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SILVA, F. S. Otimizacao e validacao de método para a analise de HPAs
em rapadura. Araraquara, 2006. 82 p. Dissertacao (Mestrado em Quimica) —

Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.

RESUMO

Este trabalho objetivou otimizar e validar método para determinacao de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em rapadura. Foram estudados
os 17 HPAs considerados como contaminantes prioritarios pela agéncia
americana NIOSH (National Institute of Occupational Safety and Health). As
figuras de mérito estudadas na otimizacdo da resposta do sistema
cromatografico foram: fator de retencao (k’), seletividade (a) e numero de pratos
tedricos (N) através de variaveis como: composicao da fase movel, tipo de fase
mével e estacionaria e vazao da fase moével. O sistema de deteccao fluorescente
foi otimizado para a melhor resposta dos analitos de interesse.

As condicbes otimizadas para o sistema de HPLC-Fluorescéncia incluem:
coluna Supelcosil LC PAH (250 mm x 4,6 mm x 5 pm), sistema eluente
acetonitrila/agua, gradiente de 60% (5min) a 100% acetonitrila em 20 minutos
(15 min), e 60% de acetonitrila (2 min). Os comprimentos de onda de excitacao e
de emissao utilizados foram : 220/320nm (0-10 min), 240/398 nm (10,01-32,5
min) e 300/498 (32,51 — 35 min). No preparo da amostra de rapadura foram
otimizados diversos parametros como: razao massa/volume, tempo e niumero de
extragcdes no sistema de ultra-som e melhor solvente extrator. Utilizando-se as
condi¢des analiticas otimizadas, foram determinados os limites de deteccao e
quantificacdo do método cromatografico, de acordo com a IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry).

O método otimizado e validado foi aplicado a amostras de rapadura



comercializadas em Araraquara(SP) e Natal (RN). Nao foi encontrado
benzo(a)pireno em nenhuma das amostras, sendo possivel quantificar pireno,
fenantreno e fluoranteno em todas as amostras. O total de HPas variou entre
0,97 e 1,56 ug.Kg™" .

Palavras-chave: HPAs, Rapadura, Validagdo, HPLC-Fluorescéncia, GC-

MS, GC-MS-MS.



ABSTRACT

This work aimed to optimize and validate an analytical method for polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) quantification in rapadura (sugar cane candy) and
applied the method to rapadura samples marked in Araraquara (SP) and Natal
(RN). It was investigated seventeen PAHs considered priorytary contaminants by
American institutions on NIOSH (National Institute of Occupational Safety and
Health).

In the optimization of the chromatographic response was studied: factor of
retention (k'), selectivity (a) and theoretical plate number (N). Variables as
composition of the mobile phase, type of mobile and stationary phase and flow of
the mobile phase was optimized. The fluorescent detection system was optimized
for the best detection of the compounds of interest. Optimized chromatographic
conditions (HPLC/Flu) include: column Supelcosil LC PAH (250 mm x 4, 6 mm X
5 um), elution with acetonitrile/water, gradient of 60% (5min) the 100%
acetonitrile in 20 minutes (15 min), and 60% of acetonitrile (2 min). The wave
lengths of used excitation and emission were: 220/320nm (0-10 min), 240/398
nm (10, 01-32, 5 min) and 300/498 (32.51 - 35 min). In the treatment of the
sample several parameters were optimized as: ratio mass/volume, time and
number of extractions in ultrasonic bath and better solvent extractor.

Using the optimized analytical conditions, it can be determined the limits of
quantification and detention of the chromatographic method, in accordance with
the IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry).

Rapadura samples from Araraquara(SP) and Natal(RN) were analysed.
Benzo(a)pyrene was not found in none sample. It as possible quantify pyrene,
phenantrene and fluoranthene in all samples. The total PAHs ranged from 0,97 to

1,56 ug Kg™'.



Keywords: PAHs, Rapadura, Validation, HPLC-Fluorescence, GC-MS, GC-

MS-MS.
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1 Introducao

1.1 Alimentos e a rapadura

Consequiéncias adversas podem resultar do consumo de alimentos que
incluam constituintes prejudiciais a saude, como microorganismos patogénicos,
toxinas, parasitas viaveis, agentes alérgicos e inUmeros contaminantes quimicos,
oriundos de atividades ligadas ou néo a producéo de alimentos'.

Os carboidratos constituem a principal fonte de energia dos alimentos e
estao disponiveis em formas simples como glicose, frutose e sacarose e formas
complexas como batata, milho, feijao, arroz e etc. Deve-se consumir uma
percentagem relativamente alta de calorias diarias provenientes de carboidratos,
pois eles sdo importantes para as contracdées musculares € ndo sdo estocados
em grandes quantidades?.

Willett e Stampfer propuseram uma nova piramide alimentar baseada em

alimentos funcionais. (Figura 1)2.

Figura 1: Nova Piramide alimentar baseada em grupos funcionais, onde 1 — Carne
Vermelha, Manteiga; 2- Arroz branco, Pao, Batata, Massas, Doces; 3 — Suplemento de
Calcio; 4 — Peixes, Aves, Ovos; 5 — Legumes, Oleaginosas ; 6 — Vegetais; 7 — Frutas; 8
— Alimentos Integrais; 9 — Oleos Vegetais e 10- Exercicios Diarios. (Fonte: Rebuilding
the food pyramid2).
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O Programa Nacional de Alimentacdo Escolar (PNAE) € o maior programa
de alimentacdo em atividade no Brasil, sendo que diariamente mais de 37
milhdes de refeicdes sdo servidas nas escolas publicas do Pais. A merenda
escolar é considerada a principal refeicado do dia para 50% dos alunos da regiao
Nordeste e 56% para a regido Norte®.

Uma merenda saudavel e nutritiva é, nesse sentido, base para o
crescimento das geragdes que construirdo o futuro deste Pais®. Um aspecto
fundamental é que cada refeicao deve ter, pelo menos, um alimento de cada
grupo alimentar: construtores (proteinas), energéticos (carboidratos e gorduras)
e reguladores (vitaminas e minerais). A refeicdo deve conter uma proporcao de:
45 a 65% de carboidratos, 10 a 30% de proteina e 25 a 35% de gordura. A
rapadura é considerada alimento béasico para o Programa Nacional de
Alimentacao Escolar do Governo Federal®.

A rapadura é um produto solido, de sabor doce, rica em vitaminas e ferro
(Tabela 1), possui alto teor energético, é obtida pela concentracao a quente do
caldo da cana-de-acucar (Saccharum officinarum), geralmente é comercializada
na propria unidade de producao e em cidades préximas, € muito consumida pela
populacdo do Nordeste do Brasil, especialmente no sertdo, formado por
camadas sociais de baixo poder aquisitivo e, ao mesmo tempo, reduzidas

exigéncias em qualidade®.
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Tabela 1: Informacao nutricional em uma porcao de 25 g de rapadura.

Carboidratos 22 g

Proteinas O0g

Gorduras Totais 0g
Célcio 43,5 mg
Ferro 1,0 mg
Saodio 30,0 mg
Valor Calérico 80 Kcal

A rapadura vem sendo introduzida na merenda escolar de varios
municipios e nas cestas basicas distribuidas as familias pobres pelo Governo®.
O consumo da rapadura no Brasil € de 1 kg por habitante/ano. O maior
consumidor mundial é a Colémbia, com a marca de 25 kg por habitante/ano,
além de ser também primeiro pais produtor de rapadura na América e o segundo
do mundo depois da india®. No Brasil, 0 consumo da rapadura manteve-se
principalmente no Nordeste, mesmo tendo que enfrentar a concorréncia do
acucar e de outros adocantes, principalmente nas regides semi-aridas. Nas
cidades de grande porte da regido a rapadura é comercializada, principalmente,
nas feiras livres e em menor escala em grandes cadeias de supermercados. Sao
Paulo tornou-se também um consumidor que merece destaque, devido aos
migrantes nordestinos®.

Na Colédmbia, um dos poucos paises que possuem estatisticas oficiais
deste setor, registra-se uma producdo anual de rapadura que oscila entre
700.000 e 900.000 toneladas por ano. No Brasil, estima-se em 40.000 o nimero

de unidades de producao®.
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1.2 Producao de rapadura

A producdo de rapadura tem como insumo basico a cana-de-agucar, que
deve ser cultivada sem defensivos agricolas toxicos ou adubos quimicos, colhida
manualmente, sem o recurso da queimada (utilizada normalmente para facilitar a
colheita) e colocada nos caminhdes transportadores sem mecanizacdo. Estas
condicbes, nem sempre satisfeitas no processo real de produgdo, sao

necessarias para assegurar a qualidade adequada do produto natural compativel

com as exigéncias do mercado®.

O processo de producdo da
desfibramento da cana, moagem e filtragcdo, concentracao e cozimento do caldo,

apuracao do ponto do melado; batida do melado, enformamento da massa;

Dissertacdo de Mestrado

rapadura consiste em:

secagem, desenformamento e embalagem, representado na Figura 2.

Fonte de
ENerdqia

Cana-de-agicar

w

F

Bagago

Concentragaio
do caldo

!

Mol dagem
e Secagen

}

Rapadura

|

Comercializacio
e distribuigio

Figura 2: Processo produtivo da rapadura4.
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1.3 Fontes de contaminacao

A combustao de biomassa, como madeira, a palha e o bagagco de cana,
podem originar inUmeros compostos provenientes da queima incompleta, dentre
0s quais se encontram: alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, benzdis, fendis e
compostos arométicos como HPAs (Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos’),
considerados como potencialmente carcinogénicos/ mutagénicos'’*.

Se a combustao da madeira for realizada a temperaturas superiores a 350°
C, a decomposicdo da matéria organica produz substancias mutagénicas e/ou
cancerigenas e entre elas encontram-se os HPAs. Para evitar o aparecimento
destes compostos, a temperatura de producdo da fumacga devera ser sempre
inferior a 350° C, visto que a esta temperatura, a produgcéo destes compostos
considerados cancerigenos é muito baixa (0,179 a 0,095) pug Kg™', muito aquém
do limite de 1,0 pg Kg' em alimentos, estabelecido como limite maximo, por
legislagdes existentes em alguns paises’.

Cinco possiveis fontes podem inserir os HPAs na rapadura: 1) A cana-de-
aclcar (insumo basico para a rapadura), colhida com o recurso da queimada’®; 2)
Mecanizacdo, devido aos caminhdes transportadores'®; 3) No processo de
moagem da cana que podera ser contaminada por 6leos/graxas’’; 4) Ambiente
com formagao de muita fumaga'? (Figura 3), devido & queima do bagaco de cana

utilizado como fonte de aquecimento do caldo e 5) de materiais de embalagem'.

Figura 3: Producéo artesanal de rapadura.™
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Estudos na Holanda demonstraram que a ingestdo de aclcar puro e
produtos agucarados sao fontes importantes de HPAs na dieta da populagéo. As
andlises destes produtos apresentaram teores de criseno de até 36 ug/kg'. As
andlises de amostras de aglcares comerciais brasileiros indicaram a presenca

de HPAs em concentragdes que variam de 0,25 a 0,83 ug/kg'?

1.4 HPAs

Os HPAs sdo uma grande classe de compostos contendo dois ou mais
anéis aromaticos fundidos, constituidos somente por dtomos de H e C e sao

uma subclasse dos compostos policiclicos aromaticos (CPAS).
1.4.1 Origem

A origem dos HPAs estd na combustdo incompleta de qualquer material
organico, envolvendo dois processos principais que s&o '

Pirdlise: quebra parcial de compostos organicos em moléculas menores
instaveis em altas temperaturas.

Pirrossintese: os fragmentos formados na pir6lise, na maioria radicais,
recombinam-se para formar hidrocarbonetos aromaticos relativamente estaveis.

A Figura 4 ilustra a sintese hipotética proposta para o benzo[a]pireno.
Tl il Q 2

[A‘ 3

N
Ao

-

Figura 4: Proposta hipotética de sintese do Benzo[a]pireno. A espécie 1 é o
acetileno, a 2 é 1,3-butadieno, a espécie 3 é o estireno ou etilbenzeno™.
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1.4.2 Propriedades fisico-quimicas

Na Tabela 2, estdo apresentadas algumas das propriedades fisicas dos

HPAs estudados.

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas dos HPAs'’

HPA FM MM CASNe PF/'C PE/C Sinénimos
Naftaleno CioHg 128,17  91-20-3 80,2 218 nafteno
Acenaftileno CioHg 152,20 208-96-8 92,5 280 Acenaftaleno
Acenafteno CioHyp 154,21 83-32-9 93,4 279
Fluoreno CigHig 166,22  86-73-7 115 295
Fenantreno CiyHyy 178,23 85-01-8 99,2 340
Antraceno CisHy 178,23 120-12-7 215 340
Fluoranteno CiHio 202,26 206-44-0 108 384 Benzolj,k]fluoreno
Pireno CiHio 202,26  129-00-0 151 404 Benzo[d,e,flfenantreno
Benzo(a)antraceno CigHi» 228,29 56-55-3 167 435 1,2-benzantraceno;

benzo[b]fenantreno;
2,3-benzofenantreno;

tetrafeno
Criseno CigHy» 228,29 218-01-9 258 448 1,2-benzofenantreno;
benzo[a]fenantreno
Benzo(e)acefenantrileno CxHy» 252,32 205-99-2 168 - Benzo[b]fluoranteno;

3,4-benzofluoranteno; 2,3-
benzofluoranteno

Benzo(k)fluoranteno CxHy» 252,32 207-08-9 217 480 11,12-benzofluoranteno
Benzo(a)pireno CxHi» 252,32 50-32-8 177 495 3,4-benzopireno;
6,7-benzopireno
Dibenzo(a,h)antraceno CxHiy 278,35 53-70-3 270 524 1,2,5,6-dibenzantraceno
Benzo(g,h,i)perileno CooHip 276,34  191-24-2 278 - 1,12-benzoperileno
Indeno(1,2,3-cd)pireno CxHy» 276,34 193-39-5 164 - 2,3-fenilenopireno

FM- Férmula Molecular; MM- Massa Molar (g/mol); CAS- Chemical Abstracts Service; PE- Ponto
de Ebuligédo; PF - Ponto de Fuséo.

Os HPAs sao soluveis em solventes de baixa polaridade como:
diclorometano, n-hexano, benzeno e outros'’. A decomposicdo dos HPAs é
funcdo da natureza do oxidante ao qual o HPA esta exposto, do substrato sobre
o qual ele esta adsorvido, da temperatura ambiente, da presenca ou auséncia de

luz e da umidade relativa'®.
1.4.3 Caracteristicas carcinogénicas e mutagénicas dos HPAs

A monitorizacdo de HPAs em alimentos é de grande importancia, por

serem compostos considerados  carcinogénicos e/ou  mutagénicos,
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principalmente os de dois a seis anéis. A atividade carcinogénica de um
composto particular é dependente de diversos fatores estruturais da molécula
como forma, tamanho, fatores estéricos e potencial de ionizacdo'®. A Tabela 3
apresenta as caracteristicas mutagénicas e carcinogénicas dos HPAs

estudados.

Tabela 3: Caracteristicas mutagénicas e carcinogénicas dos HPAs'®

HPAs Mutagenicidade Carcinogenicidade
Acenafteno ? ?
Acenatftileno ? N&o estudado
Benzo[a]antraceno + +
Benzo[elacefenantrileno + +
Benzolk]fluoranteno + +
Benzo[a]pireno + +
Dibenzo[a,h]antraceno + +
Fluoranteno + +
Naftaleno -

Fluoreno - -
Fenatreno ? ?
Antraceno - -
Pireno ? ?
Criseno + +
Benzo[e]pireno + -
Benzo[g,h,i]perileno + -
Indeno[1,2,3-]cd]pireno + +

+ positivo, - negativo, ? questionavel
Fonte: World Health Organization

Sabe-se que os HPAs sdo metabolizados pelo sistema oxidase microsonal
de funcdo mista. A primeira etapa da via metabdlica € catalisada pelo citocromo
P4s0, introduzindo grupos epoxidos nos anéis aromaticos. Uma segunda enzima,

a epodxido-hidrolase (EH), converte os epdxidos em dihidrodidis que podem ser
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novamente oxidados pelo mesmo sistema oxidase e formar os didis epdxidos®
Os epoxidos e didis epdxidos sdo os metabdlitos mutagénicos resultantes dos
HPAs. Estes compostos ligam-se ao DNA, por meio de uma ligacado covalente
entre o carbono benzilico do grupo epodxido e os sitios nucledfilos basicos do
DNA (nitrogénio das bases pirimidicas dos acidos nucléicos). Presume ser este o
inicio do evento carcinogénico®!

o><|dasedefun9ao mista epoxndo hidrases

BN C S aS o

Benzo[a]pireno
Benzo[a]pireno-7,8-epoxido

OH' Benzo[a]pireno-7,8-diol

oxidase de fungdo mista
-

{7 i “
HO “O
OH . ) o
Benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-ep6xido

(carcinégeno final)

carcenégeno final ligado a
guanina do DNA.

Figura 5- Formagao do metabdlito mais importante do benzo[a]pireno que se liga a
guanina do DNA%,

Na Figura 6, estdao representados os 17 HPAs considerados prioritarios
pelo NIOSH, National Institute for Occupational and Safety Health, devido a sua
mutagenicidade/carcinogenicidade®

No Brasil a legislagdo® menciona o benzo[a]pireno como contaminante
prioritario a ser monitorado em agua para consumo humano com limite de 0,7 ug
L™ e 2 ug kg™ em azeite de carogo de azeitona ou dleo de bagaco e/ou caroco
de oliva®*. Agéncias européias® possuem legislacdo para benzo[a]pireno em
azeite de oliva (2 pg Kg' ) e para outros HPAs (5 ug Kg™'). A associagdo alema

"The German Society for Fat Science"® fixou para o teor total de HPAs em
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alimentos o limite de 25 ug L-1.

Acanaftenn Acenaftileno
(Mag fluorescents)

Bendo|s|antracernd Benzolb]fluorantens

Benzold;h i]parilenn Benzo|a|pireno

CHzann Dibezol4 h]antracen

49e

Fluarena lrdaniol1 2 3-cd]pirenao

Fenantreno Flignm

L

Antracena

O

Benzolk]luaranteno

Fluoranteno

48

Maftalamn

Figura 6: Estruturas quimicas dos 17 HPAs (Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos)

considerados prioritarios pela NIOSH90.
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1.5 Analise de HPAs em alimentos e outras matrizes solidas
Dente os alimentos, a presenca de HPAs tem sido investigada
principalmente em alimentos de origem animal (carnes, embutidos, defumados,

272829 & outros alimentos gordurosos (6leos vegetais, margarinas,

etc.)
etc.)26°%3.

Nenhum trabalho na literatura trata de determinacdo de HPAs em
rapadura, por isso aqui também sado relatados trabalhos que tratam de
determinacdo de HPAs em matrizes sélidas. Métodos cromatograficos para a
determinacdo de HPAs incluem cromatografia gasosa com deteccao por

32,33,34,35

ionizacdo em chama ou espectrometria de massas e cromatografia

liquida de alta eficiéncia com detectores espectrofotométricos ou

33.343536.37.38.394041  Devido & alta resolucdo®, seletividade e

fluorimétricos
sensibilidade*® destes compostos em HPLC-Fluoréscencia, esta técnica tornou-
se muito utilizada para a determinacao destes contaminantes.

Dentre as varias etapas envolvidas no preparo de amostras, destacam-se a
extracdo do analito da matriz com solvente adequado, que tenha uma alta
interacdo com os analitos presentes na matriz, clean up (remocdo de
interferentes), a pré-concentracao e ajuste do volume com solvente adequado,
para a injecao no sistema cromatografico. Para amostras sélidas, existem varias
técnicas descritas na literatura: extragdo com fluido pressurizado, fluido
supercritico, com solventes utilizando equipamento Soxhlet, por microondas e
ultrassonicacao.

Para extragcdo dos HPAs em amostras sélidas, sao utilizadas diversas

técnicas como: soxhlet*****® | ultrassonicacdo***®, extracdo com fluido
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47,48,49 50,51

supercritico e por microondas’". Varios adsorventes sdo usados para
clean-up da amostra, como: silica gel®®, alumina®, silica aminopropil®®, silica
cianopropil®®, florisil®*, carbono grafitilizado® e mistura de silica gel com alumina
(3:1)*°. Os principais solventes utilizados para a extracdo dos HPAs sdo:
Acetonitrila (ACN)***” | acetona®®, diclorometano (DCM)*® além de mistura de
solventes, n-hexano:acetona (1:1)%°, DCM:acetona (1:1)°', éter de
petréleo:acetona (1:1)%2, DCM:n-hexano (1:1)% acetona:ciclohexano (1:1)%* com
boas recuperacdes dos analitos (60-120%)5963.

Os solventes mais utilizados como fase mével no HPLC séao principalmente

65,66,67

acetonitrila:agua’ e metanol:agua®®. Os valores de comprimentos de onda

utilizados, variam muito entre os trabalhos cientificos 8369

, sendo que a agéncia
norte-americana, NIOSH recomenda como comprimento de onda de excitacao
340 nm e 425 nm de emissao90, utilizando-se de coluna C-18 250mm x 4,6 mm
x 5 ym, os limites de deteccado encontraram-se entre 0,0010 e 0,20 ug. A EPA
(Environmental Protection Agency)’® preconiza 280 nm para excitagdo e 389 nm
para emissao com deteccao por fluorescéncia, sendo que o limite de deteccao
situa-se entre 5 e 50 pg pL™".

Escriva e colaboradores”' estudaram a determinacdo de HPAs em material
particulado atmosférico utilizando HPLC/UV, HPLC/Fluorescéncia, GC-FID e
GC-MS. O comprimento de onda utilizado no UV foi 250 nm enquanto no
detector de fluorescéncia foram, respectivamente 290 e 385 nm para excitagéo e
emissdo. Os limites de deteccdo do método para HPLC/Fluorescéncia se

mostraram muito menores que no HPLC/UV, sendo que em fluorescéncia ficou

entre 0,01 e 2ng e em UV entre 2 e 23 ng.
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1.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O processo cromatografico consiste na passagem de uma fase movel (FM)
sobre uma fase estacionaria (FE), em que ocorre ao distribuicdo dos
componentes da mistura entre as duas fases, de tal forma que cada componente
€ seletivamente retido pela fase estacionaria. A fase movel é bombeada sob alta
pressdo e a uma vazao controlada. Uma pequena quantidade de amostra é
introduzida através de uma valvula de injecédo, sendo arrastada pela fase movel
através da coluna até o detector’.

As separacdes em CLAE dependem fundamentalmente da composicao
das fases mobvel e estacionaria. A fase estacionaria, devido as suas
propriedades de superficie, exerce papel decisivo nos mecanismos de
separacgao de substancias quimicas, além de que uma forca eluotropica também
é essencial para que ocorra uma melhor resolucéo quimica’.

Os mecanismos de retencdo em cromatografia liquida consistem de
repetidas etapas de sorcéo e dessorcao ou de particdo, que acontecem ao longo
da coluna cromatografica. A separacado ocorre gracas a diferenca entre os
coeficientes de distribuicdo de componentes distintos entre fase estacionaria e
fase movel. Os processos fisicos de sorcdo e dessorcdo sao baseados
principalmente em atracdes eletrostaticas ou dipolares (forcas de Van Der
Walls), incluindo a formacao de pontes de hidrogénio, e os de particdo baseiam-
se na diferenga de solubilidade dos componentes da amostra na fase
estacionaria e na fase mével”.

As fases estacionarias mais utilizadas em HPLC, atualmente, sdo as do
tipo fase reversa (HPLC-RP), onde a fase estacionaria apresenta polaridade

menor que a fase movel. Estima-se que mais de 95% dos laboratérios usuarios
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de HPLC empregam fases estacionarias tipo reversa’. A HPLC-RP usa, quase
que exclusivamente, colunas recheadas com particulas de um suporte
cromatografico ao qual se encontram, quimicamente ligadas, cadeias
moleculares organicas simples ou complexas. As fases reversas apresentam
vantagens como o uso de fases méveis de menor custo (Agua, Metanol e
Acetonitrila); rapido equilibrio da coluna apds a troca da fase mével, facilidade
em se empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez nas analises com maior
reprodutibilidade de tempo de retencdo’™ .

Mais de 90% das separacdes com colunas de fase reversa em HPLC
utilizam fases moéveis feitas com misturas de metanol:agua ou acetonitrila:agua.
Outras misturas do tipo organico:agua, tais como acetona:agua, etanol:agua e
isopropanol:agua foram testadas ha mais de 20 anos, mas foram consideradas
menos satisfatorias. Varios problemas foram observados com estas fases, tais
como a dificuldade de purifica-las, resultando na alta absorcéo na regiao UV-VIS,
ou a necessidade de pressdes mais elevadas para empurrar a fase mével
através da coluna, devido a maior viscosidade destes solventes’™. A Figura 7,
ilustra os principais componentes de um Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia:
Fases méveis (solventes A,B), bomba, injetor, coluna cromatografica, detector e

sistema de aquisi¢do de dados”.



Flavio Soares Silva Dissertacdo de Mestrado 15

Bombhba %

[ Injetor
—Coluna
“ ik
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Figura 7: Componentes de Cromatégrafo Liquido de Alta Performace’.

1.6.1 Selecao do solvente em HPLC

Uma das mais importantes etapas na cromatografia liquida é a sele¢ao da
fase mével. Para obter os melhores resultados a escolha deve considerar as
propriedades quimicas e fisicas, além da pureza dos solventes’. Varios fatores
devem ser observados para a escolha do solvente a ser usado para o
desenvolvimento cromatografico. Os critérios de escolha comecam pelas
caracteristicas fisico-quimicas adequadas ao tipo de analise a ser realizada. As
propriedades mais importantes citadas, entre outras, pelos autores s&o:
compatibilidade com o detector; viscosidade e ponto de ebulicdo, miscibilidade
dos componentes da fase movel, compatibilidade com a fase estacionaria,

dissolucdo da amostra, pureza e toxicidade do solvente’®.

1.6.1.1 Compatibilidade com o detector

A escolha do solvente para o desenvolvimento cromatogréafico é feita em
funcdo dos componentes da amostra a ser separada, ja que o solvente nao deve

absorver na mesma regido do analito”.
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1.6.1.2 Viscosidade e Ponto de Ebulicao

A viscosidade da fase movel é uma das propriedades fisico-quimicas mais
importantes, jA& que pode influenciar consideravelmente na separagcao
cromatogréfica. O equilibrio na troca de massa do soluto entre fase mével e a
fase estacionaria pode ser mais lento quando fases mdveis mais viscosas sao
utilizadas, obtendo picos mais largos e assimétricos. Uma maior viscosidade

resulta numa pressdo maior, comprometendo a vida util da coluna’”.

1.6.1.3 Miscibilidade

Um outro fator muito importante é a miscibilidade dos solventes escolhidos
para a composicao da fase mével. Dois componentes que sao misturados em
qualquer proporcdo, sem que haja a formacado de duas fases separadas, séo
considerados completamente misciveis’®. E imprescindivel que esta condicdo

seja satisfeita, para que ndo haja formacdo de emulsdo dentro do sistema

cromatografico.

1.6.1.4 Compatibilidade com a fase estacionaria

Outro aspecto bastante importante e que deve ser avaliado antes de
qualquer corrida cromatografica € a compatibilidade da fase mével com a fase
estacionaria, pois caso este pré-requisito ndo seja atendido a fase mével pode
dissolver a fase estacionaria’®. Em cromatografia de fase reversa utiliza-se

solventes com alta polaridade como metanol, acetonitrila e tetrahidrofurano”.

1.6.1.5 Compatibilidade com os componentes da amostra

A amostra a ser separada deve, de preferéncia, ser dissolvida na prépria
fase movel que sera utilizada no processo de eluicdo, ou em um de seus

componentes, para que nao ocorra precipitacito no HPLC, causando
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entupimento de sistema de valvulas e aumento consideravel da pressdo’?.

1.6.1.6 Toxidade

Deve-se considerar ainda, na escolha da fase mével, o aspecto de
toxicidade e a inflamabilidade do solvente organico. Na Tabela 4 estédo
apresentados os solventes utilizados como fases moéveis neste trabalho e seus

efeitos toxicos’®.

Tabela 4: Solventes organicos e seus efeitos toxicos’®.

Solvente Efeito toxico

Acetonitrila A inalacdo do vapor pode causar
fatiga, ndusea, diarréia e dor
abdominal; em casos severos podem
ocorrer delirio, convulsdes, paralisia e

coma

Metanol Causa vertigens, disturbios digestivos,
paralisia de certos muasculos, nausea,
vémito, dor de cabeca e irritagdo das

mucosas.

1.6.2 Deteccao por Fluorescéncia

Em condigbes normais a maior parte das moléculas se encontra no nivel
energético mais baixo do estado eletrénico (estado fundamental). A absorcao de
um quantum de luz promove a passagem dos elétrons a niveis superiores de
energia (estado excitado). Durante o retorno ao estado fundamental, uma parte

da energia absorvida € reemitida, sendo este fendmeno conhecido como
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luminescéncia. Se a energia € reemitida a partir do primeiro estado singlete
excitado, o fenébmeno corresponde a fluorescéncia. A fluorescéncia corresponde
em principio, ao processo inverso do fendmeno da absorcdo, uma vez que se
produz sempre pela emissado de energia a partir do nivel mais baixo do primeiro
estado singlete excitado’.

A fluorescéncia de um composto depende de sua estrutura molecular e
esta quase sempre associada ao sistema eletrénico n. Os elétrons envolvidos
numa ligagdo o estdo, geralmente, fortemente ligados a molécula sendo
necessario fornecer mais energia para levar estes elétrons a ocupar um orbital
molecular vazio. Assim os espectros eletrénicos produzidos por transicdes ¢ —
G se situam nas zonas de comprimento de ondas mais curtos do espectro
eletromagnético. Os elétrons &, ao contrario, estdo mais livres que os elétrons .
O espectro de emissao correspondente se situa na regiao de comprimentos de
onda mais longos. Entre os fatores externos passiveis de influenciar a emisséao
de fluorescéncia, estdo a temperatura, os efeitos dos substituintes e o solvente.

A Figura 8 ilustra a instrumentagao utilizada para medidas de fluoréscencia”.

Lampada de Xendnio

Grade de Excitagao

Fenda de Excitagao / Lente de Excitagdo

4—Tubo de Quartzo

4— Lente de Emissao

AN

Fotomultiplicadora

T

Fenda da Fotomultiplicadora Grade de Emissao

Figura 8: Detector de fluorescéncia utilizado para detecgdo no HPLC™.
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Para os HPAs, este detector se mostra muito mais adequado que os

demais detectores. devido sua alta sensibilidade e seletividade' 162,

1.7 Cromatografia a gas

Na cromatografia gasosa (GC), a amostra é vaporizada e injetada no topo
de uma coluna cromatografica. A eluicao é feita por fluxo de um gas inerte que
atua como fase movel. Ao contrario da maioria dos outros tipos de cromatografia,
a fase médvel nao interage com as moléculas do analito, sendo sua Unica funcao
o transporte do analito através da coluna®. Na cromatografia gasosa por
particao, a fase estacionaria € um liquido nao-volatil cobrindo a parte interna da
coluna ou um fino suporte sélido. Um diagrama esquematico de uma

cromatografia gasosa esta mostrado na Figura 9°'.
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Figura 9: Diagrama esquematico de um cromatégrafo a gas’?
Uma amostra liquida volatil € injetada por um septo dentro de uma camara

aquecida, na qual ela se evapora rapidamente. O vapor € arrastado na coluna
pelo gas de arraste He, N,, ou H,, e os constituintes separados fluem pelo

detector, cuja resposta é mostrada num computador ou registrador®’
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1.7.1 Detector de Espectrometria de massas

Um espectrébmetro de massas é detector potente para as analises
qualitativas e quantitativas em cromatografia gasosa. Na espectrometria de
massa, as moléculas gasosas sao ionizadas (geralmente para formarem
cations), aceleradas por um campo elétrico, e entdo separadas de acordo com
sua massa. O processo de ionizacado geralmente confere energia suficiente para
quebrar a molécula em uma variedade de fragmentos®’. O eluato do
cromatégrafo passa diretamente dentro do espectrémetro de massas, que
registra a corrente total de todos os ions de todas as massas numa ampla faixa
selecionada. Na Figura 10, esta representado um diagrama esquematico de um

analisador de ions (ion trap)®', utilizado em alguns espectrdmetros de massa.

Frlargier jlis
Eletrodo da naublnquam

o

-
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d ehiate g
- | [ Capia
Ml pheaddor
de elétnms
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Figura 10: Diagrama esquematico de analisador de ions, tipo ion-trap, utilizado em
alguns espectrémetros de massas®’
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1.8 Parametros Cromatograficos
Sao trés os parametros a serem otimizados no desenvolvimento de um
método cromatografico por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia):

fator de capacidade (k') seletividade (o), e nimero de pratos tedricos (N) ”’.

s

E conveniente considerar ¥, a e N independentes entre si, entdo a
mudanca devera ser feita em uma varidvel sem afetar as outras’’, ¥’ e o sdo
determinados pelas condicdes que afetam a retencéo ou distribuicdo da amostra
entre a fase estacionaria e a fase moével como: composicao da fase moével e a
composicao da fase estacionaria, enquanto que N pode ser variado pela razao
de fluxo, tamanho de particula da fase estacionaria e tamanho da coluna
cromatografica. No desenvolvimento/otimizacdo de um método por HPLC é
melhor otimizar na seguinte ordem: ¥’ , a e por ultimo N”’.

Os parametros cromatograficos sao utilizados para comprovar a eficiéncia
de uma separacdo. Varios parametros podem ser obtidos a partir de um
cromatograma (Figura 11) e sdo, geralmente, calculados para os picos mais

retidos’?.

tRr2
o At

INSECED

Figura 11: Cromatograma com as medidas relacionadas a determinagcdo de
parametros cromatograficos’.



Flavio Soares Silva Dissertacdo de Mestrado 22

Na otimizacdo do método, sempre deve ser considerada a resolucdo
cromatografica (Rs), dada pela equacao 1, que se refere a separacao entre dois
picos adjacentes®.

(tr2—1rl)

Rs=1177————
(wh2 4+ whl)

(Equacao 1)

Onde tr; e try sdo tempos de retengéo dos picos adjacentes e why e wh;y
sao larguras destes picos a meia altura77.

O fator de retengéo (k') descreve a habilidade da fase estacionaria em reter
0s componentes de uma mistura. Este parametro é importante para avaliar o
tempo de retencdo de um composto nao retido no processo cromatografico (tm)
(Equacao 3). Valores de k baixos indicam que o soluto é pouco retido na fase
estacionaria. Na otimizacdo de x' (calculado pela Equacdo 2), otimizou-se a

forca de eluicdo do solvente de forma a alcancar o valor desejado (0,5<k'<20 )"”.

_ (tr —tm)

tm

(Equacéo 2)

Onde tr= tempo de retencao do primeiro (Naftaleno) / dltimo (Indeno (1,2,3,c-
d)pireno) pico eluido da coluna cromatogréfica, tm= tempo morto, calculado pela
equacao 3.

0,5Ldc*
m =
F

(Equacéo 3)

Onde L= comprimento da coluna (cm), dc= didametro interno da coluna (cm) e F= vazao
(mL min™).
Outro parametro muito importante é o fator de separacao (ou seletividade)

(o) entre dois componentes A e B que depende da retencdo de cada

componente na fase estacionaria (Equacéo 4). Para dois componentes A e B, o
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fator de separacao depende do tipo de fase estacionaria utilizada, da fase mével
e da temperatura da coluna. Para que haja separacdo, o valor do fator de

separacdo deve ser maior do que 17”’.

'B
a= L) (Equacéo 4)
tr'A

Onde trB= tempo de retencao ajustado para o componente B e A= tempo de
retencao ajustado para o componente A.

A eficiéncia de uma coluna é medida em funcao do numero de pratos
tedricos (N), ou seja, as etapas de equilibrio do soluto entre a fase mével e a
fase estacionaria’®®"”’. Geralmente é calculada a partir da largura do pico a

meia altura (Figura 11).
tr 2
N = 5,545(—) (Equagéo 5)
wh

Onde tr é o tempo de retencdo do componente e wh (largura do pico a meia
altura).

A eficiéncia de uma coluna é influenciada pelo comprimento da coluna,
tamanho da particula e vazao da fase movel. A altura de um prato teérico (H)

pode ser calculada a partir da equacéo 6.
H :% (Equacéo 6)

Onde N é o numero de pratos tedricos e L o comprimento da coluna
cromatografica.

A dispersdo dos componentes da amostra no sistema cromatografico é
representada por uma curva Gaussiana. Entretanto, algumas moléculas do

soluto sdo mais fortemente retidas na fase estacionaria, formando uma cauda no
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pico (Figura 12). Caudas frontais ocorrem quando a retencéo do soluto na fase

estacionaria € menor do que se esperava, ou seja, ha uma preferéncia das

moléculas do soluto pela fase mével™.

——Picos normais\._____‘

o3
L
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Figura 12: Assimetria de picos (a) cauda frontal e (b) cauda.

Boas colunas produzem picos com assimetria de 0,9 a 1,2, mas valores em
torno de 1,5 sdo aceitaveis desde que os picos ndo sejam tao largos. Picos com
simetria pobre podem resultar em: (a) analises quantitativas imprecisas; (b)
menor resolucao e bandas menores ndo detectadas na cauda de outro pico e (c)

problemas com reprodutibilidade na retencao®?.

1.9 Solvente de extracao da amostra

Para estabelecer uma relacdo entre as diferentes seletividades dos
solventes de extragao criou-se o conceito de pardmetro de polaridade P’, que é a
medida do poder de solvatacao de um solvente. O parametro é baseado em trés
espécies de solventes com diferentes caracteristicas’’:

Xe — Parametro de basicidade (receptor de protons): medida da tendéncia
de formacao de pontes de hidrogénio;

Xd — Parametro de acidez (doador de proétons): medida da tendéncia de
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formacgao de pontes de hidrogénio;
Xn — Parametro de dipolo: medida da grandeza do dipolo.
Baseado nestes trés parametros, os solventes podem ser classificados de

acordo com suas caracteristicas em um triangulo’’ de seletividade (Figura 13).
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Figura 13: Triangulo de seletividade para solventes”’.
As polaribilidades de alguns solventes esta apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Parametro de polaribilidade P’ de alguns solventes’”.

Solvente P’ Xe Xq Xn Grupo
Benzeno 2,7 0,23 0,32 0,45 VI
Eter Dietilico 2,8 0,53 0,13 0,34 |
Diclorometano 3,1 0,29 0,18 0,53 Vv
Cloroférmio 4.1 0,25 0,41 0,33 Vil
Etanol 4,3 0,52 0,19 0,29 Il
Metanol 5,1 0,48 0,22 0,31 Il
Acetonitrila 5,8 0,31 0,27 0,42 VI
Acido Acético 6,0 0,39 0,31 0,30 \%

Agua 10,2 0,37 0,37 0,25 VIII
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Para qualquer solvente da Tabela 5, o somatério de Xe, Xd e Xn é sempre

1”7, Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) sdo melhor

igual a
extraidos quando se utiliza solventes com alto Xn, devido as interacdes m destes

analitos com a nuvem eletrénica das moléculas do solvente.

1.10 Validacao analitica

No desenvolvimento de um método analitico, a validacao é uma etapa de
importancia fundamental, para garantir que o mesmo seja confiavel. Os
parametros de desempenho analitico do método mais utilizados sao: linearidade,
exatiddo (recuperacdo), precisdo, limites de deteccdo e quantificacao,
sensibilidade, especificidade e robustez.

Diversos critérios para se realizar a validagdo de um método sao discutidos
na literatura’® #*%°_ Os principais critérios sao definidos a seguir:

- Especificidade/Seletividade: seletividade € a capacidade de o método
detectar o analito de interesse na presencga de outros componentes da matriz.

- Linearidade: é a capacidade de um método gerar resultados proporcionais
a concentracao do analito dentro de uma faixa especifica de concentracoes.

- Intervalo de trabalho: é a faixa do menor ao maior valor de concentragéo
que possa ser determinado com precisdo e exatiddo usando a linearidade do
método.

- Sensibilidade: é a capacidade de um método distinguir, com determinado
nivel de confianga, duas concentracbes proximas. A sensibilidade € definida
como o coeficiente angular da curva analitica.

- Exatidao: é a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o
estimado pelo processo analitico.

- Precisao: é o parametro que avalia a proximidade entre varias medidas
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efetuadas em uma mesma amostra. A precisdao de um procedimento analitico é
usualmente expressa como o desvio padrdo ou coeficiente de variagcdo de uma
série de medidas.

Estudos de recuperacao sao utilizados para avaliar a exatidao e precisdo de um
método. Neste estudo podem ser empregados materiais de referéncia
certificados, ou estudo de recuperacéo dos analitos de interesse®.

- Limite de deteccao (L.D.): € a menor concentracdo do analito que pode
ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, sob as condicbes
experimentais estabelecidas. O L.D. pode ser calculado de trés maneiras
diferentes: método visual, método relacao sinal/ruido (normalmente trés vezes) e
o0 método baseado em paradmetros da curva analitica.

- Limite de quantificacdo (L.Q.): € a menor concentragcdo do analito, em
uma amostra que pode ser quantificada com exatidao e precisao aceitavel, sob
as condigdes experimentais estabelecidas. O L.Q. pode ser calculado de trés
maneiras diferentes: método visual, método relacao sinal/ruido (normalmente
dez vezes) e 0 método baseado em parametros da curva analitica

Entre os critérios descritos acima, a exatiddo e a precisdo sao 0s
considerados de maior importancia para o propésito da validacdo de um método
analitico.

Os limites de detecgéao (LD) e de quantificacdo (LQ) do equipamento para
os HPAs foram determinados seguindo método recomendado pela IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) &,

LD =3 xSd/b
LQ=3xLD

sendo “b” o coeficiente angular da curva analitica de cada analito estudado
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e “Sd” o desvio padrao da curva analitica.

1.11 Limites de deteccao e de quantificacao do método

Os limites de deteccao e quantificacdo do método sdo determinados de
acordo com a proposta de Thier®. Segundo Thier teoricamente, nenhum sinal
deveria ser obtido para a amostra controle. Entretanto, sinais de “residuos
aparentes” podem ocorrer e sdo chamados sinais do branco. Eles podem ser
devido a algumas causas que podem simular a presenca dos residuos como por
exemplo®;

- Co-extrativos nao removidos;

- Impurezas de solventes ou reagentes ou

- Ruidos do instrumento.

O LD pode ser estimado a partir dos resultados de um estudo de

recuperacao, utilizando as equagdes apresentadas abaixo®:

_2Xt;45X0,, o \/(m—l)a§+(n—1)a§
S o m+n—2

sendo: ca - desvio padrao estimado a partir do estudo de recuperacédo com
o menor nivel de fortificacao.

o - desvio padrao obtido com a aplicacado do método a amostra controle.

m - numero de repeticbes da aplicacdo do método a amostra com menor
nivel de fortificacao.

n - nimero de repeticdes da aplicacdo do método a amostra controle.

f - nimero de graus de liberdade, estimado porm + n — 2.

S - sensibilidade do aparelho.

O limite de quantificacdo do método € o menor nivel de fortificacdo

estudado.
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2 Objetivos
Tendo em vista que a rapadura é um alimento de alto consumo, no Brasil,
pela populagdo de mais baixa renda, em especial nas regides Norte e Nordeste,
além disso um dos elementos integrantes da merenda escolar nestas regides, e
produzida em condicbes que possibilitam a contaminacdo por HPAs, este
trabalho teve como objetivo:
% Otimizar e validar método para determinacado de HPAs em rapadura;
% Aplicar o método para avaliacdo da presenca de HPAs em

rapaduras comercializadas.
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3 Experimental
3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes, Solventes e Padroes

- Padrbes solidos individuais de HPAs (Pureza> 98%), com excecao do
acenaftilieno que contém 70% de pureza e 25% de acenafteno obtidos do
laboratério Dr. EHRENSTORFER GMBH (Augsburg, Alemanha) com excecao do
Benzo(k)fluoranteno e Benzo(g,h,i)perileno (Pureza>99%) que foram fornecidos
pela SIGMA-ALDRICH BRASIL Ltda;

- Detergente alcalino Extran (MERCK);

- Acetonitrila (grau HPLC, MALLINCKRODT CHEMICALS);

- Metanol (grau HPLC, MALLINCKRODT CHEMICALS);

- Diclorometano (grau HPLC, MALLINCKRODT CHEMICALS);

- n-Hexano (grau HPLC, MALLINCKRODT CHEMICALS);

- Acetona (grau HPLC, MALLINCKRODT CHEMICALS);

- Agua deionizada obtida do sistema Milli-Q plus (MILLIPORE).
3.1.2 Vidraria e equipamentos

Vidraria de uso comum em laboratério (Béquer, erlenmeyer, pipeta, balao
volumétrico), coluna C-18 (SUPELCOSIL LC PAH) (250 mm x 4,6 mm x 5 um) -
SUPELCO, coluna Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm e 5 ym — PHENOMENEX),
Coluna capilar FACTOR FOUR™ VF-5-MS (5% fenil 95% polisiloxano) 30m x
0,25 mm x 0,25 um e materiais diversos como suporte, garra e outros.

Os equipamentos utilizados foram:
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e Balanca METTLER TOLEDO AG245;

e Banho de Ultra-som THORNTON — 40KHz;

e Espectrofotometro UV/VIS PERKIN ELMER LAMBA 14 P;

e Espectrofluorimetro HITASHI F-4500;

e HPLC Pro Star Autosampler 4000 e detector de fluorescéncia 360
VARIAN.

e GC 3800 MS Saturn 2000 com autosampler 8200 VARIAN.

3.2 Parte Experimental

3.2.1 Limpeza da vidraria

O material ndo volumétrico utilizado foi imerso em solugdo de Extran 5%
(MA-0O1-alcalino, Merck) e ultrassonificado por uma hora, foi enxaguado
exaustivamente com agua corrente, agua destilada, agua deionizada e acetona
destilada (proveniente do Laboratério de Apoio Técnico do IQ/UNESP). A
secagem da vidraria e de outros materiais foi realizada em estufa a temperatura
de aproximadamente 90°C durante a noite, sendo o material volumétrico seco a
temperatura ambiente protegido da poeira.

Para avaliacdo da limpeza da vidraria, foi utilizado o mesmo procedimento
de extracdo da amostra, descrito na Figura 39 no item 3.3.9, porém sem adicao

de amostra.
3.2.2 Preparacao da mistura padrao

A solucao-padrao estoque foi preparada considerando-se a diferenca de
fator de resposta dos HPAs nas condigdes cromatograficas utilizadas e que ja

haviam sido determinadas neste grupo de pesquisa por Andrade®. As
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concentragdes de cada analito nesta solucdo estoque estdo apresentadas na

Tabela 6.

Tabela 6: Concentracdes de cada HPA na solugao estoque em acetonitrila

Padrao HPA Concentracao na
solucao estoque
(ng mL")
P1 Naftaleno 1018
P2 Acenafteno 916
P3 Fluoreno 1078
P4 Fenantreno 1100
P5 Antraceno 32
P6 Fluoranteno 2960
P7 Pireno 262
P8 Benzo[a]antraceno 190
P9 Criseno 780
P10 Benzo[e]pireno 532
P11 Benzo[elacenanftrileno 322
P12 Benzo[k]fluoranteno 48
P13 Benzo[a]pireno 234
P14 Dibenzo[a,h]antraceno 3952
P15 Benzo[g,h,i]perileno 3945
P16 Indeno (1,2,3-cd)pireno 3644

Com a diluicdo de vinte vezes desta solucdo padrdo, os analitos

apresentaram respostas semelhantes no detector de fluorescéncia.

3.2.3 Fluorescéncia

A primeira etapa do trabalho consistiu em verificar os espectros de
fluorescéncia tridimensionais dos padrdes de HPAs, para conhecer o0s
comprimentos de onda de maximo de excitacdo e emissdo de cada substancia,

para conseguir melhor resposta no detector de fluorescéncia.

3.2.4 Amostragem laboratorial

A amostragem se refere a coleta e estocagem das amostras. Na andlise de
HPAs em alimentos esta etapa é importantissima e a amostra deve ser

representativa do alimento em questdo. As amostras de rapadura foram obtidas



Flavio Soares Silva Dissertacdo de Mestrado 33

no comércio de Araraquara (SP) e Natal (RN), foram cuidadosamente trituradas,
homogeneizadas e estocadas em frasco coberto por papel aluminio para

protecao da luz, e armazenadas em freezer a -15°C.
3.2.5 Preparo da amostra

Escolheu-se o método envolvendo a extragdo com solventes em banho de
ultra-som, por ser mais rapido utilizar menor volume de solvente que o Soxhlet, e
custo mais baixo que as demais técnicas, sendo também bastante empregado
na extracdo de HPAs de alimentos**®. Os parametros otimizados na extragao
foram: relacdo massa de amostra/volume de solvente, tipo de solvente, tempo e

numero de extracoes.
3.2.6 Estudo de recuperacao

Como para HPAs em rapadura nao existe material de referéncia certificado,
no presente trabalho foram utilizadas amostras de rapadura enriquecidas com os
analitos (HPAs) de interesse,. sendo que a adicdo foi efetuada na faixa
apropriada do analito (inicio, meio e final da faixa de resposta linear do detector).
Estudos iniciais foram feitos com amostras enriquecidas em um Unico nivel de
concentracdo, que forneceu extratos com concentragdes proximas ao meio da
faixa de resposta linear para cada HPA.

Os analitos foram adicionados a matriz e entdo deixados em contato por 12
(doze) horas antes da aplicagdo do método analitico otimizado neste trabalho.
Isso permitiu que a interacdo analito-matriz ocorresse o0 mais naturalmente

possivel.
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3.2.7 Analise cromatografica

Os analitos de interesse presentes nas solugdes mistas dos HPAs e nas
amostras (estudo de otimizacdo) foram identificados segundo os respectivos
tempos de retencéo. Para maior confiabilidade na identificacdo os padrdes foram
injetados diversas vezes para estabelecimento do tr médio e o desvio.

A quantificacdo dos HPAs foi realizada empregando o método do padrao
externo. Curvas analiticas (area analito vs concentracdo analito) foram
construidas separadamente para cada analito de interesse presente na mistura,
respeitando a linearidade da resposta do detector, sendo que o intervalo de
linearidade foi obtido pelo estudo da curva de linearidade (Area/Concentracéo vs
concentracdo). As injecoes dos extratos da amostra testemunha (néo fortificada
com os HPAs) e da amostra fortificada foram intercaladas com inje¢cdes das
solucdes dos padrdes e de solvente (acetonitrila), tomando sempre o cuidado de

evitar o efeito de meméria, para evitar contaminacao de uma injecao para outra.
3.2.8 Teste t (Student)®

Para comparacao entre duas médias foi utilizado o teste de hipdteses, mais
especificamente o teste t-Student. Trata-se de uma situacdo em que se
comparam duas amostras de distribuicdes normais, mas em duas situacoes
diferentes, como por exemplo, avaliar se a recuperacdo dos HPAs da rapadura
usando diclorometano:n-hexano (1:1) é significativamente diferente da extracao
usando somente n-hexano, com 90% confiabilidade. Portanto utilizou-se a

equacao

! 4 ' onde kt ;*.-"'-"n ~1)55 + Ny - sg

YN. N (N, =1)=( Ny -1

Wy —Ha) =(Xs=%5) T 4.8
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onde us € ug = médias amostrais da amostra A e B, xa e xg = diferenca
média entre os conjuntos de dados A e B, t,- valor tabelado de acordo com o
grau de liberdade e a confiabilidade desejada na tabela de t-student, s = desvio
padrdo, Na e Nz = nimero de observacdes em A e B, s? e s%g, variancia de A e

de B.
3.3 Resultados e discussoes
3.3.1 Limpeza da vidraria

O cromatograma da Figura 14 mostra que o procedimento de lavagem da
vidraria foi adequado, uma vez que nao apresenta picos interferentes nos

mesmos tempos de retencao dos analitos.
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Figura 14: Cromatograma referente a limpeza da vidraria.

3.3.2 Otimizacao das condicoes de separacao

A otimizacdo das condigdes cromatograficas de anadlise foi baseada na
proposta de Snyder”” para desenvolvimento de métodos cromatograficos por
HPLC”.

A concentragdo de cada analito foi estabelecida de acordo com a
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sensibilidade diferenciada para cada HPA. A solucdo mista otimizada (solugéo
de trabalho) esta representada na Tabela 7.
o= (Trf —Tm)

(Ta—Tm)

Tabela 7: Solugcao mista dos HPAs

HPA Concentracao na
solucao de trabalho
(ng mL")

Naftaleno 50,91

Acenafteno 45,82
Fluoreno 53,90
Fenantreno 52,38
Antraceno 1,54

Fluoranteno 140,95
Pireno 12,49
Benzo[a]antraceno 9,05

Criseno 37,14
Benzo[e]pireno 25,33
Benzo[e]acenanftrileno 15,33
Benzo[k]fluoranteno 2,29

Benzo[a]pireno 11,14
Dibenzo[a,h]antraceno 188,19
Benzo[g,h,i]perileno 187,86
Indeno (1,2,3-cd)pireno 182,23

Na otimizacao de «’, a forga de eluicao do solvente (Acetonitrila — ACN), foi
ajustada de modo que ¥’ variou de 1,82 (Naftaleno) a 13,9 (Indeno(1,2,3-
cd)pireno) para os 16 HPAs, calculado através dos dados experimentais e pelas
equacdes do item 1.8. O fator de capacidade foi considerado adequado uma vez
que ¥ maior que 0,5 para o primeiro pico eluido evita problemas de disturbio e
sobreposicdo no 12 pico e ¥ menor que 20 evita que a corrida seja
demasiadamente longa’’. Na Figura 15, estdo representadas as condicdes de
gradiente da fase mével (ACN:Agua) utilizada na determinacdo dos HPAs, cuja

vazdo foi de 1,2 mL.min™" .
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Figura 15: Gradiente utilizado para a determinacdao dos HPAs por HPLC-Flu, 60%(5
min)------ 20min------ 100%(15 min).

Na otimizacdo da seletividade (o), Tabela 8, foi observado como a
resolucdo cromatografica se alterava para o par Fenantreno/Antraceno, com a
mudanca de fase mével e fase estacionaria.

Este experimento também teve como objetivo verificar a robustez do método. As
condicdes de gradiente (mantendo fluxo de 1,3 mL min™") foram: Metanol: 70%(5

min) 20min 100%(15 min) e Acetonitrila: 60%(5 min)------ 20min------

100%(15 min). A porcentagem inicial de metanol foi maior que a de acetonitrila
devido & menor forca eluotrépica do metanol frente & acetonitrila’™®, de acordo

com o nomograma apresentado na Figura 16.

Tabela 8: Resolugdo obtida com a otimizagéo de a.

Resolucao Fase Movel
Fase Estacionaria Metanol  Acetonitrila
PHENOMENEX C1g (250 mm x 4,6mm x 5 ym) - 1,8
SUPELCOSIL Cyg LC PAH (250mm x 4,6mm x 3,3 4,3

5 um)

)
oA 0 o R B s
L

T
A &0
1 T

—p W peoip

Figura 16: Nomograma de forca de Acetonitrila-Agua e Metanol-Agua’.
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Verifica-se que os parametros de fase moével e estacionaria sdo muito
importantes para a resolugao cromatografica dos HPAs. Amostras contendo 10
ou mais componentes sao mais dificeis de separar, portanto a resolucao deve
ser maior que 1(um)”’, condicéo atingida com a coluna especifica para os HPAs
e com o solvente acetonitrila.

E o ultimo parametro (N — nimero de pratos tedricos) a ser otimizado esta
diretamente relacionado a vazao da fase mével, ja que os parametros o e k' ja
haviam sido otimizados, fixando a utilizacdo da coluna SUPELCOSIL Cqg LC
PAH (250 x 4,6mm x 5 um) e fase mével: Acetonitrila:Agua com a seguinte forca
eluotropica: 60%(5 min)------ 20min------ 100%(15 min). N foi otimizado pela
variacao da vazao da fase movel, obtendo-se os melhores resultados para o par
Fenantreno/Antraceno, com a vazdo de 1,5 mL.min"'. A Figura 17 ilustra o
comportamento da resolugéo, calculada utilizando-se a Equacéao 1, para o par

de HPAs em relacao a vazao de fase moével utilizada.

5.0 ]
48+ /
46 4

4.4 n

Resolucao (Rs)
T

Vazda (mL min’'}
Figura 17: Variacio da resolu¢io cromatografica para o par Fenantreno/Antraceno em
funcdo da vazio da fase mével (mL min™).

A Figura 18-B, apresenta o cromatograma dos HPAs obtido sob as

condi¢cdes cromatograficas otimizadas e com comprimentos de onda descritos
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no item 3.3.3, enquanto que a Figura 18-A apresenta o cromatograma para

HPAs apresentado pela Agéncia Ambiental Norte Americana EPA’.
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Figura 18: Cromatogramas dos HPAs por HPLC-Fluoréscencia: A-) Método oficial
8310 da agéncia norte-americana EPA, utilizando-se de coluna HC — ODS Sil—- X e
vazdo de 0,5 mL/min (Fonte: www.epa.gov/sw-846/pdfs/8310.pdf )°, B-) Método
otimizado neste trabalho.
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3.3.3 Otimizacao da resposta do detector de fluorescéncia

Apoés a otimizacao cromatogréfica, foi determinado o par de comprimento
de onda (excitacao/emissao) no espectrofluorimetro 3D, utilizando-se de padrdes
individuais de HPAs na concentragcdo de 0,60 pg L’, para conhecer os
comprimentos de onda de méxima resposta no detector de fluorescéncia. Na
Figura 19 estdo representadas as curvas de nivel de trés HPAs, para
exemplificacio.

Cada substancia apresenta um comprimento de excitacao/emissdo muito
especifico, e para as analises cromatograficas necessitou-se trabalhar com
intervalos de comprimentos de onda, devido as proximidades no tempo de

retencao dos HPAs.

Fenantrena Benzo(K)fluoranteno Intfeno(1,2,3-co)pireno
Exeitagdo - 290 nm Excitagéo- 345 nm Execitagdn - 475 nm
P Emr:-rsao -372 hm . it Emisséo - 431 nm 500 Emisséo- 500 hm

o

5 o P Y =/ SN P I -
[nm]/‘“Hm - | N AR |nm]

"“V_—“—Al—'-q_’
200 200
200 200 350 EMinm] 550

Figura 19: Fluorescéncia tridimensional do (a)Fenantreno, (b) Benzo(k)fluoranteno e
(c)Indeno (1,2,3-cd)pireno.

A Tabela 9 apresenta os comprimentos de onda (excitacdo e emissao)
utilizados em trabalhos encontrados na literatura para analise de HPAs por

HPLC/Flu.
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Tabela 9: Comprimentos de ondas utilizados na literatura para a determinacao de
HPAs e numero de substancias detectadas.

Referéncia A excitacao A emissao Numero de HPAs
EPA™ 280 389 10
NIOSH® 340 425 6
Andrade®’ 240 398 12
Camargo® 290 430 8
Escriva71 290 385 10
Stotyhwo®® 270 440 7
Stotyhwo™ 260 520 1
Este trabalho 220 (P1, P2 e P3) 322 (P1, P2 e P3) 16

240 (P4 a P15) 398 (P4 a P15)
300 (P16) 498 (P16)

Utilizou-se os comprimentos de onda de excitacdo (Aex) 220 nm e de
emissdao (Aem) 320 nm para os trés primeiros HPAs eluidos (Naftaleno,
Acenafteno e Fluoreno), de acordo com os espectros de absorcdo e emissao
bidimensionais representados na Figura 20. A molécula de acenaftileno ndo &
fluorescente® e portanto nao foi analisada.

Para o indeno(1,2,3-cd)pireno, os comprimentos de onda de excitacao -

Aexc f0i 300 nm e 0 comprimento de emissao (Aem) foi de 498 nm.

EXCITAGAD i EMISSAC

Ahsorgao

T T T T L ¥ T T T T T
200 250 200 350 400 450 500 550 600 J00.0 3500 400.0
250:0 A50.0

Comprimento de anda (nm)

Figura 20: Espectros de excitagdo e emissdo molecular dos padrées: Naftaleno,
Acenaftileno, Acenafteno e Fluoreno.
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Indeno(1,2,3-cd)pireno
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Figura 21: Espectros de excitagdo e emisséo do indeno(1,2,3-cd)pireno.

Os comprimentos de onda escolhidos para deteccdo dos HPAs no HPLC-

Flu estao representados na Tabela 10.

Tabela 10: Comprimentos de onda escolhidos para detecgao dos HPAs.

HPAs Aexc Aem
Naftaleno, Acenafteno e Fluoreno 220 322
Fenantreno ao Benzo[g,h,i]perileno 240 398
Indeno(1,2,3-cd)pireno 300 498

3.3.4 Otimizacao da repetibilidade do tempo de retencao

Os tempos de retencao dos analitos variaram com a temperatura ambiente,
possuindo um coeficiente de variacdo médio (7 injecdes) de 1%. Para melhorar a
repetibilidade a coluna cromatografica foi protegida com isopor (Figura 22) e,
nestas condicdes, o coeficiente de variagdo médio foi de 0,6% havendo uma

melhora de 40% (Figura 23).
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Figura 22: Coluna cromatografica protegida contra variagbes da temperatura
utilizando Isopor™.
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Figura 23: Estudo da repetibilidade do tempo de retengao antes e depois da adi¢cao
de isopor na coluna cromatografica.
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3.3.5 Linearidade da resposta do sistema HPLC-Flu

Partindo-se da solucéo padréao estoque, foram preparadas solucdes padrao
de trabalho, contendo todos os HPAs em estudo, em concentracdes na faixa de
0,003 a 2200 pg.L™", perfazendo o minimo de 10 concentragdes para cada HPA.
Todas as solugdes foram injetadas em triplicata, utilizando-se as condi¢des
cromatogréficas previamente otimizadas. Com os dados obtidos foram
construidas as curvas de linearidade, plotando-se o fator de resposta (area
média/concentracao) vs concentracao.

As areas médias/concentracdo foram ordenadas e a mediana
(independente dos valores andmalos) foi determinada com 10% de variagao

superior e inferior. Considerou-se como faixa linear a regido representada na

Figura 24.
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Figura 24: Curva de linearidade do Fluoranteno no HPLC-Flu.

As curvas analiticas foram obtidas plotando-se a area média dos picos
(injecdes em ftriplicata) em funcédo da concentracdo de cada HPA (Figura 43),
tendo cada curva 5 pontos. O intervalo de linearidade, equagdes das curvas e

coeficiente de correlacédo sado apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Linearidade, equacdes das curvas de calibracdo e coeficiente de
correlagao (R?) para os 16 HPAs estudados.

HPA Faixa Equacao da curva R? Fator CcVv
Linear de (%)
(ug L) respost
a medio

Naftaleno 5-102 y=12481,2x+616,8 0,9923 125459 8
Acenafteno 5-92 y=404,4x+108,2 0,9967 415,9 11
Fluoreno 5-108 y=12382,2x+187,4  0,9957 12924 13
Fenantreno 11-183 y=651,2x+312,2 0,9901 647,26 9
Antraceno 0,3-5 y=36859,7x+73,9 0,9952 367442 14
Fluoranteno 3-72 y=2623,7x+1,2 0,9911 2622,15 7
Pireno 1-24 y=7871,1x+1,3 0,9891 787056 12
Benzo[a]antraceno 2-32 y=2302,1x+112,03 0,9912 234528 11
Criseno 8-130 y=276,0x+108,4 0,9879 585,61 5
Benzo[e]pireno 2-48 y=532,5x+70,0 0,9893 550,72 9
Benzo[e]acefenanftri- 3-54 y=910,9x+219,2 0,9964 949,5 15
leno
BenzolKk]fluoranteno 0,2-4 y=34316,3x+81,9 0,9967 345642 9
Benzol[a]pireno 1-21 y=3546,6x+54,6 0,9975 3589,13 12
Dibenzol[a,h]antracen 9-188 y=8113,1x+1217,7 0,9906 8183,94 7
o
Benzo[g,h,i]perileno 9-188 y=2096,5x+654,5 0,9967 214629 9
Indenol[1,2,3- 12-59 y=5275,3x+1218,7 0,9946 5389,31 5
cd]pireno

Os coeficientes de correlacdo obtidos para todos os HPAs estudados
(>0,98) situaram-se acima do preconizado (>0,9) como adequado na validagao
de métodos pelo INMETRO e EURACHEM®. A linearidade também & atestada
pelo CV do fator de resposta, que variou entre 5 e 15%. Utilizando-se os
parametros da curva analitica, foram determinados os limites de detecgéo e

quantificacdo do equipamento.
3.3.6 Limites de deteccao e quantificacao do sistema cromatografico

Os procedimentos para a determinacdo do limite de detecgdo (LD =
(3xSd)/b) e do limite de quantificacdo (LQ = 3 x LD) foram descritos no item 1.10.
A Tabela 12 apresenta o limite de deteccdo e de quantificagdo do

equipamento (HPLC-Flu) para os HPAs estudados utilizando os dados das
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curvas analiticas obtidas pelo método do padrao externo. O limite de deteccao
observado (LDos), € 0 menor valor de concentracdo do analito detectado no
HPLC-Flu. Nem sempre os limites de deteccédo calculado e observado sao
comparaveis pois no caso do analito Naftaleno, o LDys € cerca de 22 vezes
menor que o calculado, jA com o analito Fenantreno 0 LDy,s € 10 vezes maior

que o calculado.

Tabela 12: Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do equipamento
(HPLC-Flu) para os contaminantes estudados.

HPA (ug L) HPA (ng LY
LD LD, LQ LD LD, LQ
Naftaleno 0,90 0,04 2,70 Criseno 1,07 1,77 3,21
Acenafteno 1,01 0,36 3,03 Benzo[e]pireno 045 121 1,35
Fluoreno 0,59 0,04 1,76  Benzo[e]acefenantri- 0,82 0,73 2,45

leno
Fenantreno 0,50 4,76 1,51 Benzolk]fluoranteno 0,20 0,022 0,60
Antraceno 0,57 0,07 1,72 Benzo[a]pireno 0,79 0,53 2,37
Fluoranteno 0,94 1,40 2,81  Dibenzo[a,h]antrace- 1,19 1,86 3,57
no
Pireno 0,27 0,026 0,81 Benzo[g,h,iJperileno 042 0,39 1,26
Benzo[a]antraceno 1,71 043 5,14 Indeno[1,2,3- 0,56 0,08 1,67
cd]pireno

3.3.7 Otimizacao da analise de HPAs por GC-MS

No desenvolvimento de método para a determinacdo dos HPAs por GC-
MS, otimizou-se primeiramente o modo de injecao no cromatografo. A Figura 25,

apresenta uma comparagao entre injecdes de Grob e com split 1:20.
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Figura 25: Otimizagdo do modo de injecdo no GC-MS para a determinagao dos
HPAs.

A injecdo com split apresentou-se com picos simétricos e com alta
resolugcdo cromatogréafica. Na Figura 26 estdo representados varios modos de
injecao de split (20:1, 10:1, 5:1) comparado ao modo de splitless (sem divisdo da

amostra).

M aunt] RIC all pahssplitless.sms
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50| SPLIT 1:10

2 h‘ \ JA AA i i A ad

MCount] RIC all hpasspl2lsms

50+ SPLIT 1:20

Figura 26: Comparacao de modos de injecao por split e splitless.
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Observou-se picos com uma maior area na injecao em splitless, resultando
em picos assimétricos. Portanto adotou-se o modo de injecao de split (1:10)
devido a maior simetria (entre 0,9 a 1,3) dos picos cromatograficos.

A camara de injecao devera estar suficientemente quente para vaporizar
rapidamente os analitos, evitando perda da eficiéncia devido a injecao, mas de
tal forma a evitar que haja decomposicao da térmica ou rearranjos na amostra. A
Figura 27 mostra o injetor em varias temperaturas. A 100° C a temperatura nao
foi suficiente para vaporizar os analitos de maior massa molecular, ficando
portando presos no liner. A temperatura adotada neste trabalho para o injetor foi

de 3002 C, pois foi suficiente para volatilizar todos os analitos de interesse.

MCaunts] RIC all pahs inj 100csms
4 A

1 oo
e 4
| 2 1
1 L 3
= | :

e 200° ¢
k=
= |
E | I
e |
1—: | [
0
MCounts RIC all pahs in) B00cfluxd Tmisms
+ 300° C

] 350° C

Figura 27: Influéncia da temperatura do injetor na detec¢do dos HPAs.
Na otimizacdo da vazao do gas de arraste (He), utilizou-se diversas vazées

(0,5 a 3 mL/min). Os cromatogramas estao apresentados na Figura 28 Optou-se
pela utilizacdo da vazdo de 2,5 mL/min devido a maior resposta do detector

(Figura 29).

minute:
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Figura 28: Otimizagcao da vazao do gas de arraste (He) na determinacao de HPAs.
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Figura 29: Diferenga na sensibilidade na resposta do detector de espectrometria de
massas na determinacao de HPAs em diversas vazoes de fase movel (Pico 5 — 1
mLmin";4-15mLmin";3—2mLmin";2-25mL min™"; 1 =3 mL min™).

Na otimizacdo dos parametros de deteccao do espectrébmetro de massas
(tempo de scan, voltagem da eletromultiplicadora e corrente de emissao)
observou-se que as melhores condicoes de sensibilidade eram alcancadas
quando se utilizava o maximo de cada parametro (Figura 30, Figura 31 e Figura

32).

minutes
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Figura 30: Otimizacado do tempo de scan na resposta do espectrémetro de massas
para os HPAs.
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Figura 31: Otimizacdo da voltagem da eletromultiplicadora na resposta do
espectrometro de massas para os HPAs.
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Figura 32: Otimizacdo da corrente de emissdo na resposta do espectrometro de
massas para os HPAs.

Nao foram utilizados os maximos destes parametros para garantia de maior
vida util dos componentes do espectrometro de massa como o filamento e a
fotomultiplicadora. As condicdes otimizadas no modo de deteccdo, MS, utilizadas
para deteccdo foram: tempo de scan: 2 seg/scan, voltagem da
eletromultiplicadora: 200 V e corrente de emissao de 50 pA.
Para o desenvolvimento do método MS/MS utilizou-se 0 manual do equipamento
para ajuste do método, a partir do cromatograma no modo Full Scan do padao.

As condi¢des otimizadas no modo MS/MS sdo: tempo de scan: 0,5
segundos/scan, eletromultiplicadora: 200V e corrente de emissado: 20 pA. A
Tabela 13, mostra os ions pais selecionados (ion de maior intensidade no modo
MS) de acordo com os fragmentogramas de cada HPA obtidos no modo MS
para cada analito de interesse. O fragmentograma do naftaleno esta

representado na Figura 33 e os demais estdo no anexo (Figura 45 a Figura 60).
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Figura 33: Fragmentograma do naftaleno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (128) foi selecionado para fazer o método MS-MS.

Tabela 13: lons pais selecionados de cada HPA, através dos fragmentogramas no

modo MS.
Substancia lon Pai
(ion com maior intensidade no modo MS)

Naftaleno 128
Acenafteno 153
Acenatftileno 152
Fluoreno 166
Fenantreno 178
Antraceno 178
Fluoranteno 202
Pireno 202
Benzo[a]antraceno 228
Criseno 228
Benzole]pireno 252
Benzol[e]acefenanftrileno 252
Benzolk]fluoranteno 252
Benzo[a]pireno 252
Dibenzo[a,h]antraceno 278
Benzo[g,h,i]perileno 276
Indeno[1,2,3-cd]pireno 276
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3.3.8 Tratamento das amostras

3.3.8.1 Extracao por ultrassonicacao

Utilizando-se de 1 g de rapadura previamente triturado e homogeneizado,
foi fortificada com 12 HPAs, homogeneizado com agitacdo manual do béquer de
150 mL (protegido com papel aluminio), deixado em contato por 12 horas (over-
night) a -15° C no freezer. Foi estudada a relagdo massa de rapadura/volume de
diclorometano para a extragdo dos HPAs nos niveis intermediarios das
linearidades dos HPAs (Tabela 14). A Figura 34, ilustra a recuperagao
benzo(a)antraceno (fortificacdo a 10,87 ug Kg'), como exemplo, de acordo com
as razdes massa/volume de diclorometano, utilizada para a otimizagdo da

massa/volume de extracdo. Os dados para os demais HPAs encontram-se no

anexo na Figura 44.

Tabela 14: Concentracdo de cada HPA fortificado na rapadura, utilizado na
otimizacao de extragéo. (correspondendo ao nivel médio da curva de calibracao).

HPA Concentracio de fortificacdo (ng g”')
Fenantreno 52,4
Antraceno 1,5
Fluoranteno 12,8
Pireno 6,4
Benzo[a]antraceno 11
Criseno 37
Benzo[e]pireno 13
Benzo[elacenanftrileno 15
Benzo[Kk]fluoranteno 1,2
Benzo[a]pireno 5,7
Dibenzo[a,h]antraceno 39,1
Benzo[g,h,i]perileno 39,1

As recuperacoes do analito nas relacées de massa/volume de 0,05 e 0,10

g/mL, apresentaram-se muito semelhantes conforme Figura 34, com coeficiente
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de variacao (triplicata) menor que 12%, e através do teste de hipoteses, descrito
no item 3.2.8, verificou-se que a relacdo 0,05 é igual a 0,10 com 90% de
intervalo de confianca para os seguintes analitos (Fenatreno, Criseno,
Benzo[a]antraceno, Benzo[e]pireno, Pireno, Fenantreno, Benzo[e]acenanftrileno,
Benzolk]fluoranteno, Benzo[a]pireno e Dibenzo[a,h]antraceno). Portanto

escolheu-se a relacdo 0,10 g/mL, devido ao menor gasto de solvente.

0,33
020
014

0,10

Razao massa/Volume

0,05

0 20 40 60 80 106
Recuperacao média do Benzo(a)antraceno

Figura 34: Extracdo do benzo(a)antraceno da rapadura com diclorometano.
Em seqguida, efetuou-se um estudo para avaliar a influéncia do numero de

extracdes e do tempo de extracdo na recuperagao do analito, utilizando-se 10g
de amostra, uma vez que € a quantidade mais usual em estudos enfocando a
determinacdo de HPAs em alimentos®, para 100 mL de solvente (mantendo a
proporcao 0,10 g/mL anteriormente otimizada), dividido em 2 a 4 extragbes
consecutivas.

Na otimizacdo do tempo de extracdo e numero de extragdes, utilizou-se a
superficie de resposta como ferramenta utilizando o software Minitab®® para
planejamento dos experimentos, de acordo com a Tabela 15. A melhor condigéo
encontrada e que foi utilizada no estudo de recuperacao foi trés extracdes por 15
minutos cada, utilizando em cada uma 33 mL de solvente, de acordo com a

Figura 35.
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Tabela 15: Planejamento de experimentos para a otimizagdo da extracdo de HPAs
em rapadura (n=3).

Ordem dos Tempo Numero de Recuperacao c.v
Experimentos de extracoes média do %
extracao (volume Benzo[a]antraceno
(min) solvente)

7 5 2 (50 mL) 62,31 9

2 5 3 (33 mL) 67,26 11

1 5 4 (25 mL) 73,13 7

8 15 2 (50 mL) 82,34 10

5 15 3(33mL) 89,49 10

6 15 4 (25 mL) 88,16 13

3 30 2 (50 mL) 79,21 16

4 30 3 (33 mL) 82,28 7

9 30 4 (25 mL) 87,52 12

n'de extra-;éeslb

Figura 35: Superficie de resposta para determinacdo das condicées 6timas de
extracdo utilizando diclorometano como solvente.

A otimizacado da extracao por ultra-som foi realizada na posi¢céo central do
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banho, ndo havendo diferenca significativa (intervalo de confianca de 90% -
descrito no item 3.2.8) entre as posigdes 1, 2 e 3 (Figura 36).

[

X

Figura 36: Posicao das amostras extraidas no banho ultrassénico (coordenadas: z
(profundidade)= 5 cm, x =25 cm e y=4,5; 15,5 e 26 cm).

3.3.9 Otimizacao do solvente de extracao

A escolha do solvente para extracédo foi baseada em estudos relatados na
literatura, sendo que um solvente muito utilizado para a extragdo de HPAs em
matrizes ambientais é o diclorometano®*®"®. No sentido de minimizar o uso de
solventes clorados, estudou-se a mistura de solventes (diclorometano/n-hexano -
Figura 37) na extracdo de 12 HPAs (em nivel de concentragdo médio da curva
de calibracdo) de acordo com a Tabela 14. O solvente escolhido para a extracao
dos HPAs em rapadura para a préxima etapa do trabalho, foi n-hexano, por
apresentar-se com menor toxicidade do que a mistura com diclorometano e com

recuperagdes semelhantes (>70%) (Figura 37) para os seguintes HPAs: Pireno,



Flavio Soares Silva Dissertacdo de Mestrado 57

Benzo[a]antraceno, Criseno, Benzole]pireno, Benzo[e]acenanftrileno,
Benzolk]fluoranteno, Dibenzo[a,h]antraceno e Benzo[g,h,i]perileno, com

coeficientes de variagdo menor que 12,7%.
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Figura 37: Grafico do estudo da eficiéncia de extragdo dos 12 HPAs, com diferentes
propor¢des de solventes.

A injecado no HPLC-Flu foi de 30 uL, pois a injecao de maior volume de
amostra & apropriada para analises traco®’. A andlise de trés amostras
testemunha (sem adicdo dos analitos), ndo apresentou interferentes para a

andlise dos HPAs e portanto, ndo utilizou-se clean-up (limpeza) da amostra, de

acordo a Figura 38.
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Figura 38: Cromatogramas referentes a amostra testemunha e a amostra fortificada,
indicando que nao houve interferentes durante o processo de extra¢@o. Niveis de
fortificacdo na Tabela 14.

O método otimizado para extracdo de HPAs esta apresentado no

fluxograma da Figura 39.

10 g rapadura fortificada por12 h

|

Extragaoc com 3 x 33 mL de Hexano
durante 15 minutos

l

‘ Secura com fluxo brandeo de N

|

Dissolugdo com 05 mLde Acetonitrila por ultrassonicae

|

Analise no HPLC-Fluorescéncia
(Inje¢d@o automatica de 30 uL)

Figura 39: Fluxograma para o tratamento da amostra, os solventes utilizados estéo
indicados na Figura 37.
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3.3.10 Estudos de recuperacao

Triturou-se a rapadura de modo a aumentar a superficie de contato entre a
amostra e o solvente extrator (hexano), entdo dividiu-se a rapadura em duas
partes: uma controle (sem fortificar) e outra fortificada com os HPAs. Fortificou-
se 10g de rapadura em trés niveis: inferior, médio e superior, nas proximidades
dos valores maximo, médio e minimo, respectivamente, da curva de calibracao
de cada HPA. A fortificacdo foi feita utilizando-se solugcdo dos HPAs em
acetonitrila, utilizando-se adicdo de volume adequado com microseringas. A
mistura foi agitada manualmente por cinco minutos. A Tabela 16 mostra a

concentracdo de cada HPA nos trés niveis de fortificacao.

Tabela 16: Niveis de fortificacdo, porcentagens de recuperacao e coeficiente de
variacao (triplicatas) para os HPAs utilizando-se de método descrito na Figura 39.

HPA Nivel de fortificacao Nivel de fortificacao Nivel de fortificacao
Inferior Intermediario Superior
Conc. Rec Cv Conc. Rec CV Conc. Rec CV
(wgKg) % %  (ugKg) % % (ugKgh) % %
Fenantreno 0,55 40 13 4,5 45 11 9,15 61 8
Antraceno 0,015 39 13 0,11 42 10 0,25 59 8
Fluoranteno 0,15 54 12 1,75 65 10 3,6 79 10
Pireno 0,05 62 10 0,6 70 8 1,2 81 5
Benzo[a]antt. 0,1 71 10 0,8 81 9 1,6 91 6
Criseno 0,4 75 12 3,25 83 9 6,5 93 7
Benzo[e]pireno 0,1 72 8 1,2 81 9 2,4 92 9
Benzo[e]acef. 0,15 69 12 1,35 78 11 2,7 89 10
Benzo[k]fluor.o 0,01 74 13 0,05 81 11 0,2 88 10
Benzola]pireno 0,05 42 13 0,5 49 11 1,05 64 10
Dibenzo[a,h] 0,45 73 7 4.5 87 6 9,4 95 7
Benzo[g,h,i] 0,45 76 6 4,5 85 8 9,4 95 9
Indeno[1,2,3-cd] 0,60 73 11 1,5 80 10 2,95 94 11
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A recuperacao dos analitos se mostrou adequada dentro da faixa de 40 a
120% preconizada pela literatura para concentragdes menores que

0,0000001%% como represtado na Tabela 17.

Tabela 17: Recuperacgao do analito em fungcéo da concentragao.

Concentracao do analito (%) Intervalo de Recuperacao Aceito
> 10 98-102
> 1 97-103
> 0,1 95-105
> 0,01 90-107
> 0,001 - > 0,00001 80-110
> 0,000001 60-115
> 0,0000001 40-120

Fonte: BRITO, 2003%.
3.3.11 Limites de deteccao e quantificacao da metodologia analitica

Os limites de deteccao e quantificacdo do método foram determinados de
acordo com a proposta de Thier®, descrito na secdo 1.11. A Tabela 18 mostra

os valores de limite de deteccéao e quantificacdo para cada HPA estudado.

Tabela 18: Limites de deteccao e quantificagdo do método segundo Thier (descrito
na secao 1.11).

HPA LD LQ HPA LD
(Mg Kgh)  (ngKg?) (ug Kg)
Fenantreno 0,178 0,55 Benzolk]fluoranteno 0,0034
Antraceno 0,003 0,015 Benzol[a]pireno 0,033
Fluoranteno 0,044 0,15 Dibenzo[a,h]antraceno 0,014
Pireno 0,014 0,05 Benzolg,h,i]perileno 0,056
Benzo[a]antraceno 0,051 0,1 Indeno[1,2,3-cd]pireno 0,022
Criseno 0,042 0,4
Benzole]pireno 0,022 0,1
Benzol[e]acefenantri- 0,13 0,15

leno

LQ
(g Kgh)
0,01
0,05
0,45
0,45

0,60
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3.3.12 Analise de amostras de rapadura

As amostras de rapadura foram obtidas do comércio de Natal (RN) e de
Araraquara (SP), e apresentavam-se com coloragdo escura e com particulas com
aspecto de carvao, sendo estas insollveis em agua.

Apds a validagao do método para a analise dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, utilizou-se o0 método validado para avaliacgdo das amostras
comercializadas em Natal-RN e Araraquara-SP.

Os cromatogramas da Figura 40, representam as analises das amostras

obtidas.
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Figura 40: Cromatogramas das rapaduras comercializadas em Natal-RN (A e B) e
em Araraquara-SP (C).

A Tabela 19, apresenta dos resultados obtidos na analise das amostras. A
concentracdo no extrato final (0,5 mL) foi obtida pelo uso das equacdes das

curvas analiticas (Figura 43).
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Tabela 19: Resultados das andlises das rapaduras comercializadas em Natal-RN (A
e B) e em Araraquara-SP (C).

Amostra Concentracao obtida Cc.v Massa da Resultados das
pela curva de % amostra (g) amostras (ug

calibracao (ug L")  (Triplicata) Kg™)
Rapadura Fenantreno — 13,21 11,8 10,023 0,66
A Pireno — 7,28 8,7 10,149 0,36
Fluoranteno — 10,86 11,2 10,056 0,54
Rapadura Fenantreno — 16,41 12,1 9,986 0,82
B Pireno — 4,97 9,2 10,079 0,25
Rapadura Fenantreno — 20,42 11,4 10,112 1,01
C Pireno — 3,89 9,4 10,864 0,18

Além do tempo de retencdo, utilizou-se da técnica de GC-MS-MS para
identificar os HPAs encontrados no HPLC-Fluorescéncia. Os fragmentogramas

estdo apresentados na Figura 41.

Fenantreno

200
1 Pireno

g P
Fluoranteno

e}

Figura 41: Fragmentogramas encontrados nas andlises de rapadura por GC-MS-
MS.
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Além dos fragmentogramas pertencentes aos HPAs, encontrou-se algumas
substancias poliaromaticas nao pertencentes aos considerados prioritarios pela
NIOSH. Na Tabela 20 e na Figura 42 estdao representados os compostos

encontrados na rapadura.

Tabela 20: Relacao de substancias encontradas na rapadura por GC-MS.

N° Substancia
1 3-Metoxioxima-Benzaldeido
2 Fenaleno
3 2,3-Dimetil-2,3-Di-(2,2’-naftil)-Butano
4 Acepireno
5 Dibenzo[def,mno]criseno
N T
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Figura 42: Fragmentogramas das moléculas encontradas na rapadura por
andlise em GC-MS.
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4 Conclusoes e perspectivas futuras

O método cromatografico otimizado apresentou-se dentro dos parametros
de confiabilidade analitica descritos na literatura’”’. O método otimizado supera
os ja relatados na literatura em resolucao, tempo de andlise e numero de HPAs
analisados, devendo ser adotado em estudos de HPAs que o grupo de pesquisa
em que foi desenvolvido este trabalho venha a desenvolver.

O método de tratamento da amostra, apresentou-se eficiente e rapido. O
solvente escolhido para a extracdo dos HPAs em rapadura foi n-hexano, por ser
muito menos téxico que a mistura com diclorometano e com recuperacoes
semelhantes (>70%) para os seguintes HPAs: Pireno, Benzo[a]antraceno,
Criseno, Benzo[e]pireno, Benzo[elacenanftrileno, Benzo[K]fluoranteno,
Dibenzo[a,h]antraceno e Benzolg,h,i]perileno.

Tendo em vista que legislacdes preconizam niveis de concentracao apenas
para benzo[a]pireno em 6leo de oliva®*?® (2 ug Kg'), ha a necessidade de
monitorar outros tipos de alimentos. Para as amostras analisadas a soma dos
HPAs esteve acima do preconizado por alguns paises como sendo o0 maximo
permitido de HPAs em alimentos (1 pg Kg™)'.

Uma vez que foram encontrados HPAs nas amostras de rapadura
analisadas, recomenda-se que o estudo seja continuado no sentido de ampliar o
nuamero de amostras analisadas e de localidades produtoras, além de ser

importante a investigagdo do poder mutagénico do extrato de rapadura.
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5 Destinacao dos Residuos Quimicos

Os residuos gerados neste trabalho eram constituidos basicamente de
solventes organicos (principalmente acetonitrila) e HPAs. Ambos residuos foram
segregados (conforme as Normas para Gerenciamento de Residuos Quimicos
do IQ/UNESP®®), armazenados no Deposito de Residuos do IQ/UNESP e

encaminhados posteriormente a incineracao.
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Figura 43: Curvas analiticas dos HPAs estudados.
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Figura 47: Fragmentograma do fluoreno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (166) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 48: Fragmentograma do fenantreno no modo MS, o ion de maior intensidade
m/z (178) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 51: Fragmentograma do pireno no modo MS, o ion de maior intensidade m/z

(202) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 52: Fragmentograma do benzo[alantraceno no modo MS, o ion de maior

intensidade m/z (228) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 53: Fragmentograma do criseno no modo MS, o ion de maior intensidade

m/z (228) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 54: Fragmentograma do benzo[e]pireno no modo MS, o ion de maior

intensidade m/z (252) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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intensidade m/z (252) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 56: Fragmentograma do benzolk]fluoranteno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (252) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 58: Fragmentograma do dibenzo[a,h]antraceno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (278) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 59: Fragmentograma do benzo[g,h,i]perileno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (276) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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Figura 60: Fragmentograma do indeno(1,2,3-cd)pireno no modo MS, o ion de maior
intensidade m/z (276) foi selecionado para fazer o método MS-MS.
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