimentos, na falta de uma
legislacdo mais ampla, varios paises vém adotando limites legais préprios para agua e géneros
alimenticios, o que esta causando muitos problemas no comércio de produtos alimentares:

Na década de 70, A Agencia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA) destacou 16
isdbmeros de HPAs como prioritarios devido ao seu potencial carcinogénico e mutagénico para
a salde humana, tendo como principal foco o benzo(a)pireno. Em 1980, a USEPA implantou
o limite maximo de contaminante (‘“Maximun Contaminant Level” — MCL) para o
benzo(a)pireno e mais seis outros isdmeros carcinogénicos, em agua potavel para consumo
humano (Tabela 6) (USEPA, 1994).

Tabela 6: Limites Maximos de Contaminantes para dgua potavel.

HPA Limite Maximo de Contaminante (MCL)(ug/Kg)
Benzo(a)antraceno 0,1
Benzo(a)pireno, 0,2

Benzo(b)fluoranteno,
Benzo(k)fluoranteno

Criseno
Dibenzo(a,h)antraceno 0,3
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,4

FONTE: USEPA, 1994,
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A inexisténcia de uma legislacdo europeia referente a limites e a métodos indicativos
de HPAs tornou-se uma prioridade a partir de 2001, quando foi detectado um alto nivel de
contaminacdo em Oleo de bagaco de azeitona ocorrido na Republica Checa. A partir deste
fato, Espanha, Itlia, Grécia e Suécia, estabeleceram um limite de 5mg/kg para oito tipos de
HPAs, a saber: (Benzo(a)pireno; Dibenzo(a,h)antraceno (DbA); Benzo(a)antraceno (BaA);
benzo(e)pireno (BeP); Benzo(b)fluoranteno (BbF); Benzo(k)fluoranteno (BkF); Indeno(1,2,3-
cd)pireno (IcP); e Benzo(g,h,i)pireno (BgP)) e, ainda, o limite de 2 pg/kg para cada HPAs em
6leo de bagaco de azeitona (WENZL et al., 2006).

Em 2011, a Comunidade Européia (CE) estabeleceu os limites para benzo(a)pireno, e
0 somatério das concentracBes de benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno e
benzo(a)pireno (HPA4), em alimentos (Tabela 7).

Tabela 7: Limites maximos de contaminantes (MCL) para BaP e a soma de 4 HPAs (BaA, CH, BbF e BaP) em
alimentos segundo a Regulacdo 835/2011 da Comunidade Européia.

Limite Méximo de
Contaminantes (MCL)
Produtos Alimenticios (ng/Ka)

Soma de
BaP 4HPAS

Alimentos a base de cereais e alimentos para bebes e criancas;
Alimentos para lactentes e formulas de transi¢do, incluindo leite

infantil. 1 1
Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos;
Alimentos dietéticos especificamente destinados a lactentes;
; ; ) L 2 10
Oleos e gorduras destinados ao consumo humano direto ou a utilizacéo
como ingrediente alimentar.
Oleo de coco para 0 consumo humano direto ou uso como ingredientes 5 20
de alimentos.
35(b)
Cacau e produtos derivados. 5@ 20°
Arenques defumados e arenques defumados enlatados;
; . 5 30
Moluscos bivalves (frescos, resfriados ou congelados)
Carnes e produtos carneos processados em altas temperaturas vendidos 5 35
ao consumidor final (grelhados e churrascos)
Os moluscos bivalves (defumados)
5(@ 30®
Peixes fumados e carne e produtos carneos defumados U 190

(a) Valor vélido a partir de 01/04/2013.

(b) Valor valido de 01/04/2013 até 31/03/2015.
© Valor vélido a partir de 01/04/2015.

(d) Valor valido até 31/08/2014.

(e) Valor vélido de 01/09/2012 até 31/08/2014
(f) e (g)Valores validos a partir de 01/09/2014.
FONTE: PURCARO et al., 2013.
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Estes valores estdo em vigor desde 1 de setembro de 2012, atraves da Regulamentacéo
835/2011. As classes de alimentos como grdos de cacau e derivados e leite de coco, ndo
incluidas em regulamentcdes anteriores, foram introduzidas nesta nova legislacéo
(PURCARO et al., 2013).

O Canada fixou o limite de 3ug/kg para os HPAs BaP, DbA, BaA, BbF, BkF, IcP, CH e
BgP, com base no “Toxic Equivalent Factor” (TEF)(CFIA, 2001).

A Alemanha estabeleceu o limite de 5 pg/kg para HPAs pesados (contendo 4 a 6 anéis
conjugados) e de 25ug/kg para o somatorio de todos os dezesseis HPAs priorizados pela
Agéncia de protegdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), encontrados em 0leos e
gorduras (WENZL et al., 2006).

No Brasil, as resolugdes RDC 02/2007 e a portaria do Ministério da Saude 2914/2011
estabeleceram o0s respectivos limites maximos para benzo(a)pireno, nos aromatizantes de
fumaca e na agua potavel para consumo humanos, em 0,03 pg/Kg e 0,7 pg/L (ANVISA,2007;
BRASIL, 2011).

A Agéncia Americana para Administracdo de Drogas e Alimentos (“United States
Food and Drug Administration” — FDA) ndo estabeleceu normas que regulem o teor de HAPs
em alimentos (ATSDR, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material
e Vidrarias e metais

- Argola de metal com diametro de 10cm.

- Baldes volumétricos com capacidade de 5, 100, e 1000mL.

- Baldo com fundo redondo e capacidade de 500mL.

- Bastdo de vidro com comprimento de 30cm.

- Béqueres com capacidade 50, 100, 250 e 1000mL.

- Cilindros graduados com tampa com capacidade de 100, 500 e 2000mL.
- Erlenmeyer com capacidade de 250mL.

- Extrator “soxhlet”.

- Espétula de aco inox com comprimento de 20cm.

- Funil de separacdo com capacidade de 500mL.

- Funis de vidro com colo curto e didmetro de 5 e10cm.

- Garras metalicas.

- Kitassato com capacidade de 1000mL.

- Redutor de volume para “vial” com volume de 200pL - Waters®.

- Sistema de filtracdo Milli-Q com placa de vidro sinterizado e capacidade de 250mL.
- Suporte universal.

- Tubo de vidro para centrifuga com capacidade de 10mL.

- Tubo de vidro com tampa de rosca com capacidade de 10 mL.

- “Vials” para injetor automatico com capacidade para 1,8mL.

e Material de consumo

- Cartucho de celulose para extrator “soxhlet” de 33x80mm (didmetroxcomprimento).

- Membrana filtrante de politetrafluoretileno (PTFE), com poros 0,45um e didmetro de
47mm.

- Membrana filtrante de politetrafluoretileno (PTFE), com poros 0,45um e didmetro de
13mm.

- Filme para laboratorio Parafilm M.

- Papel aluminio laminado.

- Ponteiras para pipeta automatica com capacidade para 10 a 100uL.

- Ponteiras para pipeta automatica com capacidade para 20 a 200uL.

- Ponteiras para pipeta automatica com capacidade para 100 a 1000uL.

- Ponteiras para pipeta automatica com capacidade para 500 a 5000uL.

- Saco polietileno com fecho “zip” para coleta de amostra.

- Seringa de vidro com capacidade de 10mL — BD®.

e Reagentes:

- Acetonitrila grau HPLC.
- Agua purificada tipo I.
- Hidroxido de potéassio P.A.
- Hexano grau HPLC.
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- Metanol grau HPLC.
- Sulfato de so6dio anidro P.A.

e Equipamentos

- Agitador orbital.

- Balanca analitica (0,1mpg).

- Balanca de preciséo (0,019).

- Centrifuga modelo 802B.

-Centrifuga modelo MCD2000.

- Coluna cromatografica YMC Cj3p Carotenoid, 4,6x250mm (didmetro x comprimento) e
diametro de particula de3pum.

- Coluna cromatografica BDS HYPERSIL Cig, 4,6x100mm (didmetro x comprimento) e
didmetro de particula de 2,4pm.

Figura 19: Coluna cromatografica YMC C3, Carotenoid, 4,6x250mm (didmetro x comprimento) e diametro de
particula de3um - YMC® (a).Coluna cromatografica BDS Hypersil Cys, 4,6x100mm (diametro x

comprimento) e didmetro de particula de 2,4um - Thermo Fisher Scientific® (b).

- Estufa para secagem modelo Q317M.

- Evaporador rotativo modelo Rotavapor-RE.

- Liofilizador Liotop modelo L 101.

- Manta aquecedora 500mL modelo 52E.

- Microcomputador modelo C 20x.

- Pipeta automatica com volume variavel (10 a 100uL).

- Pipeta automatica com volume variavel (20 a 200uL).

- Pipetar automatica com volume variavel (100 a 1000uL).
- Pipeta automatica com volume variavel (500 a 5000uL).
- Programa para controle e aquisi¢do de dados Empower 3.
- Programa para de célculos estatisticos Statistica 12.

- Programa Microsoft Office 2007.

- Programa End Note X7.

- Programa End Note Web 2007.
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- Refrigerador frost free modelo RFCT450.
- Sistema para purificacdo de agua Direct QUV3.

- Sistema cromatografico (Figura 20):

(a) Méddulo de separacdo modelo Alliance €2695.

(b) Detector com arranjo de diodos modelo 2998.

(c) Detector de fluorescéncia de comprimento de onda vaiavel modelo 2475.
- Ultrasson digital modelo soniclean 15- SANDERS Medical.

Figura 20: - Sistema cromatografico constituido de : (a) Mddulo de separa%éo modelo Alliance €2695 -
Waters®.(b) Detector com arranjo de diodos modelo 2998 - Waters®. (c) Detector de fluorescéncia
de comprimento de onda vaiavel modelo 2475 - Waters®.

e Padrdes

Solucdo padréo original com 16 isdmeros de HPAs, em concentracdo igual a 100
pg/mL, cada um, contendo: naftaleno (NAF), acenaftileno (ACL), acenafteno (ACN),
fluoreno (FLN), fenantreno (PHN), antraceno (ANT), fluoranteno (FLT), pireno (PYR),
benzo(a)antraceno (BaA), criseno (CHY), benzo(b)fluoranteno (BbF), benzo(k)fluoranteno
(BKF), benzo(a)pireno (BAPTISTA; VASCONCELOS), dibenzo(a,h)antraceno (DaA),
benzo(g,h,i)perileno (BgP) e Indeno(1,2,3-cd)pireno (IcP) — Sigma-Aldrich.

3.2 Métodos
3.2.1 Tipos de pesquisa

Segundo Vergara (1998) a pesquisa bibliografica é classificada quanto aos meios e
quanto aos fins.

Quanto aos meios utilizamos:

Pesquisa de laboratorio: “Experiéncia realizada em local circunscrito, ja que no campo
seria praticamente impossivel realiza-la”.
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Pesquisa experimental “investigacdo empirica na qual o pesquisador manipula e
controla varidveis independentes e observa as variacfes que tal manipulacdo e controle
produzem em varidveis dependentes”.

Pesquisa bibliografica “estudo sistematizado desenvolvido com base em material
publicado em livros, revistas, jornais, redes eletrénicas e etc”.

Quanto aos fins utilizamos:

Pesquisa explicativa “Tem como principal objetivo tornar algo inteligivel, justificar-
Ihe os motivos, visa portanto, quais fatores contribuem de alguma forma, para a ocorréncia de
determinado fendmeno. Pressupde pesquisa descritiva como base para suas explicagdes”.

3.2.1.1 Pesquisa bibliogréafica

O presente trabalho foi realizado a partir de pesquisa bibliografica, em meio
eletronico, utilizando a base de dados principal do “Web of Science” (THOMSON
REUTERS) e “Scielo” (CNPq), considerando o periodo de 1970 até 2014. O critério utilizado
para a escolha da data inicial da pesquisa foi o ano em que o benzo(a)pireno foi
primeiramente caracterizado como agente carcinogénico com disseminacdo mundial.

As principais palavras-chave utilizadas nessa pesquisa bibliografica foram: “food”,
“seafood” e “polycyclic aromatic hydrocarbon(s)”. Foram também associadas através da
aplicacdo do operador booleano “and” ou como filtro de pesquisa oS seguintes vocabulos e
expressoes: “mussel(s)”, “fish”, “oyster”, “bivalves”, “crustaceous”, *
“smoked salman” e “smoked tuna”.

Todas as informacgbes e trabalhos completos publicados obtidos com a revisao
bibliografica foram, posteriormente, organizados e gerenciados através dos programas End
Note X7 e End Note Web (THOMSON REUTERS), empregados de forma sincronizada com
as bases de dados.

2 (13

scallops”, “molluscs”,

3.2.1.2 Pesquisa laboratorial

O método utilizado foi baseado em Zhang (2010) e Bobeda (2013).

Desenvolvido primeiramente no laboratorio de cromatografia liquida da Embrapa
Agroindustria de Alimentos - RJ e finalizado no laboratério de analise instrumental do IFRJ -
Campus Nilépolis RJ.

As amostras de mexilhdo e de salmdo defumado analisadas foram coletadas em redes
de supermercados da cidade do Rio de Janeiro, no periodo de agosto de 2012 a fevereiro de
2013.

3.3 Preparo das Soluc¢des-padrédo de HPAs

As solucbes padrdo utilizadas nos experimentos de otimizacdo da separacao
cromatografica e na elaboracdo das curvas analiticas foram preparadas em balGes
volumétricos de 100 e 5mL através de diluicBes sucessivas da solucdo padrdo original com
concentracdo de 100 pg/mL em acetonitrila. Para os experimentos de otimizacdo da separacao
cromatografica utilizou-se os padrdes de HPAs na concentracdo original de 100 pg/mL e para
a elaboracdo das curvas analiticas foram utilizadas cinco niveis de concentracdes diferentes,
conforme descritas a seguir:
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Experimento Concentracdo (ug/mL)

Otimizacéo da Separacéo

Cf 100,00
Cromatogréfica
Elaboragdo da Curva 0,50 1,00 5.00 10,00 15,00 20,00
Analitica

3.4 Otimizacao Multivariada da Separacdo Cromatografica dos HPAs

Inicialmente, a separacdo cromatogréfica dos 16 HPAs foi realizada utilizando uma
solucgéo padrdo de concentracéo igual a 100ug/mL, adaptando-se as metodologias descrita por
Zhang et al., (2010), nas condic6es cromatograficas descritas na Tabela 8.

Tabela 8: Condigbes cromatograficas iniciais para o experimento de otimizacdo multivariada utilizando o

DCCR.
Coluna BDS HYPERSIL Cyg, 4,6x100mm, 2,4um
Temperatura da Coluna (°C) 35
Temperatura da Amostra (°C) 25
Volume de injecéo (uL) 5
Fase Movel Acetonitrila (solvente A) / Agua (solvente B)
Fluxo da fase movel (mL/min) 1,40
Tipo de eluicdo Gradiente linear de 40 a 100% do solvente A
Detector DAD com varredura de 200 —

« 400nm e monitoramento em 254 e 224nm,

Deteccao

em linha com detector FLC, com Aexcitagiio =
280 nme }\,emissao = 430 nm

Posteriormente, foi realizada a otimizacdo da separacdo cromatogréafica dos pares de
isbmeros com valores de resolucdo (Rs) criticos, abaixo de 1,5, pois este valor representa uma
separacdo analitica cromatografica quantitativa (99,9% de separacdo). Este parametro
cromatografico é de extrema importancia ja que uma separacdo de 100% nunca sera obtida,
pois 0s cromatogramas sdo curvas assintotas.

Para tanto, foi empregada a metodologia da superficie de resposta (RSM), gerada a
partir de um delineamento composto central rotacional (DCCR), conforme descrito por
Ferreira e colaboradores (2007). As variaveis independentes ou fatores escolhidos foram fluxo
da fase mével (mL/min) e temperatura da coluna (°C) e a variavel dependente ou de reposta
Rs, foi calculada entre dois picos cromatograficos consecutivos através da seguinte expressao:

R = 2(t; — tq)
$ wy +w,
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Onde:

Rs = resolucéo cromatografica.

t; = tempo de retencdo do primeiro pico cromatogréafico.
t, = tempo de retencdo do segundo pico cromatogréfico.
w; = altura do primeiro pico cromatogréfico.

w;, = altura do segundo pico cromatogréfico.

Os experimentos de otimizacdo foram realizados empregando dois planejamentos
experimentais completos com 2 fatores (2°), quatro pontos axiais (o = + 1,41) e trés pontos
centrais (pc), totalizando onze ensaios cada um, conforme mostrados na matriz experimental
descrita na Tabela 9, realizados aleatoriamente.

Tabela 9: Matriz de experimentos codificados utilizada nos planejamentos experimentais multivariados.

Ensaio Fluxo da Fase Mével  Temperatura da Coluna
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

No primeiro procedimento de otimizacdo multivariada foram utilizados os valores
reais descritos na Tabela 10 para os valores codificados das variaveis independentes (fatores).

Tabela 10: Valores reais dos fatores usados no primeiro DCCR e seus respectivos niveis codificados
Niveis codificados e Valores reais
Fatores -1,41 -1 0 +1 +141
Fluxo da fase movel 126 130 140 150 154
(mL/min)
Temperaturadacoluna (°C) 27,95 30,00 3500 40,00 42,05

Em seguida foi realizado um deslocamento através da superficie de resposta em
direcdo a regido onde o ponto de otimizacdo poderia ser encontrado (Figura 21, p.51))
utilizando a metodologia do gradiente ascendente. Os novos valores reais para os fatores fluxo
de fase mdvel e temperatura de coluna foram proporcionais aos valores das condicdes
experimentais utilizadas na primeira série de ensaios.

Assim, sequencialmente, no segundo procedimento de otimiza¢do multivariada foram
utilizados os valores reais descritos na Tabela 11 (p.51) para os valores codificados das
variaveis independentes.
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L (0;1,41)
(-1;1) (11)
SUPERFICIE DE
RESPOSTA
0;0
(-1,41;0) (141,0)
(0:1.41)
1 -1;-1
(-1;0) T (-4-1) ()
(0;-1,41)
(0;0)
(-1,41,0) (1,41;0)
(-1;-1) (1;-1)
(0;-1,41)

Figura 21: Valores codificados para o deslocamento em gradiente ascendente realizado na superficie de reposta.

Tabela 11: Valores reais dos fatores usados no segundo DCCR e seus respectivos niveis codificados.
Niveis codificados e Valores reais
Fatores -1,41 -1 0 +1 +141
Fluxo da fase movel 146 150 160 170 1,74
(mL/min)
Temperatura da coluna (°C) 37,95 40,00 4500 50,00 52,05

Em um terceiro procedimento, uma ultima etapa de otimizacdo multivariada para 0s
fatores estudados, foi realizada através aplicacdo da metodologia de funcdes desejabilidade
para otimizacGes experimentais com restricao.

Os dados experimentais foram analisados com auxilio do programa Statistica 12 para
Windows e Microsoft Office Excel 2007 para Windows.

3.5 Otimizacao univariada da separacao cromatografica dos HPAs
A otimizacdo univariada da separacdo cromatografica dos 16 isdmeros de HPAs foi
realizada utilizando uma solucdo padrdo de concentracdo igual a 100ug/mL, adaptando-se as

condicBes experimentais obtidas no item 3.4 (p.64), nas condicGes cromatogréaficas descritas
na Tabelal2 (p.52).
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Tabela 12: Condigdes cromatograficas iniciais para o experimento de otimizagdo univariada com a coluna Cqy.

Coluna YMC Csy Carotenoid, 4,6x250mm, 3,0um
Temperatura da Coluna (°C) 40
Temperatura da Amostra (°C) 20
Volume de injecéo (uL) 5
) Acetonitrila (solvente A)
Fase Movel i
Agua (solvente B)
Fluxo da fase mével (mL/min) 1,50
Tipo de eluicéo Gradiente linear de 40 a 100% do solvente A
Detector DAD com varredura de 200 —
5 400nm e monitoramento em 254 nm, em
Deteccdo

linha com detector FLC, com Aexcitacio €

)\emisséo Varlé.VE|

3.6 Analise de HPAs nas Amostras de Pescado

A andlise dos 16 hidrocarbonetos policiclicos aromaticos foi realizado em dois tipos de
amostras de pescado:

o Mexilhdes processados (descascados e eviscerados).
o Salméo defumado (filés com pele).

Todas as amostras eram processadas e importadas do Chile.
Os procedimentos analiticos sdo descritos abaixo e pode ser resumido conforme
mostrado no fluxograma da Figura 22.

AMOSTRA DE MEXILHAO E
SALMAO DEFUMADO

LIOFILIZACAO

EXTRACAO COM SOLVENTE

ANALISE POR CLAE-UV-FLC

Figura 22: Fluxograma resumido para anélise de HPAs.
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3.6.1 Aquisicao das amostras de pescado

As amostras de mexilhdo e salmdo defumado foram adquiridas mensalmente no periodo
de agosto de 2012 a fevereiro de 2013, em redes de supermercados da cidade do Rio de
Janeiro, observando-se o nimero do lote de fabricagdo para a sua diferenciacao.

O critério utilizado para a escolha das amostras de mexilhdo usadas neste trabalho
considerou a possibilidade da efetiva contaminacdo deste tipo de pescado, jA que 96% da
producéo de mexilhdes no Chile vém de fazendas que cultivam esses organismos localizadas
na regido de Los Lagos, proximas ao complexo de vulcBes de Puyehue-Corddn Caulle, visto
que a literatura cientifica confirma que atividades vulcanicas caracterizam fonte de producgéo
de HPAs.

A escolha das amostras de salmdo defumado € justificada como uma forma de
verificar a aplicagdo da metodologia analitica numa outra matriz de alimento e também para
verificar sua eficiéncia para analisar pescado que tenha sido defumado através do uso de
aditivos aromatizantes como a fumaga liquida.

3.6.2 Liofilizagédo das amostras de pescado

As amostras de pescado foram liofilizadas na Embrapa Agroindustrias de Alimentos e
no Instituto Federal do Rio de Janeiro a -49 °C e sob pressédo reduzida de 0,632 mmHg, em
liofilizador Liotop modelo L101.

3.6.3 Extracédo de HPAs

A extracdo de HPAs foi realizada atraveés de uma hidrolise alcalina, utilizando um
extrator “soxhlet”, em aproximadamente 20g de amostra liofilizada, com 200mL de KOH 0,4
mol/L em metanol:agua (9:1 V/V), por um periodo de 24horas a 65 °C. Em seguida, foi
realizada a particdo desta solucédo alcalina com trés porcdes de 100 mL de hexano. As fracoes
deste extrato foram reunidas lavadas por 3 vezes com 50 mL de agua ultrapura, em funil de
separacdo. O extrato hexanico obtido foi seco com 3,00g sulfato de sodio anidro e
centrifugado. Finalmente, o extrato seco foi concentrado para um volume de 300 puL em
evaporador rotatorio, a pressao reduzida e temperatura de 40 °C, e filtrado em membrana de
politetrafluoretileno (PTFE). Todos os extratos foram transferidos para tubos eppendorf e
guardados em freezer a -18 °C, para posterior analise cromatografica.

3.6.4 Analise cromatografica de HPAs por CLAE-UV-FLC

A anélise cromatografica dos HPAs das amostras foi realizada usando sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) modelo Alliance (Waters Corporation), com
injetor automatico e detectores de ultravioleta com arranjo de diodos (UV-DAD) e
fluorescéncia (FLC) com comprimento de onda variavel, modelos 998 e 475 (Waters
Corporation), respectivamente, acoplados em série. O sistema analitico foi composto também
por coluna cromatografica YMC Cs, Carotenoid, 4,6x250mm, 3,0um de diametro de particula
(YMC Inc.), com temperaturas de 35°C e 20°C para a coluna e para o injetor automatico,
respectivamente. O volume de injecdo utilizado foi de 15uL e a fase modvel utilizada foi
composta de acetonitrila (Solvente A) e agua (Solvente B) com a programacdo de fluxo e
gradiente de concentracdo descrita na Tabela 13 (p.54).
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Tabela 13: Programagdo do fluxo em gradiente concentragdo de solventes para a fase mdvel utilizada na
analise por CLAE-UV-FLC.

Tempo de andlise Fluxo de fase movel Solvente A Solvente B

(minutos) (mL/minuto) (%) (%)
0,00 1.40 60.00 40.00
12.00 1.40 100.00 0.00
13.00 1.70 100.00 0.00
20.00 1.70 100.00 0.00
21.00 1.40 60.00 40.00

A deteccdo cromatografica por UV-DAD foi realizada através de varredura na faixa de
comprimento de onda de 200 a 400 nm e as aquisi¢des dos cromatogramas foram realizadas
em 254,0 nm. A detecgéo por FLC foi realizado usando-se a programacéo descrita na Tabela
14.

Tabela 14: Programacdo dos comprimentos de onda de excitagdo (hex) € emissdo (Aem) Usados no detector de
FLC.

Tempo de analise
L excitacdo (Aex) A emissao (hem)

(minutos)
0,00 280 330
8,30 250 370
10,00 330 430
12,50 270 390
14,50 280 430
19,20 290 505
20,00 280 330

3.7 Preparo das Curvas Analiticas para a Quantificacdo dos HPAs

As curvas de calibracdo para a quantificacdo dos HPAs por padronizacdo externa foram
construidas graficamente como fungdo da area obtida pela integracdo de cada um dos picos
cromatogréaficos obtidos e a concentracdo do hidrocarboneto analisado, em pg/kg. As
condicdes de separacdo cromatograficas empregadas foram as mesmas descritas no item 3.6.4
(p.51), as concentragdes utilizadas para cada um dos contaminantes foi de 0,50, 1,00, 5,00,
10,00, 15,00 e 20,00 pg/mL, injetadas em triplicata cada uma. Todos os graficos foram
elaborados pela aplicacdo do programa Microsoft Office Excell 2007.

3.8 Determinacédo da Confiabilidade Analitica
Ap6s a otimizacdo da separacdo cromatografica dos 15 isdmeros de HPAs, a
confiabilidade desta etapa metodoldgica foi avaliada usando os parametros de linearidade,

limite de detec¢do (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e faixa linear dindmica conforme
método descrito por Ribani (2004) e a orientacdo INMETRO (2011).
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A linearidade da resposta do detector para cada um dos 15 isdmeros foi obtida através dos
gréaficos de residuos adquiridos através da curva analitica.

LOD e LOQ foram calculados a partir das respectivas curvas analiticas para cada um dos
15 isdmeros HPAs, através das seguintes formulas:

LoD=3 () LoQ = 10 (2)

Onde:
o = desvio padréo dos valores do intercepto.
a = media dos valores do coeficiente angular.

Os resultados foram obtidos utilizando-se a ferramenta tratamento de dados do
programa Microsoft Office Excel 2007 para Windows.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Pesquisa Bibliografica

A pesquisa bibliogréfica resultou em 12.110 titulos publicados com o foco de estudos
em HPAS, nas bases de dados utilizadas, no periodo estudado. O percentual das publicacdes
que possuem o foco de estudo em amostras de alimentos foi de 5,2%. J& os percentuais das
publicacBes, em areas correlatas, com foco de estudos em amostras ambientais e de agua,
mostraram por sua vez um total de 48,6% e 19,6%, respectivamente. Outros focos de estudos
tendo hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos como tema central corresponderam a um
percentual de 26,6% (Figura 23).

5,2%

® ALIMENTOS

= MEIO AMBIENTE
AGUA

= OUTROS

Figura 23: Percentuais de titulos publicados possuindo como foco central o estudo de HPAs em alimentos, meio
ambiente e 4gua, no mundo.

Estes resultados mostram que os estudos realizados em hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos em amostras de alimentos sdo muito menores quando comparados aos estudos ja
realizados com amostras ambientais e de agua, indicando que a area de alimentos, por sua
indubitavel importancia, deve ser considerada enfoque relevante de estudos futuros,
permitindo publicacdes inovadoras e pertinentes para 0 meio académico, novas medidas de
controle de alimentos e, consequentemente, melhoria da qualidade dos géneros alimenticios
para 0 consumo humano.

Em outra pesquisa bibliografica focou-se o estudo de HPAs em amostras de alimentos,
0 que resultou em 625 titulos publicados. Destes, 36,0% foram estudos em amostras de
pescado, 27,1% de carnes, 12,3% de vegetais, 3,2% de grdos, 2,4% de frutas, 1,9% de agua
para consumo humano e 1,1% de bebidas. Outros titulos com foco em estudos sobre HPAs em
amostras. de alimentos somaram um percentual de 16,0% (Figura 24, p.57).
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Figura 24: Percentuais de titulos publicados possuindo como foco central o estudo de HPAs em tipos diversos
de alimentos, no mundo.

Os resultados dos estudos sobre HPAs em alimentos mostram que as amostras de
pescados e carnes tém recebido maior atencdo, pois, sdao importantes fontes de proteinas para
a alimentacdo humana. Além disso, pescados e carnes e seus derivados sdo produtos
alimenticios com elevado valor agregado na a sua comercializacdo e que podem ser
facilmente contaminados através de por meio de métodos de processamento como a secagem,
a defumacado e a grelhagem.

Considerando também as bibliografias com foco em estudos sobre HPAs em amostras
de pescado a pesquisa resultou em 225 titulos publicados. Os percentuais encontrados para
alguns tipos de pescado foram de 52,4% para peixes, 15,1% para mexilhdes, 25,3% para
peixes defumados, 4,1% para camardes e 3,1% para ostras, como podemos verificar na Figura
25.

4,1%

® PEIXES

® MEXILHOES

= OSTRAS

® PEIXES DEFUMADOS
= CAMAROES

Figura 25: Percentuais de bibliografias com foco no estudo de HPAs em tipos diversos de pescado, no mundo.
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Estes resultados mostram que o meio cientifico tem dado maior importancia aos
estudos realizados em amostras de peixes “in natura” ou oriundas de processo de defumacao.
O motivo desta relevancia pode ser explicado pela possibilidade real de contaminagdo deste
tipo de alimento pelo processo de defumacdo e, também, pelo aumento da aceitacdo e do
consumo desta fonte proteica no mundo, conforme descrito em FAO (2012).

Entretanto, mexilhdes, ostras e camarfes devem ter seus estudos estendidos e
aprofundados, pois ao contrério de vertebrados, ndo sdo eficazes na metabolizacdo e
eliminagdo de HPAs. Estes organismos séo filtradores e acumulam estes contaminantes em
seus tecidos, atuando como biomagnificadores destes na cadeia alimentar e, assim, podem
afetar a qualidade da alimentacdo humana ao enquanto vetores destas substancias.

A Figura 26 nos mostra os percentuais das publicacdes no Brasil, com cerne nos
estudos de HPAs em amostras de alimentos, de dgua e também e também do meio ambiente,
totalizando 10,1; 24,9 e 33,2%, respectivamente. Outras obras tendo HPAs como tema central
corresponderam a 31,8% das publicagdes.

Os resultados mostram que o Brasil segue a tendéncia de publicagbes mundiais,
possuindo poucas publica¢cdes na area de alimentos com foco em HPAs, apesar, apesar de o
pais ser considerado um importante produtor, exportador e importador de géneros
alimenticios.

10,1%

B ALIMENTOS = MEIO AMBIENTE AGUA mOUTROS

Figura 26: Percentuais de titulos publicados possuindo como foco central o estudo de HPAs em alimentos, meio
ambiente e 4gua, no Brasil.

Dentre os diversos tipos de alimentos que podem sofrer contaminacdo por HPAs, o
namero de publicacbes no Brasil foi elevado para amostras de pescados (36,5%), de grdos
(31,8%) e de vegetais (18,2%). Amostras de bebidas, frutas e carnes corresponderam, cada
uma, a somente 4,5% das obras. Amostras de 4gua para consumo humano ndo aparecem entre
as publicaces brasileiras na base de dados utilizada (Figura 27, p.59).

Os resultados mostram que o Brasil acompanha a tendéncia mundial, focando estudos
e publicacbes em amostras de pescado e vegetais. Entretanto, ao contrario do que foi
verificado nas publicacdes internacionais, poucas publicacbes brasileiras foram realizadas
descrevendo estudos com HPAs em amostras de carne e um maior nimero de obras foi
publicado envolvendo o estudo destes contaminantes em amostras de gréos.
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Figura 27: Percentuais de bibliografias com foco no estudo de HPAs em tipos diversos alimentos, no Brasil.

A producdo mundial de pescado, tanto da pesca extrativa quanto da aquicultura,
alcancou aproximadamente 146 milhdes de toneladas. A Figura 28 mostra os dados em
percentual para os 20 paises que se destacaram na atividade no ano de 2010. Os maiores
produtores foram a China, com aproximadamente 60,5 milhdes de toneladas, a Indonésia,
com 9.8 milhdes de toneladas, a india com 7,9 milhdes de toneladas, e o Peru com cerca de 7
milhdes de toneladas. Neste contexto, o Brasil contribuiu com 1.264.765 de toneladas, o que
representou 0,86% da producdo mundial de pescado, ocupando o 18° lugar dentre os maiores
produtores de pescado do mundo e o 3° lugar dentre os paises da América do Sul onde, dos
quais despontam o Peru e o Chile no 1° e 2° lugares, respectivamente (BRASIL, 2012).

0
6,76%
1,29%
41%
2,16, 2% SA41%
4,80%
3,58%
2,40%
3,50%
B China M Indonésia E india M Peru M Japdo
M Filipinas H Vietna M Estados Unidos = Chile H RUssia
B Mianmar m Noruega m Coréiado Sul m Tailandia Bangladesh
B Malasia México BRASIL Marrocos Espanha

Figura 28: Dados percentuais da producéo de pescado para os 20 paises maiores produtores.
FONTE: BRASIL (2012).
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Entretanto, quando comparamos os dados de producdo de pescado com o percentual
de trabalhos publicados com foco em estudos sobre contaminagdo de HPAs em amostras de
pescado, apresentados na Figura 29, pode-se verificar que paises como o Japédo, o Chile, a
Coréia do Sul, o Marrocos e a China, maior produtor e exportador mundial de pescado,
possuem um numero de publicacbes muito baixo em estudos sobre contaminacdo de HPAs
neste género alimenticio.

1,8%
1,3%

1,3%

1,3%
® China ¥ Japao ® Estados Unidos
® Chile = Noruega ® Coréia do Sul
®BRASIL ® Marrocos Espanha

Figura 29: Dados percentuais da producdo de publica¢cdes com cerne na contaminacdo de HPAs em amostras de
pescado para 0s paises maiores produtores.

Outra observacao interessante é que os Estados Unidos da América, a Espanha e a
Noruega que, no periodo estudado (1970-2014), produziram um numero maior de
publicagbes: 12,0; 11,1 e 9,3%, respectivamente. Estes paises ja& possuem uma politica
estabelecida com relagdo a este tipo de contaminacgéo, seja de salde publica ou de exigéncia
comercial, como as barreiras ndo tarifarias de comércio. A Indonésia e o Peru, que ocupam
respectivamente a 2% e 32 posicOes dentre os 20 maiores produtores mundiais, além dos demais
paises considerados ndo aparecem em publicacbes sobre o tema, na base de dados
pesquisados, no mesmo periodo.

4.2 Pesquisa Laboratorial
4.2.1 Otimizacdo multivariada da separacdo cromatografica dos isbmeros de HPAs

A otimizacdo da separacdo cromatografica foi realizada para os dois pares de isdmeros
de HPAs: benzo(a)antraceno/criseno e benzo(g,h,i)perileno/indeno(1,2,3-cd)pireno, que

apresentaram valores de resolucdo cromatografica (Rs) iguais a 0,82 e 0,52, respectivamente,
menores que 1,5, conforme mostrado no cromatograma da Figura 30 (p.61).
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Figura 30: Cromatograma inicial obtido por CLAE-UV para os 16 padrdes de HPAs utilizando a coluna
cromatografica Hypersil Cig (100 x 4,6 mm; 2,4 um).

No primeiro conjunto de experimentos para a otimizagdo da Rs foram obtidos os
valores apresentados na Tabela 15. Estes resultados foram utilizados para o calculo dos
coeficientes de regressdo e da analise de variancia (ANOVA) para a obtencdo dos modelo
preditivos para a separacao dos pares criticos de HPAs BaA/CHY e BgP/ICP.

Tabela 15: Matriz de experimentos codificados para o primeiro DCCR e os respectivos resultados par a
resolucdo cromatografica dos pares de isomeros BaA-CHY e BgP-ICP.

Ensaio Fluxo da Fase Mdvel = Temperatura da Coluna  Rs(BaA/CHY) Rs(BgP/ICP)

1 -1 -1 0,82 0,70
2 1 -1 0,75 0,87
3 -1 1 0,94 0,62
4 1 1 1,00 0,79
5 -1,41 0 0,82 0,68
6 1,41 0 0,89 0,83
7 0 -1,41 0,62 0,85
8 0 1,41 1,00 0,74
9 0 0 0,83 0,77
10 0 0 0,85 0,73
11 0 0 0,89 0,75

Os resultados obtidos para a separacdo de BaA/CHY sdo mostrados nas Tabela 16 (p
62).

Observando a Tabela 16 (p.62), verifica-se que a resolucdo cromatografica do par
BaA/CHY foi influenciada positivamente somente pelo fator linear temperatura da coluna,
com 90% de confianca. Isto pode ser verificado na tabela acima, ja que o coeficiente de
regressdo apresentou um ndmero positivo (0,113979) e que o seu p-valor < 0,10. A
significancia estatistica deste termo linear pode ser comprovada pelo grafico de Pareto (Figura
31, p.62), onde somente o fator temperatura da coluna apresenta efeito padronizado maior que
p =0,10.
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Tabela 16: Coeficientes de regressdo para a variavel de resposta Rs[BaA-CHY].

R% =0,90458
L. Limite de  Limite de
Fatores Co;:lcrlgsr;téeode PI;;:ZO t(5) p-valor Conf. Conf.
g -90.% +90,%
Meédia 0858153 0027957 30,69528 0,000001 0786287  0.930019
(DFluxo - Fase 4319965 0017146 069781 0516407 -0032110 0,056040
Movel(L)
Fluxo = Fase 4019371 0020460 0,55580 0,602302 -0,041222  0.063964
Movel(Q)
(2)Temp.
CotunalL) 0113979 0017146 6,64759 0,001162 0069904  0.158054
Temp. 0013464  0,020460 -0,65807 0539581 -0.066057 0,039129
Coluna(Q)
1L por 2L 0031355 0024212 129502 0,251885 -0,030884  0.093593
(L) =Termo Linear
(Q) = Termo Quadratico
@)T col (°C)(L) } -6,647587 ]
1Lby2L 1,295015
(1)Fluxo (mL/min)(L) f ,697808
T col (CC)(Q) } -,658069
Fluxo (mL/min)(Q) t ,5557956
0,10

Efeito Estimado Padronizado (valor Absoluto)

Figura 31: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variavel de resposta Rs[BaA-CHY].
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Os demais termos foram incorporados ao residuo para o calculo da ANOVA que esta
apresentado na Tabela 17.

Tabela 17: ANOVA para a variavel de resposta Rs[BaA-CHY].

SQ GL QM Fcalculado Ftabelado
Regressado 0,10362 1 0,10362 45,46 3,36
Residuo 0,01925 9 0,00214
Total 0,12287 10

Os resultados da ANOVA mostram que o valor dos teste F calculado de 45,46 é cerca
de 13,5 vezes maior que o valor de F tabelado de 3,36, indicando que o modelo linear de 12
ordem obtido € estatisticamente significativo para a variavel estudada. Assim, nas condicGes
experimentais utilizadas, a resolucdo cromatogréafica de BaA/CHY pode ser predita através da
seguinte equacao:

Rs [BaA-CHY] =0,86 +0,12 T col. (Eq.: 1)
A variacdo explicada pelo modelo apresentou-se satisfatoria, com um R? igual a

90,5%, o que pode ser comprovada pela baixa dispersdo dos dados no grafico de valores
previstos versus valores observados (Figura 32).

1,10

1,05 ¢

1,00 ¢

0,95 1

0,90 ¢ ¢}

0,85

Valores Previstos

0,80 1

0,75

0,70 1

0,65

0,60 A A A A A
05 0,6 07 0.8 0,9 1,0 11

Valores Observados

Figura 32: Grafico dos valores previstos versus valores observados para a variavel de resposta Rs[BaA-CHY].

Assim, a partir do modelo proposto na equacédo 1, obteve-se o grafico da superficie de
resposta para os fatores estudados (Figura 33, 64), evidenciando que as variaveis temperatura
da coluna e fluxo da fase movel, possuem influencia positiva sobre a resolucdo
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cromatogréfica de BaA/CHY, demonstrando também que a influéncia da temperatura da
coluna é significante estatisticamente, enquanto que a influéncia do fluxo da fase mével néo é.

12

Bl <1125
Bl < 1,025
[ <0,925
[1<0,825
[ < 0,725
Bl < 0,625
Bl <0525

Temp. Coluna

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Fluxo Fase Mével

Figura 33: Gréafico das curvas de contorno em fungdo do fluxo de fase mével e da temperatura da coluna para a
variavel de resposta Rs[BaA-CHYT].

Os resultados obtidos para a separacéo de BgP/ICP sdo mostrados na Tabela 18 (p.65),
onde verifica-se que a resolucdo cromatografica do par BgP/ICP foi influenciado
positivamente pelo fator linear fluxo de fase movel e negativamente pelo fator linear
temperatura da coluna, com 90% de confianca. Isto pode ser verificado na tabela abaixo ja
que os valores do coeficiente de regressdo para esses fatores apresentaram um numero
positivo (0,068323) e um ndmero negativo (-0,038965), com seus p-valores < 0,10,
respectivamente.
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Tabela 18: Coeficientes de regresséo para a variavel de resposta Rs[BgP-1CP].

R®=0,91799
Fatores Coeficiente de Erro Limite de  Limite de
Regressio Padrio t(5) p-valor Conf. Conf.
-90,% +90,%
Média 0,751407 0,017438 43,08934 0,000000 0,706580 0,796233
(1)Fluxo Fase
Movel(L) 0,068323 0,010695 6,38838 0,001392 0,040831 0,095814
FIL{XO Fase -0,006231 0,012762 -0,48823 0,646041 -0,039036 0,026574
Movel(Q)
(2)Temp.
Coluna(L) -0,038965 0,010695 -3,64339 0,014851 -0,066457 -0,011474
Temp. 0,013828 0,012762 1,08359 0,328011 -0,018977 0,046633
Coluna(Q)
1L por 2L 0,000424 0,015102 0,02809 0,978678 -0,038397  0,039246

(L) =Termo Linear
(Q) = Termo Quadratico

A significancia estatistica destes termos lineares pode ser comprovada pelo grafico de
Pareto (Figura 34), onde os fatores fluxo da fase movel e temperatura da coluna apresentaram
efeitos padronizados maiores que o valor p = 0,10.

()Fluxo (mL/min)(L) 6,388383
(2)T col (°C)(L) 1 -3,64339
T col (°C)(Q) 1,08359
Fluxo (mL/min)(Q) -,488235
1Lby2L ¢ ,0280885
0,10

Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)

Figura 34: Diagrama de Pareto para os efeitos padronizados para a variavel de resposta Rs[BgP-1CP].
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Os demais termos foram incorporados residuo para o célculo da ANOVA que esta
apresentado na Tabela 19.

Tabela 19: ANOVA para a variavel de resposta Rs[BgP-1CP] — 12 otimizagéo.

SQ GL QM Fcalculado Ftabelado
Regressao 0,04934 2 0,02467 31,44 3,11
Residuo 0,00628 8 0,00078
Total 0,05562 10

Os resultados da ANOVA mostram que o valor do teste F calculado de 31,44 é cerca
de 10,1 vezes maior que o valor de F tabelado de 3,11 indicando que o modelo néo linear de
12 ordem obtido € estatisticamente significativo para a varidvel estudada. Assim, nas
condicdes experimentais utilizadas, a resolucdo cromatografica de BgP/ICP pode ser predita

através da seguinte equacdo:
Rs [BgP-ICP] = 0,75 + 0,07 Fluxo Fase Mdvel - 0,04 T col.  (Eq.: 2)

Obtivemos uma resposta satisfatoria quanto a variacdo explicada pelo modelo , com
um R? igual a 91,8%, o que pode ser comprovada pela baixa dispersdo dos dados no gréfico

de valores previstos versus valores observados (Figura 35).

0,90

0,85

0,80

0,75

Valores Previstos

0,70

0,65

0,60 : : : : : :
0,55 0,60 0,65 0,70 0.75 0,80 0,85 0,90

Valores Observados
Figura 35: Grafico dos valores previstos versus valores observados para a variavel de resposta Rs[BgP-1CP].
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A partir do modelo proposto pela equacdo 2 foi obtido o gréfico da superficie de
resposta para os fatores estudados (Figura 36), evidenciando que a temperatura da coluna
possui influéncia negativa sobre a resolugdo cromatogréfica de BgP/ICP, enquanto que o
fluxo da fase movel atua positivamente sobre a mesma. Além disso, para o par de isdmeros de
HPAs estudado e nas condigdes analiticas usadas, ambos os fatores sdo significantes
estatisticamente.

Apos serem efetuados os deslocamentos sobre as respectivas superficies de resposta
para os fatores temperatura de coluna e fluxo de fase mével que influenciam na separacdo dos
pares BaA/CHY e BgP/ICP, o segundo conjunto de 11 experimentos ndo pode ser realizado
nas condicOes experimentais calculadas devido a limitacdo do equipamento de CLAE, pois
em algumas das condi¢des cromatograficas utilizadas para a otimizacédo, a pressao interna do
equipamento ultrapassou o limite de seguranca de 4000 psi, fazendo com que o programa de
controle do cromatdgrafo interrompesse automaticamente a corrida cromatogréfica.

Assim, para a finalizacdo da otimizacéo das condi¢des cromatograficas de temperatura
da coluna e de fluxo de fase mével para a separacdo de BaA/CHY e BgP/ICP, nas condi¢des
analiticas estudadas obteve-se os resultados das fungdes desejabilidade, que sdo utilizadas
para a otimizacdo experimental em condicdes de restricdo conforme mostrado na Figura 37

(p.68).

2,0

15

1,0

0,5 Bl > 0,95

Bl <092
Bl <0,87
[ <0,82
[1<0,77
[]<0,72
B < 0,67
B <0,62
Bl <057

0,0

Temp. Coluna

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0
Fluxo Fase Mavel

Figura 36: Gréfico das cuvas de contorno em fung¢éo do fluxo de fase mével e da temperatura da coluna para a
variavel de resposta Rs[BgP-1CP].
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O que se verifica € que o programa usou os dois modelos preditos anteriormente (Egs.:
1 e 2) sobrepondo os modelos e calculando novos valores experimentais otimizados que
satisfagam ambas as condigdes descritas pelos modelos preditivos das respectivas equagdes.

Os novos valores dos fatores experimentais codificados e otimizados obtidos foram
0,705 e 1,41 que correspondem aos valores reais de 40,0°C e 1,50 mL/minuto,
respectivamente para as variaveis temperatura da coluna e fluxo da fase movel.

Utilizando-se estes valores como as condi¢cbes cromatograficas finais dos
experimentos de otimizagdo multivariada obteve-se o cromatograma mostrado na Figura 38
(p.69), onde foi obtida uma melhora nas condigdes de separagdo dos HPAs BaA/CHY e
BgP/ICP, conseguindo-se valores de resolucdo de 1,10 e 0,87, respectivamente, porém ainda
abaixo quando comparados ao parametro de 1,5, considerado satisfatério para a resolucéo da
separacdo cromatogréafica de dois picos adjacentes.

Nas novas condicOes analiticas utilizadas, os resultados obtidos para os valores da
resolucdo cromatografica para os pares de isdmeros BaA/CHY e BgP/ICP ainda
permaneceram abaixo do valor 6timo para este pardmetro cromatogréafico (1,5). Assim, foi
estabelecido modificar a coluna cromatografica para proceder a otimizagdo da resolucao.

Fluxo Fase Mével Temp. Coluna Desirability

1,6000

1,1109 1,1100

0,90000

Rs[BaA-CHY]

0,69000

0,40000
1,3000

[T SR

0,98000
0,84000
0,70000

0,91887

RS[BGP-ICP]

0,50000

0,88412

Desirability

-141 141 -141 0,705 141

Figura 37:Gréficos das funcgBes desejabilidade para as varidveis de resposta RsBaA-CHY e R.BGP-ICP.
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Figura 38: Cromatograma final obtido por CLAE-UV para os 16 padrdes de HPAs utilizando a coluna
cromatografica Hypersil Cig (100 x 4,6 mm; 2,4 um).

4.2.2 Otimizacéo univariada da separagdo cromatografica dos HPAs

A escolha da nova coluna cromatogréafica foi feita considerando-se a hipdtese de que
uma coluna com fase estacionaria Cso, sendo mais hidrofébica por possuir uma cadeia mais
longa, teria também uma melhor interagdo com moléculas apolares volumosas como 0s
HPAs.

Assim, aplicando-se os valores de temperatura de coluna (40°C) e fluxo de fase movel
(1,50 mL/minuto) obtidas na ultima etapa da otimizacdo multivariada como as condic6es
cromatograficas iniciais com o objetivo de melhorar a separagdo cromatografica dos pares
criticos de isdmeros de HPAs com a coluna cromatografica Cs e estudar as melhores
condicdes de separacao entre os pares BaA/CHY e BgP/ICP. Os resultados estdo mostrados
no cromatograma da Figura 39.

Fica evidente que a separacdo cromatografica dos isdmeros BaA/CHY permaneceu
com valor de Rs = 1,10, entretanto os pares de isbmeros BGP e ICP foram adequadamente
separados, apresentando valor de Rs > 1,5 o que abre a perspectivas da inédita utilizacdo deste
tipo de coluna para separacdo de substancias apolares de cadeia curta e volume molecular
grande, diferentemente dos carotenoides, até entdo citados na literatura, e para 0s quais essa
coluna foi inicialmente desenvolvida.

1 BaA/CHY
0,20 D ~1EN
] BaA/CHY l
i D —11N
0,10 L M
0’00 | T T T 1 T 1 T
5,0 lO OC 15 00 20 OC 25,0C 30,0C 35,0C 40,0C

Tempo (minutos
Figura 39: Cromatograma obtido por CLAE-UV para os 16 padrdes de HPAs utilizando a coluna

cromatografica YMC Cz (250 x 4,6 mm; 3,0 pm).
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Considerando que somente a diminui¢do da temperatura da coluna seja o fator que
influencia a resolucdo cromatogréfica do par de isomeros BaA/CHY, conforme resultado
obtido anteriormente através do planejamento experimental multivariado, um valor menor de
temperatura da coluna consequentemente ocasionaria uma diminuicdo da viscosidade da fase
estacionaria, um aumento da retencdo do soluto, um aumento da seletividade da fase
estacionaria e da resolucdo da separacao.

Assim, a temperatura da coluna foi diminuida de 40°C para 35°C, mantendo-se o fluxo
de fase movel igual a 1,50 mL/minuto, conseguindo-se um excelente resultado na separacdo
dos pares de isomeros BaA e CHY com resolugdo maior que 1,5, conforme mostrado no
cromatograma da Figura 40.

| BaA/CHY
020 — R, > 1,50
1 BaA/CHY l
] R, > 1,50
0,10 Alk \
0,00
T T T ‘ T T \ T

T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T \ T T T T ‘ T T T T

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00

Tempo (minutos)

Figura 40: Cromatograma final obtido por CLAE-UV para os 16 padrdes de HPAs utilizando a coluna
cromatografica YMC Cz (250 x 4,6 mm; 3,0 um).

Outro procedimento foi otimizar o tempo total de corrida cromatografica que era de 40
minutos, o qual tem a desvantagem de gerar maiores gastos de reagentes, maior producédo de
residuos e consequentemente maior custo da analise, tentou-se amenizar estas desvantagens,
diminuindo o tempo total da corrida cromatografica, aumentando-se o fluxo da fase movel
para 1,70 mL/minuto. Entretanto, mais uma vez a pressao interna do equipamento ultrapassou
o limite de seguranca de 4000 psi, fazendo com que o programa de controle do cromatdgrafo
interrompesse automaticamente a corrida cromatogréafica.

Este obstaculo foi superado, depois de varias procedimentos experimentais,
modificando-se a extensdo do gradiente linear de solvente da fase mdvel, que inicialmente era
de 40 a 100% de acetonitrila em 20 minutos, para um gradiente linear de 60 a 100% de
acetonitrila em 13 minutos, com fluxo de fase mével de 1,40 mL/minutos, seguido de fluxo de
fase movel isocrético até 20 minutos em acetonitrila 100%.
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Figura 41: Cromatograma obtido por CLAE-UV-FLC para os padr6es de HPAs utilizando a coluna
cromatografica YMC Cz, (250 x 4,6 mm; 3,0 um).

Como resultado a presséo interna do sistema cromatografico aos 13 minutos de corrida
diminuiu para 2000 psi, conseguindo-se que a presséo de trabalho permanecesse num patamar
de seguranca tal que, o cromatografo ndo desligasse, permitindo que houvesse menores
variacOes da pressao interna do equipamento favorecendo assim, uma melhor performance
para o desenvolvimento do procedimento experimental.

Logo, o processo de separagdo cromatografica para os 16 isomeros de HPAs foi
iniciado com um fluxo de 1,40 mL/minuto, até 13 minutos em gradiente linear de 60 a 100%
de acetonitrila, seguido de um fluxo de fase movel isocratico de 1,70 mL/minuto em 100% de
acetonitrila com temperatura de coluna de 35°C, obtendo-se um sucesso na separacao
cromatografica destes contaminantes com Rs > 1,5 num tempo total de corrida de 20 minutos,
representado pelo cromatograma da Figura 41.

4.2.3 Curvas analiticas dos padrdes de HPAs

As curvas de calibragdo individuais para a quantificacdo dos HPAs por padronizacao
externa foram construidas graficamente como funcéo da area obtida pela integracdo de cada
um dos respectivos picos cromatograficos de cada contaminante e a concentracdo dos padrdes
analisados, em pg/mL. Cada uma das concentracdes utilizadas para os padroes de HPAs
foram injetadas em triplicata, nas condi¢cdes cromatograficas descritas no item 3.6.4 (p.51).

Os cromatogramas obtidos para cada um dos 6 niveis de concentracdes usadas para a
construcdo das curvas analiticas sdo mostrados na Figura 42 (p.72).
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Figura 42: Cromatograma obtido por CLAE-UV-FLC para a construcdo das curvas analiticas dos padrdes de
HPAs por padronizagdo externa, nas concentracdes de: (a) 0,50 pg/kg, (b) 1,00 pg/kg, 5,00 pg/kg,
10,00 pg/kg, 15,00 pg/kg e 20,00 pg/kg.

Os resultados encontrados para os valores dos parametros de confiabilidade para as
curvas analiticas dos isdmeros de HPAs sdo sumarizados na Tabela 20 (p.73).

Os valores do coeficiente de regressdo ajustado (R?) variaram no intervalo de 0,9863 a
0,9983, indicando que os modelos matematicos utilizados para a construcdo de cada uma das
curvas de calibracdo conseguem explicar adequadamente cerca de 98,00 a 99,00% das
variacbes dos sinais analiticos de cada um dos picos cromatograficos em funcdo das
concentracbes de padrdo utilizadas, evidenciando uma excelente correlacdo quando
comparado com o parametro de referéncia citados por INMETRO (2011), que € de 90,00%.

Os valores elevados para a estatistica de Fisher (F), maior que o valor critico (Feritico =
4,49), indicam a homocedasticidade para cada conjunto de dados utilizados para a construcao
das curva de calibracdo de cada contaminante, confirmando a homogeneidade de variancia
para 0S mesmos.

A linearidade da resposta do detector para as variacfes de sinal observadas em cada
um dos 6 niveis de concentracdo usadas para a construcdo das curvas de calibracdo de cada
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contaminante foi confirmada através da observacdo padrdo aleatrio dos valores de residuos
na faixa de trabalho utilizada, nos grafico do Anexo B (p.95) , evidenciando um sistema de
pontos livre de tendéncias e confirmando a linearidade do método.

Tabela 20: Resultados dos calculos de confiabilidade das as curvas analiticas para a quantificacdo dos HPAs por
padronizagdo externa.

HPAs Equacéo da reta R? Fcalculado (uLg?P?g ) (uLg?P% )
Naftaleno y = 436889x - 33448 0,9942  2012,64 0,2526  0,7656
Acenafteno y=1,0X10°x - 67719 0,9960  2088,51 0,2235  0,6772
Fluoreno y = 789565 x + 3187,8 0,9945  2903,33 0,0133  0,0404
Fenantreno y = 680289 x - 48919 0,9910  1915,54 0,2373  0,7191
Antraceno y = 2,0x10° x - 169479 0,9921  1690,92 0,2546  0,7715
Fluoranteno y = 229648 x - 20391 0,9976 30,35 0,2930  0,8879
Pireno y = 171824 x + 3546,5 0,9982  8887,58 0,0681  0,2064
Benzo(a)antraceno y = 919796 x + 37463 0,9973 6012,18 0,1344  0,4073
Criseno y = 602351 x + 64308 0,9983  8598,12 0,3523  1,0676
Benzo(b)fluoranteno y = 765800 x + 878,9 0,9972 5739,36 0,0038  0,0115
Benzo(k)fluoranteno y = 764425 x + 19787 0,9974 6996,33 0,0854  0,2588
Benzo(a)pireno y = 1,0x10° x - 1069,1 0,9937 2282,41 0,0035  0,0107
Dibenzo(a,h)antraceno y = 534815 x + 1578,3 0,9970 48,07 0,0097 0,0295
Benzo(ghi)perileno y = 394140 x - 7254,5 0,9924 921,27 0,0607 0,1841
Indeno(1,2,3-cd)pireno y = 280683 x + 601,66 0,9863 185,75 0,0071 0,0214

Os respectivos valores de LOD e LOQ variaram de 0,0035 a 0,3523 ug/Kg e de
0,0107 a 0,9576 ug/Kg estdo de acordo com as orientaces da Resolucdo 835/2011 da CE.

4.2.4 Andlise cromatogréafica de HPAs nas amostras de pescado

4.2.4.1 Amostras de mexilhdo

Foram analisadas 5 amostras de mexilhdo. Apos injecdo individual dos 5 extratos das
amostras foram obtidos cromatogramas com perfis semelhantes o que estd demonstrado na
Figura 43, (p.74)), porém no intervalo de tempo de retencdo de 4 a 12 minutos ndo
conseguimos identificar a presenca dos HPAs de baixo peso molecular, contendo 2, 3 e 4
anéis aromaticos conjugados. Por outro lado obtivemos resultados positivos para os HPAs de
peso molecular elevado contendo 5 ou 6 anéis aromaticos conjugados, sendo identificados
qualitativamente o benzo(a)antraceno (BaA), o criseno(CHY), o benzo(b)fluoranteno (BbF), o
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benzo(k)fluoranteno (BkF), o benzo(a)pireno (BaP), o dibenzo(a,h)antraceno(DaA), o
benzo(g,h,i)perileno (BgP) e o indeno(cd-1,2,3)pireno (ICP).
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Figura 43: Cromatograma obtido por CLAE-UV-FLC (coluna cromatografica YMC Cz, 250 x 4,6 mm; 3,0
pum). (A) padrdes 15 pg/Kg e (B) amostra (mexilhdo).

Utilizando as curvas de calibracdo analitica (Anexo A, p.91) foram determinados o0s
valores para os limites de deteccdo e de quantificacdo, verificando-se que 0s mesmos estdo
dentro dos parametros aceitos pela Comunidade Europeia LOD < 0,3 ug/Kg e LOQ < 0,9
pMg/Kg para cada HPA (CE - Resolucdo 835/2011), ressaltando que a utilizacdo dos
parametros da CE foram escolhidos neste trabalho por ndo existir no Brasil uma legislacédo
especifica que defina os limites maximos de concentracdo para esses contaminantes, nas
matrizes de amostras analisadas.

Outra informacdo obtida através das curvas analiticas foram as concentracdes
individuais dos 8 contaminantes em cada um dos 5 extratos das amostras de mexilhdo
estudadas. As respectivas concentracdes calculadas encontram-se listadas na Tabela 21 (p.75).
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Tabela 21: Concentragbes de HPAs em amostras de mexilhGes processados e congelados comercializados em
supermercados do Rio de Janeiro.

Concentragdo em pg/Kg

LOD LOQ

HPAs  AmM1  AmM2  AmM3  AmM4  AmM5
(Mo/Kg)  (ug/Kg)

BaA 0,8356 0,9232 0,9521 0,9407 0,8426 0,1344 0,4073
CHY 0,7283 0,8201 0,8665 0,7702 0,7262 0,3523 1,0676
BbF 0,5302 0,6846 0,6519 0,6205 0,6019 0,0038 0,0115
BkF 1,9346 2,1895 1,2946 2,1561 2,0252 0,0854 0,2588
BaP 0,7420 0,8457 0,6560 0,8969 0,8701 0,0035 0,0107
DaA 0,8866 1,0200 1,1121 0,9222 0,9777 0,0097 0,0295
BgP 0,8544 0,9547 0,8823 0,7753 0,8177 0,0607 0,1841
ICP 0,3817 0,4009 0,4258 0,3548 0,3619 0,0071 0,0214

Verificou-se que os teores calculados das respectivas concentragdes individuais dos 8
HPAs, estdo acima dos valores encontrados para os limites de deteccdo e quantificacéo,
indicando que os mesmos podem ser considerados para a quantificagdo analitica destes
contaminantes.

Comparando nossos resultados com os valores de concentracdo de HPAs indicados
pela Resolugdo 835/2011 da CE para os Limites maximos de contaminantes (LMC)
permitidos para BaP de 5ug/Kg e a soma de 4 HPAs (BaA, CHY, BbF e BaP) de 30ug/Kg em
moluscos bivalves frescos, resfriados ou congelados listados na Tabela 22. Pode-se concluir
que as amostras de mexilhdo analisadas possuem concentracGes de contaminantes menores
que os limites indicados pela CE, podendo ser consumidos por seres humanos.

Tabela 22: Concentrac@es de HPAs em amostras de mexilhfes processados e congelados comercializados em
supermercados do Rio de Janeiro.

Concentracdo em pg/Kg

Amostra BaP Y (BaA+CHY+BbF+BaP)
Am M1 0,7420 2,8360
Am M2 0,8457 3,2737
Am M3 0,6560 3,1266
Am M4 0,8969 3,2284
Am M5 0,8701 3,0407

4.2.4.2 Amostras de salmao defumado

Foram analisadas 3 amostras de salmédo defumado congelado e apos injecdo individual
dos 3 extratos das amostras,obteve-se cromatogramas com perfis semelhantes, conforme
Figura 44 (p.76). Observa-se, porém, que no intervalo de tempo de retencdo entre 4 e 14
minutos, que apesar de utilizarmos um detector de fluorescéncia multivariado com uma
programacdo de valores de excitacdo e emissdo dos diferentes comprimentos de onda,
contribui para elevar e regular automaticamente a sensibilidade para os diferentes isdmeros de
HPAs, a presenca de sinais cromatograficos que ndo puderam ser distinguidos entre analitos
de interesses (HPAs) e contaminantes presentes nos extratos das amostras, que por
apresentarem concentra¢fes muito baixas nem mesmo esse tipo de detector pode ajudar na
identificacéo.
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Por outro lado obtivemos resultados positivos para os HPAs de peso molecular
elevado contendo 5 ou 6 anéis aromaticos conjugados, sendo identificados qualitativamente o
benzo(b)fluoranteno (BbF), o benzo(k)fluoranteno (BkF), o benzo(a)pireno (BaP), o
dibenzo(a,h)antraceno(DaA) e o benzo(g,h,i)perileno (BgP).

Utilizando as curvas de calibracdo analitica (Anexo A, p.91) foram determinados os
valores para os limites de deteccdo e de quantificacdo, verificando-se que 0S mesmos estéo
dentro dos parametros aceitos pela Comunidade Europeia LOD < 0,3 ug/Kg e LOQ < 0,9
Mg/Kg para cada HPA (CE - Resolugdo 835/2011), ressaltando que a utilizacdo dos
parametros da CE foram escolhidos neste trabalho por ndo existir no Brasil uma legislacéo
especifica que defina os limites maximos de concentracdo para esses contaminantes, nas
matrizes de amostras analisadas.
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Figura 44: Cromatograma obtido por CLAE-UV-FLC (coluna cromatografica YMC Cg, 250 x 4,6 mm; 3,0
pm). (A) padrdes 15 pg/Kg e (B) amostras de salmédo defumado.
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Outra informacdo obtida através das curvas analiticas foram as concentracoes
individuais de 5 contaminantes em cada um dos 3 extratos das amostras de salmio defumado
estudadas. As concentracdes de BaA e CHY ndo puderam ser calculadas por estarem em
concentracdes abaixo dos limites de deteccdo e do limite de quantificagio. Como 0s sinais
destes dois contaminantes poderiam encontrar-se na regido de 4 a 14 minutos, estes ndo
puderam ser detectados pelas mesmas raz6es descritas anteriormente. Assim utilizou-se como
critério analitico ndo ausenta-los da amostra e deixa-los como possibilidade analitica abaixo
dos respectivos LOD e LOQ determinados através das curvas analiticas. As respectivas
concentracgdes calculadas encontram-se listadas na Tabela 23.

Tabela 23: Concentracdes de HPAs em amostras de salmdo defumado, congelados, comercializados em
supermercados do Rio de Janeiro.

Concentragdo em pg/Kg

LOD LOQ
HPAs Am S1 Am S2 Am S3 (LaKQ) (LaKO)
BaA <LODelLOQ <LODelLOQ <LODelLOQ  0,1344 0,4073
CHY <LODelLOQ <LODelLOQ <LODelLOQ  0,3523 1,0676
BbF 1,1599 1,1265 1,0278 0,0038 0,0115
BKF 0,7234 0,7185 0,6038 0,0854 0,2588
BaP 0,4505 0,4020 0,3809 0,0035 0,0107
DaA 0,7316 0,6681 0,5557 0,0097 0,0295
BgP 0,2640 2,5052 0,0420 0,0607 0,1841

Comparando nossos resultados (Tabela 24) com os valores de concentragdo de HPAs
indicados pela Resolucdo 835/2011 da CE para os Limites maximos de contaminantes (LMC)
permitidos para BaP de 2ug/Kg e a soma de 4 HPAs (BaA, CHY, BbF e BaP) de 12ug/Kg em
moluscos bivalves frescos, resfriados ou congelados, pode-se concluir que as amostras de
salméo defumado analisadas possuem concentracdes de contaminantes menores que os limites
indicados pela CE, podendo ser consumidos por seres humanos.

Tabela 24: Concentracdes de HPAs em amostras de salmdo defumado, congelados, comercializados em
supermercados do Rio de Janeiro.

Concentracdo em pg/Kg

Amostra BaP ¥ (BaA+CHY+BbF+BaP)
Am S1 0,4505 1,6104
Am S2 0,4020 1,5285
Am S3 0,3809 1,4087
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5 CONCLUSOES

As concentraces de HPAs encontradas no presente estudo evidenciam um nivel de
contaminagéo baixo nas amostras de mexilhdo e salmdo defumado analisadas, indicando que
0S mesmos estdo seguros para serem consumidos sem riscos de intoxicagdo aguda para a
salde humana.

Os parametros de confiabilidade analitica apresentaram excelentes resultados para
método de separacdo cromatogréfica proposto, com seus respectivos limites de deteccdo de
quantificacdo abaixo dos valores limites estabelecidos pela Resolugdo 835/2011 da
Comunidade Européia.

Ao longo das ultimas décadas, o aumento da versatilidade e aplicabilidade da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), deve-se ao desenvolvimento de novas fases
estacionarias para a uso da técnica em fase reversa, 0 que tem permitido o seu emprego para a
separacgdo de substancia de polaridade intermediaria com valores de resolucéo adequada.

As ferramentas quimiométricas de DCCR, RSM e desejabilidade, utilizadas para a
otimizacdo da separacdo cromatografica dos pares criticos de HPAs, mosntraram
aplicabilidade satisfatoria e excelentes resultados, nas condigbes analiticas empregadas,
demonstrando a robustez dessa ferramenta estatistica.

O uso da coluna Csy mostrou ser uma alternativa inovadora para ser utilizada na
separagdo cromatografica concomitante dos 16 isomeros de HPAs, indicando que por possuir
maior hidrofobicidade, este tipo de coluna também pode ser utilizada para a analize de
contaminantes apolares que possuam grande volume molecular (“bulky”), em amostras de
alimentos.

O processamento utilizado no preparo para comercializacdo de mexilhdes e salmao
defumado nédo é capaz de eliminar a contaminacdo de HPAs, mostrando a necessidade do
constante monitoramento destes contaminantes e o desenvolvimento de procedimentos que
permitam a producéo de pescado dentro de normas de seguranca sanitaria adequadas.
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ANEXOS

ANEXO A: Gréficos das Curvas Analiticas obtidas para a quantificacdodos HPAs por
padronizacdo externa.

ANEXO B: Graficos dos Residuos para a analise da linearidade do método apartir das Curvas
Analiticas obtidas para a quantificacdodos HPAs por padronizacdo externa.
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Figura 52: Curva analitica do benzo(a)antraceno.
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Figura 54: Curva analitica do benzo(b)fluoranteno.
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Figura 55: Curva analitica do benzo(k)fluoranteno.
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Figura 56: Curva analitica do benzo(a)pireno.
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Figura 58: Curva analitica do benzo(g,h,i)perileno.
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Figura 64: Grafico de residuos para a curva analitica do antraceno.
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Figura 65: Grafico de residuos para a curva analitica do fluoranteno.
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Figura 66: Grafico de residuos para a curva analitica do pireno.
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Figura 67: Grafico de residuos para a curva analitica do benzo(a)antraceno.
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Figura 68: Grafico de residuos para a curva analitica do criseno.
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Figura 69: Grafico de residuos para a curva analitica do benzo(b)fluoranteno.
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Figura 70: Grafico de residuos para a curva analitica do benzo(k)fluoranteno.
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Figura 71: Gréfico de residuos para a curva analitica do benzo(a)pireno.
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Figura 72: Grafico de residuos para a curva analitica do dibenzo(a,h)antraceno.
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Figura 73: Gréfico de residuos para a curva analitica do benzo(g,h,i)perileno.
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Figura 74: Grafico de residuos para a curva analitica do inden(1,2,3-cd)pireno.
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