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RESUMO

Esta tese descreve o desenvolvimento de métodos analiticos para a extracdo e pré-
concentragdo de contaminantes organicos em matrizes ambientais, com foco na
determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em peixes, e de ftalatos
em &guas residuais e bebidas. A quantificacdo de HPAs foi realizada utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), tendo sido analisadas
24 amostras de files de peixe liofilizadas, coletadas em diferentes pontos do litoral
pernambucano afetados pelo derramamento de dleo, entre junho/2021 e dezembro/2020. O
método de dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD) foi eficaz para extrair HPAs de alta
massa  molecular  (como  fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno,  criseno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, indeno [1,2,3 -cd]pireno,
dibenz[a,h]antraceno e benzo[g,h,i]perileno), enquanto o método de microextracdo em fase
liquida assistida por ar e aprimorada por ultrassom (UE-AA-LLME) mostrou melhor
desempenho para HPAs de baixa massa molecular (naftaleno, 2-metilnaftaleno,
acenaftileno, 1-metilnaftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno e antraceno), com taxas de
recuperacdo variando de 60% a 120%. As analises indicaram que os niveis de HPAs nas
amostras de peixes locais estavam em conformidade com as normas de seguranca
alimentar da Comissdo Europeia N° 2023/915. Para a extracdo de ftalatos foram
empregados os solventes eutéticos profundos (DES) e quantificagdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo por UV (HPLC-UV). A mistura de mentol e
citronelol (1:1) alcancou taxas de recuperacdo de 95% a 98%. Amostras da Estacdo de
Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) do Freixo, no Porto, apresentam 0s compostos
dietil ftalato (3,55 com limites de deteccdo na faixa de 0,4 a 4,4 ug L") e di-isobutil ftalato
(2,67 ug L) apenas nas aguas antes do tratamento. No efluente da ETAR do Freixo, todos
os ftalatos quantificados apresentaram-se abaixo do limite de detec¢do. A investigacdo de
ftalatos em bebidas do comércio local, mostra preocupacéo sobretudo a respeito de café,
cha gelado e suco de limao acondicionados em recipiente plastico, devido a concentragdes
de di-n-butilftalato e di(2-etil-hexil)ftalato em niveis superiores aos permitidos pelo
Regulamento da Comissdo Européia N° 10/2011 (EU, 2011). Os métodos desenvolvidos
nesta tese aprimoram as técnicas de monitoramento ambiental para analise de
contaminantes organicos, contribuindo para a avaliacao de riscos a saude publica e ao meio

ambiente.



Palavras-chave: Aguas; bebidas; Contaminacio; DES; ftalatos; GC-MS; HPLC; HPAs;
peixe

ABSTRACT

This thesis describes the development of analytical methods for the extraction and
preconcentration of organic contaminants in environmental matrices, with a focus on the
determination of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) in fish, and phthalates in
wastewater and beverages. The quantification of PAHs was carried out using gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), and 24 samples of freeze-dried
fish fillets were analyzed. These samples were collected at different sites along the coast of
Pernambuco affected by the oil spill, between June 2021 and December 2020. The matrix
solid-phase dispersion (MSPD) method was effective for the extraction of high-molecular-
weight PAHs (such as fluoranthene, pyrene, benzo[a]anthracene, chrysene,
benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene, indeno[1,2,3-cd]pyrene,
dibenz[a,h]anthracene, and benzo[g,h,i]perylene), whereas ultrasound-enhanced air-
assisted liquid—liquid microextraction (UE-AA-LLME) showed superior performance for
low-molecular-weight PAHs (naphthalene, 2-methylnaphthalene, acenaphthylene, 1-
methylnaphthalene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene, and anthracene), with recovery
rates ranging from 60% to 120%. The analyses indicated that PAH levels in local fish
samples were in compliance with the food safety standards established by European
Commission Regulation N° 2023/915. For the extraction of phthalates, deep eutectic
solvents (DES) were employed, followed by quantification by high-performance liquid
chromatography with UV detection (HPLC-UV). The menthol-citronellol mixture (1:1)
achieved recovery rates between 95% and 98%. Samples from the Freixo Wastewater
Treatment Plant in Porto contained diethyl phthalate (3.55 pg L) and di-isobutyl phthalate
(2.67 pg L) only in the influent waters prior to treatment. In the WWTP effluent, all
quantified phthalates were below the limit of detection. The investigation of phthalates in
beverages from the local market raised particular concern regarding coffee, iced tea, and
lemon juice packaged in plastic containers, due to concentrations of di-n-butyl phthalate
and di(2-ethylhexyl)phthalate exceeding the limits established by European Commission
Regulation N° 10/2011 (EU, 2011).



The methods developed in this thesis improve environmental monitoring techniques for the
analysis of organic contaminants, thereby contributing to the assessment of risks to public
health and the environment.

Keywords: Water; beverages; contamination; DES; phthalates; GC-MS; HPLC; PAHs;
fish
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1 INTRODUCAO

Desastres ambientais causados por derramamentos de petroleo tém gerado graves
impactos ao ecossistema e a populacdo global (DHAKA; CHATTOPADHYAY, 2021). O
Brasil vivenciou, em agosto de 2019, o maior acidente de derramamento de 6leo em sua costa,
com manchas de petréleo venezuelano de alta densidade atingindo mais de 1000 localidades
ao longo de diversos estados, incluindo Pernambuco (G1 PERNAMBUCO, 2022; IBAMA,
2020; MARINHA DO BRASIL, 2021). A resposta tardia das autoridades agravou os danos
ambientais e socioecondmicos, prejudicando pescadores artesanais, cuja subsisténcia foi
interrompida (DISNER; TORRES, 2020; MARINHA DO BRASIL, 2021; SILVA;
RODRIGUES, 2020). Em 2022, novos fragmentos de 6leo, provenientes do Golfo do México,
reacenderam a preocupacdo com a contaminagdo petrolifera no litoral pernambucano,
refor¢ando a necessidade de monitoramento continuo (MCTI, 2022; SEMAS, 2022).

O petroleo liquido, composto por uma complexa mistura de substancias com
potenciais efeitos carcinogénicos e mutagénicos, tem como principais componentes 0S
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US EPA) classificou 16 HPAs como poluentes prioritarios devido a sua
toxicidade (PAZ et al., 2017), com alguns apresentando acdo carcinogénica comprovada
(LERDA, 2011). Em conformidade, o Regulamento da Comissdo Européia N° 2023/915 (EU,
2023) determina o teor maximo permitido de benzo(a)pireno em peixe defumado e produtos
defumados da pesca a concentragdo de 2,0 pg kg™ de peso fresco, e a soma de benzo[a]pireno,
benz[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno e criseno possui o teor maximo permitido de 12,0 ug
kgt

Devido ao consumo generalizado de peixes e sua exposicdo direta a fontes de
contaminacgdo aquatica, torna-se essencial o desenvolvimento de metodologias eficientes para
a determinacdo de HPAs nesse alimento (PAZ et al., 2017). Para tal, € necessario otimizar
métodos de preparo de amostras, seguidos da determinacdo dos analitos por técnicas de
deteccdo apropriadas (MCNAIR; MILLER, 2009). A cromatografia gasosa hifenada a
espectrometria de massas (GC-MS) é uma técnica simples, versatil e de excelente resolucéo,
sendo bastante empregada para determinagdo de HPAs em peixes (BEYER et al., 2010;
MAHUGIJA; NJALE, 2018; MITTENDOREF et al., 2010) e petroleo (HASHEMI-NASAB;
PARASTAR, 2020). Sendo escolhida como principal técnica utilizada neste trabalho.
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Além da contaminacgdo por petroleo, o descarte de plasticos representa uma crescente
ameaca & saude humana e ao meio ambiente, evidenciando a urgéncia de métodos de controle
eficazes. Amplamente utilizados em embalagens e brinquedos, os plasticos constituem 85%
dos residuos que chegam aos oceanos (MANO; MENDES, 2004; ROMAO; SPINACE;
PAOLI, 2009) e contém ftalatos. Os ftalatos sdo compostos quimicos frequentemente
empregados como plastificantes em recipientes para alimentos, cosméticos e medicamentos.
Esses compostos estdo associados a sérios riscos a saude, incluindo carcinogénese,
desenvolvimento de asma e distirbios do espectro autista, devido ao seu potencial
neurotoxico (TRASANDE; LIU, B.; BAO, 2022; VENTRICE, P. et al., 2013).

O Regulamento da Comissdo Européia N° 10/2011 (EU, 2011), estabelece a aplicacdo
e limite de migracdo especifica (MLE) para di-n-butilftalato (DBP, 0,3 mg kg™), benzil-butil
ftalato (BBP, 30 mg kg™?) e di(2-etil-hexil) ftalato (DEHP, 1,5 mg kg™). Além destes, o di-
isononil ftalato (DINP) e di-isodecil ftalato (DIDP) tém uso permitido em situacdes
especificas; e a soma destes ndo deve ultrapassar 0 MLE de 9 mg kg™. O Orgéo de Registro,
Avaliacdo, Autorizacdo e Restricdo de Substancias Quimicas (REACH, [s.d.]) classifica o
DBP, BBP e DEHP como substancias altamente toxicas para seres humanos e para a vida
aquatica. A referida diretiva restringe o uso de DEHP em materiais plasticos que ndo estejam
em contato com alimentos e proibe sua aplicacdo em produtos de uso Unico, como tampas e
selos (ATSDR, 2022; VENTRICE, P. et al., 2013).

Para a separacdo e deteccdo de ftalatos em plasticos e alimentos, as técnicas de
cromatografia liquida e gasosa sdo amplamente utilizadas, exigindo metodologias eficientes
para extracdo e pré-concentracdo (AIGNASSE et al., 1995; AL-NATSHEH et al., 2015;
BABU-RAJENDRAN et al., 2018; GONZALEZ-SALAMO et al., 2018). Os solventes
eutéticos profundos (DES) emergem como uma alternativa promissora aos solventes
organicos convencionais, apresentando baixa toxicidade, baixa volatilidade, alta estabilidade
térmica e facil sintese ou preparo. Esses solventes sdo obtidos pela combinacéo de diferentes
precursores, como cloreto de colina, uréia e glicose (EL ACHKAR; FOURMENTIN;
GREIGE-GERGES, 2019).

O presente trabalho apresenta solucdes inovadoras e de baixa toxicidade para a
extracdo e pré-concentracdo de contaminantes organicos em matrizes ambientais. O trabalho
tem foco em HPAs presentes em peixes e ftalatos em aguas, oferecendo avangos na analise de

impacto ambiental e seguranca alimentar.



21

A primeira parte do trabalho contribui para o avanco de estratégias aplicadas ao
tratamento de peixes com elevado teor de lipidios, uma matriz reconhecidamente desafiadora
do ponto de vista analitico e ainda insuficientemente explorada na literatura cientifica.
Colabora com o levantamento de dados sobre os impactos ambientais decorrentes de
derramamentos de 6leo em Pernambuco, permitindo a extracdo de 16 HPAs prioritarios e dois
HPAs metilados (2-metilnaftaleno e 1-metil naftaleno), com quantificacdo por GC-MS e
andlises exploratdrias para interpretacdo dos resultados. A segunda parte deste trabalho
apresenta uma alternativa rapida e de baixa toxicidade, baseada no uso dos DES, para a
extracdo de DEP, DBP, DEHP, BBP, DiBP e do adipato de di-(2-etil-hexila) (DEHA) em
bebidas e aguas residuais, ampliando o conhecimento sobre sistemas de DES eficazes para a

extragdo de ftalatos em matrizes aquosas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO DA LITERATURA

2.1 DERRAMAMENTO DE OLEO NO BRASIL E O CASO DE 2019

Assim como em outras partes do mundo, acidentes envolvendo derrame de petroleo
tém castigado a regido costeira do Brasil e seu entorno, ao longo do tempo. Tém provocado
intoxicagdo, asfixia, reducdo da iluminacdo dos corpos d’agua impedindo a fotossintese e
disponibilidade de oxigénio — culminando na morte de véarias espécies — além de afetar
economicamente a vida dos locais que dependem da pesca e turismo (DHAKA;
CHATTOPADHYAY, 2021).

No Brasil, o primeiro derrame em grande escala foi registrado em mar¢o de 1975. No
episodio, um navio cargueiro fretado pela Petrobras provocou o vazamento de cerca de 6 mil
toneladas de 6leo bruto nas aguas da Baia de Guanabara (RJ). Desde 1975, dezenas de outros
eventos foram registrados, sendo provocados pelo trafego de navios cargueiros ou até mesmo

pelo mal funcionamento de dutos nas plantas de exploracdo (AMBIENTEBRASIL, [s.d.]).

O Quadro 1 sumariza alguns dos principais desastres ambientais envolvendo o derramamento

de 6leo bruto no Brasil.

Quadro 1 - Alguns dos principais acidentes com petréleo ja registrados no Brasil

Periodo Localizacdo | Descricédo

Baia de . ) . ,
Cargueiro fretado pela Petrobras derramou 6 mil toneladas de 6leo na
Mar/1975 Guzar;i;)ara Baia de Guanabara.

Out/1983 Bertioga (SP) 3 milhdes de litros de 6leo vazaram de um oleoduto da Petrobrds em

Bertioga.
Varios
Mai/1994 municipios 2,7 milhdes de litros de 6leo atingiram 18 praias do litoral norte paulista.
(SP)
Tramandai Vazamento de cerca de 18 mil litros de dleo cru em Tramandai (RS),
Mar/2000 (RS) durante trafego de um navio petroleiro rumo ao Terminal Almirante
Soares Dutra (Tedut), da Petrobras, na cidade.
Vazamento de 4 milhdes de litros de 6leo nos rios Barigii e Iguacu (PR),
Arauciria provocado por ruptura na tubulacdo da Refinaria Presidente Getulio
Jul/2000 (PR) Vargas (Repar — Petrobras). O acidente s6 foi detectado ap6s duas horas,

se tornando o maior desastre ambiental provocado pela Petrobras em 25
anos.

Mar/2016 | Cubatdo (SP) | Vazamento de petr6leo no rio Cubatéo, na cidade de Cubat&o (SP).
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Baia de Vazamento de 6leo por rompimento de duto da Petrobras contaminou a
Jun/2018 Todos os Baia de Todos-os-Santos (BA), afetando a vida de comunidades
Santos (BA) | quilombolas.
. Considerado um dos maiores acidentes com petréleo no Brasil, devido
Litoral do ~ . o .
a extensdo de areas atingidas. Manchas de o6leo bruto de alta
Ago/2019 Nordeste e . .
densidade foram avistadas ao longo de toda a costa do Nordeste e
Sudeste
Sudeste.
No Cearad 64 praias de 13 municipios apresentaram manchas de 6leo, com a
Jan/2022 Litoral do retirada de 4 mil litros de petréleo cru. A causa do aparecimento das manchas
an Ceara ainda é desconhecida. Segundo analise da Marinha, o material deste ano seria
diferente do encontrado em 2019. (CNN BRASIL, 2022)
Vestigios de 6leo foram encontrados em praias de nove cidades pernambucanas e
Pernambuco também no litoral da Paraiba. Ambientalistas apontam que o material que apareceu
Ago/2022 e Paraiba em 2022 seria diferente do 6leo recolhido em 2019. Segundo a Secretaria Estadual
de Meio Ambiente (SEMAS), o material estava na faixa de areia “em pequenos
fragmentos e em formato de bolotas™

Fonte: (AMBIENTEBRASIL, [s.d.]; CNN BRASIL, 2022)

O derramamento de petroleo ocorrido em 2019

Em agosto de 2019 ocorreu um dos maiores desastres socioambientais em extenséo do
pais, ocupando mais de 3000 km da costa brasileira. Neste ano, pelotas de 6leo bruto de alta
densidade foram observadas nas praias de Tambaba e Gramame, no municipio de Conde
(Paraiba). Em poucos meses, manchas de mesma procedéncia foram vistas ao longo de toda
costa do Nordeste e Sudeste (Rio de Janeiro e Espirito Santo).

O ultimo relatério publicado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2020), em 20 de mar¢o de 2020, relata que manchas
de 6leo atingiram 1009 localidades, sendo 130 municipios, em 11 estados. Segundo a Marinha
do Brasil, mais de 5 mil toneladas de petroleo foram retiradas da costa brasileira (MARINHA
DO BRASIL, 2021). Constatou-se, através de analises de cromatografia gasosa (fingerprint),
que o petréleo possui origem venezuelana, sendo um navio petroleiro grego responsabilizado
pelo
LOURENCO et al., 2020; MJSP, 2021; SOARES et al., 2020).

lancamento da substdncia oleaginosa no oceano (DISNER; TORRES, 2020;

No estado de Pernambuco (Figura 1), o petroleo atingiu diversas praias dos
municipios de Tamandaré, Barreiros, Sirinhaém, Ipojuca, Cabo de Santo Agostinho, Jaboatdo
dos Guararapes, Sdo José da Coroa Grande, Paulista, Goiana e Itamaraca. As praias atingidas
s&o listadas no APENDICE B.
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Figura 1 - Funcionarios da Prefeitura de Tamandaré (PE) trabalham para remocao de dleo bruto na praia dos
Carneiros, no dia 18/10/2019

Foto: Carlos Ezequiel Vannoni/Agéncia Pixel Press/Estaddo Contelido)

Entre 17 de outubro e 01 de novembro de 2019, foram recolhidas 1.562 toneladas de
6leo de praias e rios do Estado. O material coletado foi enviado para o Centro de Tratamento
de Residuos Pernambuco, em lgarassu, sendo aproveitado como combustivel em fabricas de
cimento (G1 PERNAMBUCO, 2022).

No entanto, a atuacdo tardia do poder publico na apuracdo e implementacdo do Plano
Nacional de Contingéncia, para mitigacdo dos impactos causados pelo incidente, intensificou
0s prejuizos sobre os habitats e comunidades locais (DISNER; TORRES, 2020; MARINHA
DO BRASIL, 2021), evidenciando a vulnerabilidade financeira e alimentar dos pescadores
artesanais de Pernambuco (SILVA; RODRIGUES, 2020).

Um estudo publicado por SILVA e RODRIGUES (2020) envolveu entrevistas com 44
pescadores artesanais de 9 regibes do estado de Pernambuco, atraves da aplicagdo de
questionarios. Dentre os entrevistados, 54,5% relataram ter passado por dificuldades
financeiras causadas por impactos diretos do derramamento do petroleo ou pela quebra da
cadeia produtiva do pescado. Durante o aparecimento das manchas do Oleo, estes
trabalhadores foram proibidos de pescar, vender ou consumir os pescados. Ainda assim, 65%

dos entrevistados afirmaram ter mantido o consumo de pescado durante 0 momento da crise, e
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destes, 72% afirmam que consumiam peixes apesar do medo de contaminagdo (SILVA;
RODRIGUES, 2020).

No dia 31 de agosto de 2022, a Secretaria de Meio Ambiente e Sustentabilidade de
Pernambuco (SEMAS, 2022) relatou o aparecimento de “vestigios de 6leo, em pequenos
fragmentos ou “bolotas” nas praias de Recife, Olinda, Jaboatdo, Paulista, lIgarassu, Goiana,
Cabo, Itamaracé e Sirinhaém. E, mesmo que o material seja diferente do encontrado no ano de
2019, reforca a importancia do monitoramento dos impactos ambientais causados pelo

derramamento de 6leo no litoral pernambucano.

2.2 PETROLEO E OS HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPA)

O petroleo é um produto mineral de origem fdssil normalmente encontrado em bacias
sedimentares, cuja composicdo pode apresentar caracteristicas marcantes em funcdo de sua
origem geografica (ROSTAMI; ABESSI; AMINI-RAD, 2019). Além da composicéo, fatores
como pressao e temperatura fazem com que este se apresente em estado sélido, liquido ou
gasoso (COKER, 2018).

Quando em forma liquida, o petréleo é chamado de 6leo bruto ou 6leo cru, a fim de
ser diferenciado do 6leo refinado — que € o de maior interesse comercial. Os hidrocarbonetos
leves compdem o gas natural de petrdleo, enquanto que a fragdo dos hidrocarbonetos mais
pesados resultam na sua forma semissélida. Dentre os produtos de interesse comercial,
produzidos apos refino do petroleo, destacam-se o diesel, gasolina, nafta, querosene de
aviacdo, gas liquefeito de petréleo, material de pavimentacéo, lubrificantes e outros derivados
(PETROBRAS, 2022).

O 6leo bruto é uma mistura complexa, de alta toxicidade e menos densa do que a agua,
cuja composicdo majoritaria é atribuida aos hidrocarbonetos. Além dos hidrocarbonetos
saturados e aromaticos, compostos organicos hetero funcionalizados contendo nitrogénio,
oxigénio e enxofre também sdo significativos na sua composi¢do, oriundos do material
geoldgico (CHEN, G. et al., 2018; WILLSCH et al., 1997). Em menor quantidade, metais
como vanadio e niquel também s&o encontrados (CHACON-PATINO et al., 2021).

A lixiviagdo do 6leo bruto durante atividades como mineragéo, transporte e combustéo
incompleta, é considerada a principal fonte de residuos de petréleo na natureza. Quando em

contato com 0 mar ou outros corpos d'agua, o 6leo bruto sofre uma série de transformagdes,
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como dissolucdo, transferéncia, sedimentagdo, dispersdo, evaporagdo, condi¢bes climaticas
extremas e foto oxidacdo quimica (Figura 2), que alteram as propriedades do 6leo ao longo
do tempo (HETTITHANTHRI et al., 2024).

Figura 2 - Intemperizacdo do 6leo bruto no mar

o
almosférica
Evaporagao Deposito na chuva
/ 30 4 Fragmentos de Residuos mais
Espalhamento o o0 ‘mousse” pesados

Dissoldgao

Consumo por Pﬁm"i = v Submerséo de particulados

~ Submersao coma pelotas fecais

Consumo por organismos
if[lradrespa i

Fonte: (FURTADO, 2011)

Para determinar a origem do petrdleo, faz-se necessaria a analises dos isdtopos
estdveis de carbono combinada com a analise cromatografica de biomarcadores,
possibilitando a caracterizacdo inequivoca; como a impressao digital de cada tipo de 6leo. Os
biomarcadores fosseis, presentes no 6leo bruto, correspondem a moléculas presentes em
organismos Vvivos que sofreram modificacdes minimas ao longo do processo de formacdo do
petréleo. Entre as principais classes de compostos investigadas, destacam-se 0s alcanos

ramificados, e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). (OLIVEIRA et al., 2020).

Os HPAs apresentam em sua estrutura dois ou mais anéis aromaticos fundidos, sendo
geralmente classificados em duas categorias principais: HPAs de baixo peso molecular — que
possuem 2 a 3 anéis aromaticos —, e HPAs de alto peso molecular, constituidos por 4 ou mais
anéis aromaticos fundidos. Os compostos de baixo peso molecular sdo mais volateis e
apresentam toxicidade relativamente reduzida. Em contraste, os HPAs de alto peso molecular
exibem maior estabilidade e toxicidade, em razéo de sua resisténcia ao ataque nucleofilico,

atribuida a elevada densidade de elétrons 7 presente nos anéis aromaticos. Essa caracteristica
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estrutural também Ihes confere maior lipofilicidade, favorecendo processos de bioacumulagéo
em organismos vivos (CHEN; INBARAJ; HSU, 2022; PATEL et al., 2020).

Os HPAs apresentam potencial acdo carcinogénica e mutagénica (SETTE et al., 2013),
causando efeitos desastrosos ao meio ambiente e a salde humana, afetando também a pesca e
0 turismo na regido (DHAKA; CHATTOPADHYAY, 2021; ROSTAMI; ABESSI; AMINI-
RAD, 2019). A principal fonte de contaminacdo por HPAs em humanos se da através da
ingestdo de alimentos contaminados, exposicdo cutanea e, em menor ocorréncia, por inalacéo
(FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2008).

Este fendbmeno tem despertado a atencdo de drgaos reguladores, a fim de garantir a
seguranca de alimentos que podem ser diretamente expostos a este tipo de contaminante, e
assim estabelecer limites para a presenca de HPAs em alimentos e no meio ambiente
(LERDA, 2011).

O Regulamento da Comissdo Europeia N° 1881/2006 (EU, 2006a) lista quinze HPAs
com feito cancerigeno em géneros alimenticios (Quadro 2), de acordo com o Comité
Cientifico da Alimentacdo Humana (EU Scientific Committee for Food, SCF) (LERDA,
2011). Este regulamento foi atualizado pelo Regulamento europeu N° 2023/915 (EU, 2023) no
que diz respeito aos teores maximos permitidos de benzo[a]pireno em peixe fumado e
produtos fumados da pesca passaram a ser de 2,0 pug kg?! de peso fresco, e a soma de
benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno e criseno podem chegar ao teor
méximo de 12,0 ug kg?. Considerando-se o0s riscos associados a presenca dos HPAs em
alimentos e no ambiente, 0 Quadro 2 apresenta os HPAs mais comumente investigados, a

partir de recomendacdes dos 6rgdos reguladores europeus.

Quadro 2 - HPAs frequentemente monitorados de acordo com recomendag¢fes do Comité Cientifico da
Alimentacdo Humana (SCF) da UE, Uni&o Europeia (UE) e Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA). Os
HPAs com feito cancerigeno em géneros alimenticios, de acordo com o Comité Cientifico da Alimentacéo
Humana (SCF) estdo marcados com (*).

Orgdo Composto Orgao Composto

i *
Acenafteno Dibenzo[a,h]antraceno

EPA EPA, SCF, EU O
o0 COQ,

EPA Acenaftileno SCF, EU Dibenzo[a,e]pireno *




Antraceno

Dibenzo[a,h]pireno *

EPA O GG SCF, EU O“
L0
Benzo(a)pireno * Dibenzola,i] pireno *
EPA, SCF, EU O“ SCF, EU O“
) 0‘0
Benzo(a)antraceno * Dibenzo[a,l]pireno *
EPA, SCF, EU @O‘ SCF, EU 06‘90
* Q
Benzo(b)fluoranteno * Fenantreno
EPA, SCF, EU (7 EPA O‘]
408 U
Benzo(j)fluoranteno * Fluoranteno
SCF, EU ‘ O EPA g
U L)
Benzo(k)fluoranteno * Fluoreno
EPA, SCF, EU EPA
OO OO
Benzo(c)Fluoreno Indeno[1,2,3-cd] pireno *
EU EPA, SCF, EU o¢
sy Dy
Benzo(g,h,i)perileno * 5-Metilcriseno *
EPA, SCF, EU O‘ SCF, EU
) O‘g@
J
Criseno * Naftaleno
EPA, SCF, EU O‘ EPA
0
Ciclopenta(c,d)pireno * Pireno
SCF, EU OG EPA

§ 2
§0
S

Fonte: Adaptado de (EC., 2006; LERDA, 2011)
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2.3 ANALISE DE HPA EM PEIXE E METODOS DE EXTRACAO

Segundo IKO AFE e colaboradores (2021), “o peixe ¢ a fonte de proteina mais
disponivel comumente consumida em paises em desenvolvimento”. A Organizagdo das
Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) recomenda o consumo de 12 kg de
pescado/ habitante/ ano. No Brasil, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), o consumo de peixes pela populacéo é, de aproximadamente 9 kg/
habitante/ ano. No entanto, nas comunidades ribeirinhas da regido hidrogréafica amazonica,
esse valor chega a cerca de 150 kg de pescado/ habitante/ ano (MAPA, 2020).

Dessa forma, identificar e quantificar HPA em tecidos de peixe é fundamental para
avaliar os riscos associados ao consumo desse alimento, a qualidade do produto e os impactos
da contaminacdo ambiental (SUNDARAVADIVELU et al., 2022). Em particular, muitos
estudos se concentram nos 16 HPAs considerados prioritarios pela Unido Européia:
Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno,
Benzo[g,h,i]perileno, Benzo[a]antraceno, Criseno, Benzo[b]fluoranteno,
Benzo[k]fluoranteno, Benzo[a]pireno, Indeno[1,2,3-cd]pireno, e Dibenz[a,h]antraceno. Sendo
o0s sete ultimos considerados potenciais carcinogénicos em humanos (US EPA, 1998; PAZ et
al., 2017).

A determinacdo de HPAs em peixes representa um desafio devido a complexidade
desta matriz, que é composta por aproximadamente 0-84% de agua, 15-24% de proteinas, 0,1-
22% de gordura, 1-2% de minerais, incluindo 0,5% de calcio, 0,25% de fdésforo e 0,1% de
vitaminas A, B, C e D. Por isto, pesquisadores de diferentes partes do mundo tém aplicado
esforcos no desenvolvimento de metodologias para a determinacdo de HPAS nesta matriz,
com cada estratégia apresentando vantagens e limitagdes (ABRAHA et al., 2018; BYRD;
THILSTED; FIORELLA, 2021; SUNDARAVADIVELU et al., 2022).

Um dos principais desafios para determinacdo de HPA em peixe € o elevado teor de
gordura desta matriz, o que demanda procedimentos muitas vezes laboriosos e ndo sdo
suficientes para a total remocdo de gordura no extraido. Por sua vez, a presenca de residuos de
gordura no extraido prejudica o sistema cromatografico (em especial, cromatografia gasosa) e
pode suprimir o sinal dos analitos (SLAMOVA et al., 2020).

As principais metodologias para extracdo de HPAs em peixe podem ser divididas em
dois grupos: extracdo em meio liquido (DLLME e QUEChERS) e dispersdo em meio sélido
(MSPD). Na extracdo em meio liquido, busca-se a dissolu¢do da matriz sem degradar 0s

analitos (SLAMOVA et al., 2020). Ja a dispersio em meio solido ocorre geralmente pelo
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rompimento da estrutura da matriz, ocasionado pela abrasdo manual, utilizando adsorventes
caros ou de disponibilidade limitada para analises de rotina, como C18 e Florisil. Além disto,
técnicas mais sofisticadas como o uso de cartuchos comerciais, ou sistemas pressurizados de
extracdo de fluidos automatico, sdo frequentemente empregados para elui¢do dos analitos com
solventes extratores, (BARCELLOS HOFF et al., 2022; PENSADO et al., 2005; PORTET-
KOLTALO et al., 2021).

Neste intuito, GHASEMZADEH-MOHAMMADI e colaboradores (2012)
desenvolveram uma metodologia para extragdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés
microwave-assisted extraction) seguida de microextracdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME, do inglés dispersive liquid—liquid microextraction), para determinagdo de 16 HPAs
em filé de peixe defumado, através da tecnica de GC-MS com monitoramento de ion
selecionado (SIM). Para realizar a MAE, 1g de filé congelado foi moido e fortificado com 1
mL de padrdo de HPAs, homogeneizado e transferido para um recipiente de vidro. A fim de
hidrolisar e saponificar a amostra, foram adicionados 12 mL da mistura aquosa KOH (2 mol
L1):CH3;OH (50:50) e o recipiente selado foi submetido a radiacdo micro-ondas durante 2
minutos a 500 MHz. Apos resfriamento, a mistura foi transferida para um tubo conico,
centrifugada (4000 rpm por 5 minutos) e foi feito o ajuste da fase aquosa para o pH neutro,
com adicdo de HCI. Para precipitar as proteinas, foram adicionados 2 mL de solucdo de
Carrez que consiste na solucdo de ferrocianeto de potassio e acetato de zinco (50:50). O tubo
foi novamente submetido a centrifugacdo e a fase limpida transferida para outro tubo para
realizar a DLLME. Na DLLME, a seguinte mistura foi rapidamente injetada: 100 pL de
tetracloroetileno (C2Cls) + 500 pL de acetona (CH3(CO)CHa) + 2 uL de bifenila (40 pg mL"
1). O tubo contendo a mistura foi agitado, centrifugado (4000 rpm por 10 minutos) e a fase
depositada ao fundo, contendo C.Cls, foi coletada e injetada no GC-MS. Os autores
concluiram que o método proposto é preciso, rapido e confiavel, permitindo a quantificacao
de HPAs em niveis muito baixos, com limites de detecgdo (LD) entre 0,11 e 0,43 ng g* Além
disto, foi obtida a faixa linear de 1-200 ng g* para os analitos e R? > 0,981.

SLAMOVA e colaboradores (2020) buscaram avaliar duas metodologias, através do
método de adicdo de padrdo, para permitir o isolamento e analise de 21 HPAS em peixe,
queijo e linguica defumados por GC-MS. Os métodos de extracdo avaliados foram:
QUECHERS cléssico e QUEChERS com uma etapa de limpeza adicional com remogéo de
lipidios (EMR), de estrutura ndo divulgada pelo fabricante. Ao final da etapa de extracdo duas
técnicas de pré-concentracdo do extrato foram avaliadas: secagem sob fluxo de nitrogénio e

uso de DLLME. Os autores concluiram que a melhor metodologia foi a que envolveu as
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etapas: QUEChERS com EMR e pré-concentragcdo por DLLME. Para isto, 1 g de peixe foi
adicionado a um tubo conico, juntamente com os padrdes de 100 ug kg HPAs. No emprego
do QUECHhERS, ao tubo foram adicionados 5 mL de &gua e 10 mL de acetonitrila (CHsCN) e
a mistura homogeneizada por agitacdo. Em seguida, foi adicionada a mistura de 1,5 g de NaCl
e 5 g de MgSOs4 e o tubo foi agitado e centrifugado. A limpeza foi realizada por EMR e
continuou o procedimento do QUEChERS que consiste em ap6s centrifugacdo, 5 mL do
filtrado foram transferidos para outro tubo contendo 0 EMR + 5 mL de &gua. A mistura foi
homogeneizada e centrifugada. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram
adicionados 0,4 g de NaCl + 1,6 g de MagSOs, seguido de homogeneizagéo e centrifugagao.

Na sequéncia 2 mL da fase superior foram transferidos para outro tubo conico. Na
etapa de pré-concentracdo, adicionou-se 6 mL de dgua + 0,2 mL de cloroférmio aos 2 mL da
fase superior. O tubo foi agitado, centrifugado, a fase organica foi transferida para um vial e
deixada para evaporar. Os residuos foram dissolvidos em hexano antes da analise por GC-MS.
Com esta metodologia, 0s autores obtiveram taxas de recuperacdo entre 50 e 120% para todos
0os HPAs avaliados, com valores de desvio padrdo relativo (RSD) inferiores a 16,7% e LQ
inferiores a 0,9 ug kg (que € o limite maximo estipulado pelo Regulamento N° 836/2011 da
Comisséo Europeia (EC, 2011). Embora o método envolva uma série de etapas, 0s autores
garantem que sua execucao € rapida, e que é ideal para determinacdo de HPAs em matrizes

com alto teor de gordura, como peixes.

MAN e colaboradores (2020) buscaram avaliar os riscos a saude pela contaminacgéo de
16 HPAs em peixes de agua doce cultivados usando dietas a base de residuos alimentares e
dietas comerciais. Para permitir o isolamento dos HPAS nos peixes, 0s autores recorreram a
extracdo pelo método QUEChERS seguido de extracdo em fase solida dispersiva (ASPE). As
analises foram realizadas por GC-MS. Para realizar o0 método QUEChERS pesou-se 0,5g de
peixe fresco em tubo conico, em seguida foram adicionados 12 mL de agua deionizada + 15
mL de CHsCN. Em seguida, foi adicionada a mistura composta por 6 g de MgSO4 + 1,3 g de
NaCl. Os tubos foram agitados em vortex (3 minutos) e centrifugados (4000 rpm por 5
minutos). Para o dSPE, 8 mL da fase superior, obtida apds realizar o0 QUEChERS, foram
transferidos para um tubo de dSPE de 15 mL para amostras gordurosas (Agilent Bond Elut).
O tubo foi agitado e centrifugado e o sobrenadante foi filtrado com filtro de membrana PTFE
de 0,20 mm antes da analise por GC-MS. Os autores utilizaram uma curva analitica na faixa
de 0,120 ng mL* a 1,000 ng mL. Um padrio deuterado de HPAs (de concentracdo 320 ng g

1) foi adicionado a todos os extraidos e padrdes para construgdo da curva analitica. A mesma



32

metodologia para isolamento dos HPAs foi aplicada aos residuos alimentares e as dietas
comerciais de controle, consumidas pelos peixes. O método proposto permitiu baixos niveis
de recuperacdo — em torno de 25% — indicando n&o ser eficiente para a determinagéo de HPAs
na matriz escolhida. Ainda assim, os autores assumiram que 0s peixes cultivados com dietas a
base de residuos alimentares eram comparativamente mais seguros para consumo humano, do

que os peixes comprados no Mercado da regido chinesa.

IKO AFE e colaboradores (2021) estudaram os efeitos da contaminagdo causada por
15 HPAs e 10 aminas biogénicas presentes em peixes defumados por um processo tradicional
do Benin. O estudo teve por objetivo avaliar 0s riscos potenciais para 0s consumidores de seu
pais. As andlises foram realizadas usando a técnica de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) com detector de fluorescéncia. Os autores se basearam em um meétodo
de extracdo relatado previamente (BRASSEUR et al., 2007), que consistiu na extracdo dos
analitos por saponificacdo seguida da extracdo por DLLME (com ciclohexano, CeHi2),
seguida da etapa de limpeza utilizando cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE, do inglés
solid phase extraction). No entanto, a etapa de extragdo foi feita utilizando o equipamento
extrator de solvente acelerado (ASE 200, Dionex Corporation). Para realizar o preparo, a 1 g
de peixe moido (enriquecido com padrédo contendo 16 HPAS) e liofilizado, foram adicionados
50 mL de uma solugdo KOH 2 mol L preparada com etanol/H2O (v:v, 9:1). A mistura foi
colocada sob refluxo durante 30 minutos, adicionou-se 50 mL de CsHi» e 0 refluxo mantido
por mais 10 minutos. Apos este periodo, foram adicionados 100 mL de dgua. Os HPAs foram
extraidos em CsH2 € a fase orgéanica foi seca pela adicdo de sulfato de sodio anidro, filtrada e
evaporada até a secura. Entdo, o extraido foi redissolvido em 500 pL de CeHi2. Na etapa de
limpeza, o extraido redissolvido foi carregado em cartucho de SPE e eluido em hexano. No
entanto, antes da injecdo no HPLC o solvente da amostra foi substituido por CHsCN. A curva
analitica para HPAs foi construida na faixa de concentragio de 2,5 a 400 pg pL?, mas para
benzo[j]fluoranto e indeno[1,2,3-cd]pireno a curva teve faixa de concentracdo de 10 a 1600
pg pL. E, em cada padrio foi feita adicdo do padrdo deuterado DiP-d14. Por fim, os autores
obtiveram limite de quantificacdo (LQ) para os HPAs de 0,1 pg kg™ de peso fresco. No
entanto, para benzo[j]fluoranto e indeno[1,2,3-cd] pireno o LQ foi de 0,5 pg kg de peso
fresco. Os autores concluiram que os peixes analisados apresentaram teores de HPAs além do
limite de seguranca estabelecido pela Unido Européia (EC, 2006), representando riscos a

salide do consumidor beninense.
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A partir da abordagem do uso minimo de solventes, surge 0 método de microextragdo
liquido-liquido assistida por ar e aprimorada por ultrassom (UE-AA-LLME) como uma
alternativa que ndo utiliza um dispersor de solvente, sendo apenas o solvente extrator
adicionado a amostra aquosa. A emulsdo é formada pelas ondas ultrassénicas. A transferéncia
de massa entre o0 solvente extrator e a fase aquosa ocorre por meio de movimentos repetidos
de ejecdo e succdo dentro de uma seringa, reduzindo assim o tempo de extracdo. Apesar
dessas vantagens, essa metodologia tem sido aplicada em matrizes mais simples, como agua
de rio e urina (BARFI et al., 2015; ZHOU et al., 2022), mas apresenta grande potencial para
ser explorada na extracdo de HPAs em peixes.

Em um numero de trabalhos expressivamente menor, encontramos o emprego do
MSPD no preparo de amostra para determinacdo de HPA em pescado. Neste sentido,
OLSON, MEYER e PORTIER (2014) propuseram uma adaptacdo ao meétodo tradicional de
MSPD, a fim de quantificar HPA em filé de Gulf menhaden (Brevoortia patronus); um peixe
de alto teor lipidico. No MSPD, 2,5 g do de peixe liofilizado foi disperso em uma mistura
silica: C18 (1:1), com adicdo de 2-5 g de sulfato de sodio (como agente secante) e 1 mL de
fenantreno-d10, padrdo de recuperacdo. Em seguida, foram adicionados 50 mL de

diclorometano e a mistura foi sonicada por 30 min. Apds sonicacdo, a amostra foi filtrada
através de um filtro Fisherbrand® por gravidade e foram adicionados 10 g de sulfato de sodio.

Os recipientes usados na etapa de liofilizacdo e sonicacdo foram rinsados com o mesmo
solvente, para evitar perdas do material entre as etapas. O filtro usado foi acoplado a um
coletor a vacuo, que foi acionado apos finalizada a filtracdo por gravidade. O eluente
resultante foi transferido para um baldo, com o auxilio do diclorometano usado na rinsagem
dos recipientes anteriormente mencionados, e levados ao sistema de rotaevaporacdo para
remocdo do excesso de solvente. Apds este processo, o material residual do baldo foi
ressuspenso e diluido ao volume total de 15 a 25 mL, com hexano. Uma aliquota de 10 mL foi
transferida para outro recipiente e armazenado por longo periodo, a fim de permitir a
sedimentacdo de particulas apos a extracdo. A sedimentacédo foi utilizada como uma etapa de
limpeza. Por fim, aliquotas de 1 mL deste extraido foram separadas para analise por GC-MS,
sendo previamente a analise, fortificadas com 10 uL de padrdo interno. Como resultado, a
metodologia proposta permitiu a média de recuperacdo de 88%, com limites de deteccdo na
faixa de 0,4 a 4,4 ng g de massa seca de tecido. No entanto, torna-se evidente a necessidade
de filtros e equipamentos especificos, para permitir a reprodugdo desta metodologia em

laboratérios de rotina.
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BARCELLOS HOFF e colaboradores (2022) avaliaram o emprego de alguns
ingredientes & base de mandioca (amido de mandioca, tapioca e pérolas de tapioca) como
matriz para dispersdo em fase sélida (MSPD) seguida por extracao liquida pressurizada. Esta
alternativa de adsorvente verde e de baixo custo foi proposta a fim de permitir a determinagéo
de indeno[1,2,3-cd]pireno, benzo[g,h,i]perileno e benzo[a]pireno em peixe e mexilhdo, por
HPLC acoplada a espectrometria de massas ou eletroforese. No procedimento descrito pelos
autores, 2,0 g de amostra foi misturado a cada produto de mandioca avaliado, e foi iniciado o
processo manual para dispersdo e homogeneizacdo da matriz em almofariz. Em seguida a
mistura foi transferida para um cartucho de extracdo (Q-cup®) contendo membranas de
filtracdo, acoplada ao sistema de extragdo pressurizada. A CHsCN foi utilizada como solvente
de extracdo e limpeza. Um dos critérios para a escolha do material foi a capacidade remocéo
de gorduras, avaliada através de andlises por ressonancia magnética nuclear de baixa
resolugédo. Dentre as alternativas avaliadas como fase solida, o amido de mandioca apresentou
igual ou melhores resultados que o polimero comercial (Q-matrix® Hydra) adotado como
referéncia. Para avaliar a eficiéncia de extracdo e a capacidade de atingir baixos limites, 0s
autores consideraram como parametros a intensidade do sinal analitico (area de pico) e

capacidade de remover interferentes da matriz.

2.4 FTALATOS EM AGUAS RESIDUAIS E BEBIDAS, E METODOS DE EXTRACAO
COM SOLVENTES EUTETICOS (DES)

O consumo desenfreado de plasticos tem se mostrado uma ameaca crescente para a
salde humana e o meio ambiente. Estes materiais sdo normalmente derivados do petroleo
bruto (MAFAT et al., 2024) e tém sido empregados na confeccdo de diferentes tipos de
embalagem, brinquedos infantis e pecas de montagem. No entanto, ap6s seu tempo de uso, 0s
plasticos passam a compor parte significativa dos residuos sélidos urbanos e 85% dos
residuos que chegam aos oceanos (MANO; MENDES, 2004;: ROMAO; SPINACE; PAOLLI,
2009). Segundo o relatorio da Organizacdo das NacBGes Unidas, de 2021, estima-se que 0
volume de residuos plasticos nos oceanos poderia triplicar até o ano de 2040 (UNITED
NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMME (UNEP), 2021). Como agravante da poluicdo
plastica, alguns dos aditivos presentes em sua composi¢do sdo reconhecidamente perigosos e
toxicos para 0 homem e 0s ecossistemas, como € o caso dos ftalatos (VENTRICE, P. et al.,
2013).
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Os ftalatos sdo uma classe de compostos quimicos amplamente usada como
flexibilizantes na fabricacdo de plasticos. Estdo presentes em embalagens de alimentos,
cosmeéticos e medicamentos. Em menor proporcao, sdo também adicionados a xampus, locoes
e outros produtos de cuidados pessoais, a fim de preservar o perfume. Contudo, estudos
apontam que alguns ftalatos apresentam efeitos tdxicos ao sistema reprodutivo, respiratorio,
atuam como disruptores enddcrinos, e podem migrar para o produto acondicionado (EFSA
JORNAL, 2005). Os ftalatos podem apresentar efeito carcinogénico, desencadeamento da
asma e até mesmo disturbios do espectro de autismo — devido a potencial acdo neurotdxica
(TRASANDE; LIU, B.; BAO, 2022; VENTRICE, P. et al., 2013).

Neste sentido, o uso dos ftalatos é controlado principalmente pela legislacdo sobre
materiais em contato com alimentos. Através da Diretiva da Comissdo Européia N° 10/2011
(EU, 2011), sdo estabelecidos as aplicacdes e o limite de migracdo especifica (MLE) para di-
n-butilftalato (DBP, 0,3 mg kg™?), benzil-butil ftalato (BBP, 30 mg kg?) e di(2-etil-hexil)
ftalato (DEHP, 1,5 mg kg™). Além destes, o di-isononil ftalato (DINP) e di-isodecil ftalato
(DIDP) tem uso permitido em situacOes especificas, e a soma destes ndo deve ultrapassar
MLE de 9 mg kg?, e o di-isobutil ftalato (DIBP) é sujeito a proibicdo. Estes ftalatos sdo
considerados como extremamente preocupantes para saude humana e vida aquética, pelo
Orgéo de Registro, Avaliacdo, Autorizagio e Restricio de Substancias Quimicas da Uni&o
Européia (REACH, [s.d.], 2006). As Diretivas N° 2007/19/EC (EU, 2007) e 10/2011 (EU,
2011) restringem o uso do DEHP em materiais plasticos que ndo estdo em contato com
alimentos gordurosos, enquanto proibe para aplicacfes de uso Unico (como tampas ou selos)
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), 2022; Ventrice et al., 2013).

Com efeito, um estudo, sugere que a exposicao diaria aos ftalatos pode contribuir com
0 numero de cem mil mortes precoces anuais, de pessoas entre 55 e 60 anos, nos Estados
Unidos. O estudo também destaca que, quando presentes em embalagens de PVC, os ftalatos
podem migrar para o alimento ap6s longo periodo de exposicdo, sendo a migracdo acelerada
pelo aquecimento (TRASANDE; LIU.; BAO, 2022). Portanto, existe a necessidade do
controle mais rigoroso dos ftalatos que ainda sdo permitidos para confec¢do de embalagens
para alimentos e outros bens de consumo (THE GUARDIAN, 2021).

Diferentes técnicas analiticas tém sido empregadas para a determinagéo de ftalatos em
plasticos, aguas residuais e em varios alimentos (ABBASI et al., 2024; NDHLALA; NCUBE;
STADEN, VAN, 2012; WANG, Cong et al., 2023; WANG, Xiaoyu et al., 2023). Entre essas

técnicas, destacam-se HPLC, GC, MS e a ressonancia magnética nuclear (RMN)
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(AIGNASSE et al., 1995; AL-NATSHEH et al., 2015; BABU-RAJENDRAN et al., 2018;
GENAY et al., 2017; GONZALEZ-SALAMO et al., 2018; WU et al., 2021). Vale ressaltar
que, para todas estas técnicas, sdo necessarias estratégias especificas de extracdo e preparo da
amostra, que normalmente envolvem vérias etapas (NDHLALA; NCUBE; STADEN, VAN,
2012).

Para a extracdo e pré-concentracdo de ftalatos, a busca por solventes mais
“sustentaveis” tem despertado grande interesse na area da Quimica verde. Nesse sentido, 0s
solventes eutéticos (DES, do inglés Deep Eutectic Solvents) vém se destacando como uma

alternativa promissora aos solventes organicos convencionais.

Os DES séo formados pela mistura de um composto doador de hidrogénio e outro
composto receptor de ligacdo de hidrogénio, na proporcdo adequada, geralmente sob
aquecimento e agitacdo; até a formacdo de um liquido homogéneo. O resultando em um
composto com ponto de fusdo mais baixo do que seus componentes individuais (HU et al.,
2024). Esses solventes apresentam vantagens como baixa toxicidade, baixa volatilidade, alta
estabilidade térmica e condutividade, além de serem facilmente sintetizados. A maioria dos
solventes eutéticos € menos densa que a dgua e possui alta viscosidade (KAVALIAUSKAS;
OLSAUSKAITE; PADARAUSKAS, 2022).

Os materiais de partida utilizados para a sintese dos DES sdo variados, incluindo
cloreto de colina, ureia, glicose, mentol, glicerol e outros (EL ACHKAR; FOURMENTIN;
GREIGE-GERGES, 2019; KAVALIAUSKAS; OLSAUSKAITE; PADARAUSKAS, 2022).
Devido as diversas vantagens mencionadas, diferentes reagentes podem ser usados para a
sintese de DES. Os DES tém sido empregados na extracdo de diferentes analitos organicos,
como os ftalatos, em diferentes matrizes aquosas. Alguns autores apresentam diferentes
métodos de extracdo utilizando DES, com nomenclaturas como microextracdo liquido-liquido
por emulsificacdo (ELLME), micro-extracdo liquido-liquido assistida por vortex (VA-LLME)

ou DLLME, a depender da densidade do solvente em relacédo a fase aquosa.

KAVALIAUSKAS e colaboradores (2022) avaliaram seis misturas eutéticas
hidrofdbicas, para extracdo de ftalatos (por ELLME) e parabenos em aguas de efluentes por
DLLME. Como receptores de ligacdo de hidrogénio foram considerados mentol, cloreto de
tetrabutil aménio e cloreto de tetrahexil aménio. Como doadores de ligacdo de hidrogénio
foram usados acido trifluoroacético e hexafluor isopropanol. Para a composicdo dos DES foi
considerada a proporcdo 1:2 (razdo molar) do composto doador e receptor. Os autores

observaram que os DES baseados em cloreto de tetrahexil amdnio apresentaram as mais altas
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eficiéncias de extragcdo (>90%) para os ftalatos em solugdes aquosas. Além disto, estes DES
apresentaram desempenho consideravelmente melhor do que os solventes clorados
convencionais (CH2Clz, CHCIs e C2Cly).

O procedimento de extragdo acontece em um tubo conico de vidro de 10 mL, onde
foram adicionados 5 mL de solugéo contendo padréo de ftalatos e parabenos em concentragdo
25 mg LT e 0,2 mL de solvente eutético, respectivamente. A mistura foi agitada
manualmente (1 min), formando uma emulsdo. Em seguida, a mistura foi submetida a
centrifugacdo (300 rpm, 5 min) e a fase de DES (sobrenadante) foi coletada, pelo método de
extracdo DLLME, e analisada por HPLC. Foi utilizada amostra real de efluente, previamente
filtrada em filtro de fibra de vidro de 0,7 um. Em um tubo c6nico de vidro de 10 mL foram
adicionados 5mL da amostra de agua enriquecida com naftaleno a 20 pug L* e 50 pL do
solvente eutético (cloreto de tetrahexil amoénio: acido trifluoroacético na proporgédo 1:2). O
sistema foi agitado manualmente por 30 segundos e, em seguida, submetido a centrifugacéo a
3000 rpm por 5 min. A fase aquosa superior foi cuidadosamente aspirada do tubo. A fase
eutética (remanescente no fundo do tubo) foi dissolvida em 50 uL. de CHsCN e analisada por
HPLC. O estudo e aplicacdo de DES de densidade maior que a agua ainda é mais escasso,
reduzindo as extragbes por DLLME (KAVALIAUSKAS; OLSAUSKAITE;
PADARAUSKAS, 2022).

OZGUR e colaboradores (2023) aplicaram o método de microextracdo liquido-liquido
de emulsificacdo (ELLME) para extracdo de BBP e DEHP em &gua mineral, suco de fruta e
aguas residuais. A melhor eficiéncia de extracdo foi obtida com o uso da mistura eutética
hidrofilica composta por cloreto de colina: fenol (1:2, razdo molar). As amostras foram
aquecidas em seus respectivos recipientes de acondicionamento a diferentes temperaturas, e
depois arrefecidas a temperatura ambiente. Para o processo de ELLME, em um tubo cdnico
de vidro de 20 mL foram adicionados 1 mL do solvente eutético, 1 mL de tetrahidrofurano
(THF) como solvente emulsificante, e 10 mL de uma solucdo denominada de branco de
preparo, contendo solucdo padrdo 2 mg L™ de DEHP + BBP. A mistura foi submetida a
agitacdo em vartex a 1200 rpm por 30 s, produzindo uma solucéo turva, e centrifugada a 3000
rpm por 5 min para separacdo das fases. Por fim, a fase eutética (sobrenadante) foi coletada,
transferida para um frasco de GC de 2 mL e preenchido até 500 uL. com metanol (CH:OH)
antes da injecdo de 1 pL no cromatdgrafo. O método proposto apresentou os limites de

quantificacdo de 0,036 mg L™ para o0 BBP e 0,005 mg L™ para o DEHP.
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No entanto, é interessante destacar que a propriedade hidrofilica dos DES, limita sua
aplicagdo em amostras aquosas, sendo mais amplamente abordados na literatura os DES
hidrofdbicos (NIU et al., 2023).

NIU e colaboradores (2023) avaliaram seis DES para extracéo dos ftalatos DEP, DMP,
DBP e DPP (di n-pentil ftalato) em aguas e bebidas por DLLME, sendo a anélise realizada
por GC com ionizacdo por chama (GC-FID). Dentre os DES hidrofébicos testados, a melhor
eficiéncia de extracéo foi observada para a composicdo formada por p-cresol e n-butil lactato.
A extracdo por DLLME foi realizada em tudo conico de 15 mL. Ao tubo foram adicionados
10 mL da solucdo aquosa com concentragdo definida dos ftalatos e o pH da solucdo foi
ajustado para 10. Foram adicionados 0,2 g de p-cresol e o sistema agitado em vortex durante
50 s para favorecer a dissolucdo. Foram adicionados 20 pL de n-butil lactato e a solugéo se
tornou turva, pois a formacdo das goticulas mindsculas e finas indicaram a formagéo do DES.
Para favorecer a sintese do DES e a migracdo do analito para a fase organica, o sistema foi
submetido a agitacdo em vortex durante 1 min e no ultrassom por 8 min. Por fim, o sistema
foi centrifugado a 10.000 rpm durante 8 min e a fase do DES foi coletada do fundo do tubo
conico, apos remocdo da fase aquosa superior. O volume de 1 pL da fase DES foi injetada no
sistema GC-FID. As condigdes otimizadas do DLLME, permitiram alcancar baixos limites de
deteccdo (LDs) de 0,5 a 2 pg L™ para os analitos, e percentagem de recuperacéo de 76,17% a
118,09%.

CONDE-DIAZ e colaboradores (2023) avaliaram a presenca de quinze ftalatos (entre
estes 0 DBP, DEHP e adipato de bis(2-etilhexil), DEHA) em aguas subterraneas, agua do mar
e aguas residuais, aplicando o método de micro-extracdo liquido-liquido assistida por vortex
(VA-LLME) usando o solvente eutético hidrofobico a base de mentol: carvacrol e detecdo por
UHPLC-MS.A extracdo foi realizada em tubo cénico de vidro de 15 mL, ao qual foram
adicionados 10 mL de amostra, 1g de NaCl e o pH ajustado para 2, com uma solucdo HCI 6
mol L™?. Em seguida, 100 pL de DES foi adicionado a solu¢io usando uma micropipeta e o
sistema agitado em vortex por 1 min. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por
10 min. O volume de 10 pL da fase extratora eutética (sobrenadante) foi recolhida com o
auxilio de uma micropipeta e diluido para 200 pL com a fase moével. Por fim, 5 pL desta
solucdo foi injetada no sistema cromatografico para quantificagdo. O meétodo proposto
permitiu teores de recuperacdo entre 72-119% para os analitos e limites de quantifica¢do entre
0,91e8,09 ug L%,
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2.5 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS

A quimiometria € uma area de estudo que utiliza métodos matematicos, estatisticos e
computacionais para resolucdo e interpretacdo de problemas de interesse quimico. O termo
“quimiometria” foi inicialmente utilizado na década de 70, abrangendo trés principais
subareas de investigacdo: planejamento de experimentos, calibragdo multivariada e o
reconhecimento de padroes (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006; SOUZA;
POPPI, 2012).

Os métodos para reconhecimento de padrdes buscam identificar semelhancas e
tendéncias nos dados, a partir do conjunto de informacoes significativas. Quando o método
utiliza informacdo de classes estabelecidas para as amostras, um modelo de classificacdo é
construido e o método e chamado supervisionado. Por outro lado, os metodos nao
supervisionados, ou de andlise exploratoria, sdo aqueles nos quais a informacao de classe néo
é conhecida ou nédo informada. Os dois métodos mais utilizados para analise exploratéria de
dados multivariados sdo: a Analise por Componentes Principais (do inglés, principal
component analysis, PCA) e a Analise de Agrupamentos Hierarquica (do inglés, hierarchical
cluster analysis, HCA) (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006; FERREIRA, 2016).

2.5.1 PCA classica

A primeira formulacgéo estatistica da PCA foi feita por Pearson em 1901. A descricao
do método como o conhecemos atualmente, se deve aos trabalhos desenvolvidos por
Hotelling na area da psicologia, por volta de 1930. No entanto, s a partir da década de 70 a
PCA teve sua aplicacdo expandida a dados quimicos; revolucionando o tratamento dados
multivariados nesta area (BRO; SMILDE, 2014; WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987).

WOLD e colaboradores (1987) destacaram que a PCA é uma ferramenta interessante
que permite observar semelhancas entre os objetos e identificar amostras anémalas (outliers).
Para isto, os dados em questdo precisam ser, se necessario, pré-processados e organizados em
forma de uma matriz; na qual as amostras (ou objetos) sdo dispostos em linha e as variavies
(ou carateristicas monitoradas) dispostas em colunas (WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987).

O método de PCA permite a reducdo (ou compressdo) da dimensionalidade de um

conjunto de dados para um espago de dimensdo menor, preservando a relacdo entre as
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amostras. Para reduzir a dimensionalidade dos dados, o método faz combinagdes lineares das
n-varidveis originais, agrupando-as e reduzindo as variaveis que carregam informacéao
redundante (correlacionada), de forma que o erro quadratico médio seja 0 menor possivel. As
novas variaveis (eixos) obtidas sdo as componentes principais (PCs) que, além de serem
ortogonais entre si (ndo carregam informacdo correlacionada), sdo geradas em ordem
decrescente de maxima variancia. Assim, a PC1 é definida na direcdo de maior projecdo dos
dados originais. Ortogonal a esta, a PC2 é definida na direcdo de maior informacdo néo
explicada por PC1, e assim sucessivamente serdo construidas todas as componentes principais
(Figura 3) (FERREIRA, M. M. C., 2016; MOITA NETO; MOITA, 1998).

Figura 3 - Reducéo da dimensionalidade dos dados pela PCA. Os dados originalmente em trés dimensdes sdo
descritos por duas PCs. A PC1 a componente principal 1 detém mais informacédo estatistica que a PC2, e estas
s8o ortogonais entre si
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Adaptado de Ferreira, M. M. C., (2016)

Matematicamente, a PCA decompde uma matriz de dados pre-processados X(IxJ), em
outros trés elementos: matriz de scores, matriz de pesos (ou loadings) e uma matriz de

residuos (Figura 3).

Figura 4 - Representacdo da transformacao de PCA sobre um conjunto de dados originais (matriz X).
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Adaptado de BRO; SMILDE (2014)
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Onde a matriz de scores (T) descreve a disposi¢cdo das amostras nos eixos das componentes
principais. A matriz de pesos (L) traduz o grau de influéncia das varidveis originais sobre as
componentes principais, e € calculada como sendo 0s cossenos dos angulos entre as variaveis
originais e as PCs (novos eixos), que apesar de poder ser visualizado facilmente para um caso
de varidveis discretas é de visualizacdo mais complexa em dados continuos como 0s
cromatogréaficos e espectroscopicos. A matriz de scores pode ser escrita como T=XR, sendo R
a matriz de transformacdo dos dados originais para o eixo das PCs. Admitindo que o residuo é
0 menor possivel, e considerando a relagdo X = TLT, observamos que a matriz de
transformacéo é a propria matriz de pesos. Da matriz de pesos sdo extraidos os autovetores, da
matriz de covaridncia dos dados S = 1/(n-1) ¥'i-, (x; — X)(x; — x)". Os autovalores extraidos
dos scores indicam, em ordem descrescente de importancia, o nimero de PCs usados para a
explicagdo da variangia dos dados originais (HUBERT; ENGELEN, 2004). Por sua vez, a
matriz de residuos (E) contém as variacdes aleatorias ndo explicadas pelo produto das
matricial TLT. (BRO; SMILDE, 2014; SOUZA, A. M. DE; POPPI, 2012).

O célculo de scores e pesos da PCA classica (CPCA, do inglés Classical Principal
Component Analysis) € comumente realizado a partir de dois principais algoritmos: NIPALS
(do inglés, Nonlinear Iterative Partial Least Squares) e SVD (do inglés, Singular Value
Decomposition). O algoritmo SVD decompfe a matriz X como produto de outras trés
matrizes: X = U S VT, sendo as matrizes U e S quadradas e ortonormais, e S uma matriz
diagonal que contém os autovalores na diagonal e os demais elementos iguais a zero. Através
do SVD todas as PCs séo calculadas ao mesmo tempo; os scores sdo definidos pelo produto
matricial U S, enquanto que 0s pesos sd0 representados na matriz transposta de V (V)
(SOUZA, A. M. DE; POPPI, 2012). Este método € considerado o0 mais preciso para o calculo
de PCA, ndo considerando a existéncia de uma matriz de residuos (FERREIRA, M. M. C.,
2016).

Diferente do SVD, o algoritmo NIPALS calcula os scores e pesos de forma iterativa e
em ordem decrescente de variancia explicada. A primeira etapa do calculo iterativo consiste
no célculo de score da primeira PC. A partir destes scores, 0s pesos (p) sdo calculados pela
relacdo p=tX/t't e em seguida normalizados para comprimento 1. A partir deste resultado, os
scores (t) sdo calculados pela relagdo t=Xp/ p'p e o resultado é comparado com 0s scores
iniciais. O processo de calculo iterativo de scores e pesos sera repetido até que 0s scores
obtidos por ultimo sejam semelhantes aos scores anteriores, ou no caso de serem alcancadas o

numero de iteracdes pré estabelecidas.
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Ao ser alcangada a convergéncia, a matriz de residuo (E) é determinada pela relacéo
E= X — tp' finalizando o calculo para a primeira PC. Para o calculo das seguintes PCs, as
etapas serdo repetidas, utilizando sempre a matriz de residuos anterior como matriz de entrada
para o calculo do score subsequente (SOUZA, A. M. DE; POPPI, 2012). Este método é mais
recomendado para conjunto de dados com muitas variaveis, e que sejam correlacionadas.

Na abordagem cléssica, a variancia (que estd sendo maximizada) e a matriz de
covariancia (que esta sendo decomposta) séo bastante influenciadas pela presenca de amostras
andmalas. Assim, a presenca de amostras mais distantes (andmalas) desloca a direcdo das
primeiras PCs de forma equivocada. (HUBERT; ENGELEN, 2004; HUBERT,;
ROUSSEEUW; BRANDEN, VANDEN, 2005). Na CPCA, um gréfico de diagndstico
comumente utilizado para identificar outliers se baseia nos parametros Q residual versus T2 de
Hotteling, e sdo consideradas andmalas as amostras que possuem deslocamento pronunciado

em ambos 0s eixos.

2.5.2 PCA robusta (RobPCA)

A PCA robusta (RobPCA, do inglés Robust Principal Component Analysis) surgiu
com a proposta de solucionar a principal limitacdo da CPCA; a busca por PCs na direcédo de
maxima variancia menos suscetiveis a amostras anémalas. Para isto, um primeiro grupo de
métodos propds a substituicdo da matriz de covariancia classica por um estimador de
covariancia robusto. Estes métodos geraram bons resultados, mas eram restritos a dados de
dimens6es reduzidas. O segundo grupo de métodos, utiliza a técnica de busca por projecdes
(do inglés, projection pursuit). Esta técnica maximiza a dispersdo das amostras e busca
projecdes lineares de menor dimensdo definindo as dire¢des das PCs, onde os dados séo
projetados (OSSANI, 2019). Este grupo de métodos € aplicavel a dados com muitas amostras
e/ou variaveis, tornando-se bastante aplicavel a analise de dados quimicos (HUBERT;
ROUSSEEUW; BRANDEN, VANDEN, 2005).

Outra propriedade da RobPCA, enguanto método robusto, € que este permite
identificar e categorizar outliers em trés grupos; de forma a separa-los, de maneira mais
criteriosa, da distribuicdo regular dos pontos. De acordo com (HUBERT; ROUSSEEUW,;
BRANDEN, VANDEN, 2005), os outlies podem ser categorizados como pontos bons de
alavancagem (good leverage points). Estes bons pontos de alavancagem aumentam a
dispersdo dos dados porgque embora estejam proximas ao plano PC possuem alta distancia de

score da regido de maior densidade de pontos. Os outliers ortogonais possuem grande
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distancia ortogonal do plano de PCA, e por isso s6 sua projecdo no plano pode ser observada.
O ultimo tipo de outlier sdo os pontos ruins de alavancagem (bad leverage points), que além
de possuir alta distancia ortogonal do plano PCA, suas projecdes séo distantes da regido de
maior densidade de pontos.

Na RobPCA, um gréafico de diagndstico comumente utilizado para identificar outliers
se baseia nos parametros distancia ortogonal (OD) versus distancia de score (SD) das
observacGes no subespaco da PCA, e sdo consideradas anbmalas as amostras que possuem

deslocamento pronunciado em ambos os eixos (Figura 5).

Figura 5 - Representacdo dos diferentes tipos de outliers, identificados pela ROBPCA, culminando na
disposicdo das amostras no mapa de diagndstico para outliers
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Adaptado de (HUBERT; ENGELEN, 2004)

O célculo da OD ¢ ilustrado na Eq. 1 e representa a diferenca entre a observacdo de um objeto
(xi) e sua projecao (xi) no subespago da PCA (HUBERT; ENGELEN, 2004).

Eqg. 1
OD; =i -

Em paralelo, o calculo de SD na Eq.2 considera o subespaco de PCA e relaciona, a partir da

informagcdo dos autovalores ([;), a correlagéo espacial da observagdo em relagdo a obsevagéo
regular (t%;) (HUBERT; ROUSSEEUW; BRANDEN, VANDEN, 2005).
Eq.2
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SDi = /25?:1(%)

A andlise de agrupamentos hierarquico (HCA) foi proposta originalmente por Jhonson

2.5.3 HCA

em 1967, e produz um grafico chamado dendrograma. A analise por HCA é aplicéavel a dados
lineares e ndo lineares. O grafico em dendrograma permite observar similaridades e diferencas
entre as amostras, por avaliar todas as variaveis ao mesmo tempo no mesmo grafico, isto
difere do mecanismo da PCA. O HCA é um método ndo supervisionado que permite
encontrar agrupamentos no espaco n-dimensional, projetando-os em um grafico
bidimensional. Assim, objetos mais semelhantes estardo agrupados em pontos mais proximos
entre si. E amostras mais diferentes pertencerdo a agrupamentos mais distantes
(GRUVAEUS; WAINER, 1972; MOITA NETO; MOITA, 1998).

Para a construcdo do grafico, o tipo de distancia (ex. Euclidiana, Manhattan ou
Mahalanobis) e critério para ligacdo entre os grupos (metodo do vizinho mais préximo ou
mais distante) devem ser definidos previamente. (FERREIRA, M. M. C., 2016; GRANATO
etal., 2018; MOITA NETO; MOITA, 1998; TOBIAS et al., 1999).

O célculo da distancia Euclidiana é o mais simples e mais utilizado, onde a distancia
entre dois pontos é representada pela reta que os une. Considerando os pontos P = (p1, p2) € Q

= (qz, g2) no espago bidimensional, a distancia Euclidiana entre estes é determinada pelo

teorema de Pitdgoras como sendo dpqg = J®1— 92 + (p2 — q2)2. No  espago
multidimensional R, o calculo pode ser expresso como produto interno de vetores: dpo =[(x,
—x4)" (x, —x4)]¥? , sendo X, e xq vetores coluna de dimensdo (K x 1). A distancia de
Manhattan, ou citty block, considera que entre cada dois pontos existe um angulo reto, em
analogia aos quarteirdes da cidade de Manhattan. Matematicamente, no plano bidimensional,
a distancia de Manhattan entre os pontos P e Q é a soma dos modulos das diferencas de

deslocamento entre as coordenadas. No espagco multidimensional R’, o célculo pode ser
expresso como produto interno de vetores: dpg = Z§=1|xpj — xqj| (FERREIRA, M. M. C,,
2016; MOITA NETO; MOITA, 1998).

A distancia de Mahalanobis, inclui em seu calculo o inverso da matriz de variancia-

covariancia, Var = ﬁ.XTX, gue é uma matriz quadrada de dimens@es (K x K). A distancia

de Mahalanobis ¢ calculada como sendo deq = [(x, —x,)" Var® (x, —x,)]*? sendo X a

matriz de dados. Esta métrica considera a dispersdo (eliptica) dos dados em torno da regido
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centroide. Vale destacar que o calculo pela métrica de Mahalanobis s6 é aplicavel a um
conjunto de dados onde o nimero de amostras € maior que o nimero de variaveis. Caso
contrario, a matriz de covariancia nao se torna inversivel. Quando distancia de Mahalanobis é
aplicada a varidveis autoescalonadas e ndo correlacionadas, a expressdo se converte na
distancia Euclidiana pelo fato de a matriz de correlagdo ser uma matriz identidade
(FERREIRA, M. M. C., 2016).

A métrica para célculo das distancias é aplicada para todas as amostras, o critério de
ligacdo entre os grupos é definido e o dendrograma é construido. No método do vizinho mais
préximo (ou simple link) a distancia entre dois grupos sera calculada considerando 0s
elementos mais proximos entre 0s grupos em questdo. Por outro lado, no método do vizinho
mais distante (complete link) a distancia entre dois grupos serd calculada considerando o0s
objetos mais distantes entre os grupos avaliados. Esta andlise permite identificar se ha a
sobreposicdo de classes, quando o diagrama de cluster formado apresenta diferenca quando
usado o simple link e o complete link (FERREIRA, M. M. C., 2016; GRANATO et al., 2018;
TOBIAS et al., 1999).

No dendrograma, as amostras sdo comumente representadas em um eixo versus o

indice de similaridade. Para os pontos P e Q, o indice de similaridade é dado pela relacdo Spq

d e oA s . . A .
=1 - -2 sendo dpq a distancia entre 0s pontos e dmsx @ maior distancia entre um par de

pontos arbitrério. (FERREIRA, M. M. C., 2016; MOITA NETO; MOITA, 1998).
Diferente dos métodos baseados na redugdo da dimensionalidade por PCs, a analise
por HCA considera todas as varidveis, sendo um método de grande importancia na analise

inicial de dados multivariados.

2.6 IMPUTACAO DE DADOS FALTANTES

Os dados faltantes referem-se a auséncia de informac6es para uma variavel especifica,
sendo comuns em estudos clinicos. Essa situacdo pode ocorrer quando, por exemplo, um
paciente se recusa a responder perguntas desconfortaveis, devido a falhas no equipamento de
analise (HEYMANS; TWISK, 2022; IAVINDRASANA et al., 2009). A identificacdo do
mecanismo de dados faltantes é uma etapa critica para a tomada de decisdes. Rubin (1976)

classificou esses dados em trés categorias:
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1. MCAR (missing completly at Random): a auséncia de dados ocorre completamente ao

acaso, e isto ndo esta relacionado com as variaveis avaliadas ou resultados;

2. MAR (missing at Random): a probabilidade de auséncia dos dados esté relacionada a

outras variaveis.

3. MNAR (missing not at Random): a probabilidade dos dados faltantes se relaciona a

propria origem dos dados.

Na literatura, diversos métodos sdo utilizados para lidar com dados ausentes, e 0 mais
comum a exclusdo total dos dados ou das variaveis afetadas. No entanto, as principais
desvantagens ao se adotar esta metodologia incluem a desconsideracdo de informacoes
potencias e viés nos resultados. Por esta razdo, multiplas imputacGes preservando a estrutura
dos dados faltantes s&o preferiveis, ao invés da exclusdo destes (IAVINDRASANA et al.,
2009).

Neste trabalho foi realizada a imputacdo de dados pelo método dos vizinhos mais
proximos (KNN do inglés, k nearest neighbors), a fim de estimar concentracdes para HPAs
que estavam abaixo do LQ, ap6s quantificacdo por cromatografica.

A imputacdo por KNN projeta os dados no espaco multidimensional, calcula a
distancia entre todas as amostras pela distancia Mahalanobis e estima os valores faltantes pela
média dos valores dos k vizinhos mais proximos. O calculo das medias pode ser ponderado,
atribuindo menor peso as amostras mais distantes da amostra problema, € 0 nimero de
vizinhos considerados no calculo deve ser otimizado conforme o caso especifico. No entanto,
0 uso de poucos vizinho (k=3) oferece melhor equilibrio entre a preciséo e a preservacdo do
conjunto dos dados (BERETTA; SANTANIELLO, 2016).

Com base nesses preceitos, DARZE e colaboradores (2023) desenvolveram um
aplicativo web de cddigo aberto, em ambiente R usando o pacote Shiny que, além da reducéo
de dimensionalidade e anéalise exploratéria de dados quimiométricos, realiza a imputacao
de dados faltantes utilizando o algoritmo KNN (DARZE et al., 2023).
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3 METODOLOGIA

3.1 INSTRUMENTACAO

Para separacéo e quantificagdo dos HPA, foi utilizado um GC-MS (Shimadzu, modelo
QP2010 SE Plus, Japdo), com sistema de injecdo automatica. O detector seletivo de massas
opera com um impacto de elétrons de 70 eV, com intervalo de varredura de 0,5ms e com
fragmentos de m/z de 100 a 300 Da. O equipamento operou com hélio como gas de arraste,
volume de injecdo de 1 pL e modo splitless, com coluna do tipo Zebron™ ZB-SemiVolatiles,
GC Cap. Coluna 30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Ea 5% Fenil-arileno 95% Dimetilpolissiloxano
(Enviro-Inert), 30 m x 0.25 mm x 0.25 um (Phenomenex, USA).

Para diferentes etapas no preparo das amostras foi utilizada uma centrifuga refrigerada
(Novatecnica, modelo NT825, Sdo Paulo, Brasil) e vortex (Velp Scientifica, Europa). Para a
saponificacdo das amostras de peixe também foi utilizada uma chapa de aquecimento
(Fisatom, modelo 752A, Brasil), na qual foi montado um sistema de banho maria com béquer,
tubos de ensaio macro e termometro digital tipo espeto (Incoterm, China), a fim de permitir o
controle da temperatura.

Para remocdo da umidade dos filés de peixe, foi utilizado um liofilizador (Savant,
modelo MicroModulyo, USA), alocado no Centro Regional de Ciéncias Nucleares do
Nordeste (CRCN). Apos liofilizacdo, as amostras foram maceradas usando um almofariz com
pistilo previamente descontaminados com CH3(CO)CHzs. Para evaporacdo do solvente no
preparo por MSPD, foi utilizado um rotaevaporador a vacuo (Marca Martin Christ, modelo
RVC 2-18CD plus).

Para sintese dos DES foi utilizada uma chapa de aquecimento (a 80 °C) com agitacéo
magnética e, para favorecer a etapa de extracdo, foi utilizada a centrifuga (Thermo Scientific,
modelo Heraeus Multifuge X1R)

Para separacdo e determinacdo de ftalatos, a analise cromatografica foi realizada
utilizando um sistema HPLC, modelo LC-4000, sistema integrado (Jasco, Japdo), equipado
com um amostrador automatico AS-4050, uma bomba PU-4180 e um detector fluorescéncia
(modelo FP-2020) da mesma marca. Foi utilizada a coluna Luna C18 Phenomenex (250 mm X
4,6 mm, tamanho da particula 5 pum) com uma pré-coluna C18 de 5 cm, termostatizada a 35

°C. A deteccéo foi realizada com comprimentos de excitacdo 230 e emissao 320 nm.
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3.2 MATERIAIS E REAGENTES

Todas as solugdes foram preparadas usando agua ultrapura obtida de um sistema Milli-
Q (resistividade 18,2 MQ.cm a 25 °C, Direct- Q® 3 UV, Milli-Q, Millipore, Molsheim,
Franca) e todos reagentes foram de grau analitico.

Os solventes disponibilizados em grau P.A foram bi-destilados antes de serem
empregados no preparo de padrdes ou no preparo das amostras. Além disto, todos os extraidos
analisados foram previamente filtrados em filtro seringa de Nylon 13 mm, 0,22 um (Allcrom,
Sdo Paulo, Brasil).

Um mix padrdo contendo naftaleno, 2-metilftaleno, 1-metilftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoreno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno,  benzo[k]fluoranteno,  benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno e benzo[g,h,i]perileno (Merck, ref. CRM47543, Alemanha) em uma
concentracao de 2000 ng mL ™" foi usado para preparar uma solucao estoque de 20 pg mL™" de
HPA em diclorometano (Synth, Sdo Paulo, Brasil). Para a analise preliminar, uma curva
analitica na faixa de concentracdo de 1 a 1000 ng mL™ foi preparada diluindo a solugdo
estoque de HPA. Uma solugdo de 5000 ng mL™! de bifenil (Sigma-Aldrich, EUA), em
diclorometano, foi usada como padrdo interno devido a indisponibilidade dos padrbes
deuterados no inicio do trabalho.

Posteriormente, uma curva analitica foi preparada na faixa de concentracédo de 1 a 300
ng mL™' usando a solugdo estoque de 20 ug mL™* de HPA em diclorometano. Uma solugao
estoque de 1000 ug mL™' contendo naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10 (Sigma-
Aldrich, EUA) foi usada como padrdo interno. Uma solucdo estoque de p-Terfenil-d14 (ref.
CRM 48418, Sigma-Aldrich, EUA) de 2500 ng mL™ (em hexano) foi usada como padrao de
recuperacdo. O mix deuterado e o padréo de recuperacdo foram adicionados a curva analitica
e as amostras analisadas por GC-MS.

Para a saponificacdo de amostra de peixe, foi utilizada solucdo de hidréxido de
potassio (KOH) 2 mol L (Neon, S&o Paulo, Brasil), CHsOH grau HPLC (Chromasolv,
Sigma-Aldrich, Alemanha) e uma solugo de acido cloridrico (HCI) 5 mol L (Dinamica, S&o
Paulo, Brasil) foi empregada para correcdo de pH. Nas extracbes por LLME, foi utilizado
C2Cls e CH3(CO)CHs. Para 0 método QUEChERS, CH3CN grau HPLC/UV (Dinamica, Séo
Paulo, Brasil), acetato de sddio (CHsCOONa) anidro (Dinamica, S&o Paulo, Brasil) e sulfato

de magnésio (MgSO4) (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil) como agente secante.



49

No preparo da amostra de petréleo foram utilizados o0s seguintes reagentes: n-hexano
(CH3(CH32)4CHs) (Quimica Moderna, Sdo Paulo, Brasil), CH30H grau HPLC e diclorometano
(CH2CI2) (Synth, S&o Paulo, Brasil). Entre a manipulacdo de replicatas de uma mesma
amostra, as seringas, ponteiras e filtros foram descontaminados com aliquotas com CH3CN
sendo, por fim, descartados.

Para a sintese dos DES, foram utilizados os seguintes reagentes da Sigma-Aldrich:
Propilenoglicol, cloreto de colina, &cido lactico, glucose, mentol, B-citronelol, canfora, acido
férmico, &cido acético, timol e &cido laurico. Estes reagentes foram selecionados
considerando-se composi¢cfes de DES de baixa toxidade e os reagentes facilmente disponiveis
no laboratério onde a pesquisa foi conduzida.

Para os ensaios envolvendo extracdo de ftalatos nas amostras aquosas, foram
adquiridos os seguintes reagentes da Sigma-Aldrich: Benzil butil ftalato (BBP), dibutil ftalato
(DBP), dietil ftalato (DEP), dietil hexil adipato (DEHA), dietil hexil ftalato (DEHP),
diisobutil ftalato (DIBP) e dimetil ftalato (DMP). Para a analise dos DES por HPLC-UV, foi
utilizado CH3CN como fase mdvel. Para extracdo de ftalatos por DLLME foram utilizados

metanol e n-hexano, como mistura extratora.

3.3 AMOSTRAS

Para os estudos preliminares de extracdo de HPAs foi utilizada uma amostra de
petréleo coletada em setembro de 2019 na praia de Itapuama, Pernambuco. A amostra foi
mantida acondicionada em recipiente fechado e sob refrigeracéo.

Para a definicdo do preparo de amostra foi utilizado um filé de peixe da espécie cavala
(Scomberomorus cavalla), por ser pelagico costeiro, bastante abundante e de alto valor
comercial na regido nordeste do Brasil (PITOMBEIRA; GOMES; MARTINS, 1973). O peixe
foi adquirido na praia de Maracaipe, Pernambuco, em junho de 2022. Apenas o filé foi
liofilizado durante 48h. O filé liofilizado foi armazenado sob refrigeracdo e macerado antes de
ser utilizado. A melhor condicdo de preparo, foi aplicada de filés de peixe das espécies cavala
(Scomber scombrus), oparu (Pomacanthus paru), pampo (Trachinotus goodei), saramunete
(Pseudupeneus maculatus), tainha (Mugil liza) e xaréu (Caranx lugubris), coletadas entre
junho de 2021 e dezembro de 2022, conforme listado no APENDICE A.

Para os ensaios envolvendo extragcdo de ftalatos, foram utilizadas amostras de agua

provenientes da Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) do Freixo, no Porto-
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Portugal. As aliquotas foram coletadas de um ponto antes e apds a Estacdo de Tratamento, em
novembro de 2023 e maio de 2024. Também foram analisados ftalatos em 14 bebidas (entre
agua mineral, refrigerantes, sucos de frutas e chas gelados), adquiridas no comércio local do
Porto, e acondicionadas em embalagens de diferentes materiais (plastico, papeldo e lata).

3.4 METODO GC-MS PARA HPAs

O método originalmente fornecido pelo manual da coluna de GC é designado para a
separagdo de HPA em um padrdo multicomponente de concentragdo de 25.000 ng mL™. No
entanto, este método — com corte do solvente a 2,8 min, modo Split 10:1 com inje¢do de 1 puL
a 280 °C, vazdo de 1,4 mL min? e intervalo de varredura: 0,25 ms — foi ajustado para que o

mesmo estivesse adequado a separacdo de analitos em niveis ambientais.

Para separacdo de HPAs nas amostras de peixe e 0leo bruto, foi aplicado o método
cromatografico ilustrado na Tabela 1. O corte do solvente em 3,0 min, modo Splitless com
injecdo de 1uL a 280 °C. A vazdo de 1,53 mL min™ e intervalo de varredura: 0,50 ms, com

tempo total de programacéo de 17,53 min.

Tabela 1 - Método cromatografico aplicado a separagdo de HPAs, a partir de um mix de padrBes com
concentragdo 10 ng mL*!

Taxa (°C minl)  Temperatura final (°C) Tempo de espera (min)

- 80 0,50
30 260 0,00

6 295 0,00
25 325 4,00

3.5 EXTRACAO DE HPA EM PETROLEO

Para o preparo da amostra de petréleo, foi feita uma adaptacdo do procedimento de
extracdo por fracionamento descrito por HASHEMI-NASAB e PARASTAR (2020). amostras

de petrdleo foram avaliadas sem fortificacdo, para fins qualitativos.
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Ao tubo Falcon contendo 0,5 g de petroleo foram adicionados 10 mL de n-hexano,
para extracdo dos hidrocarbonetos alifaticos. O tubo foi fechado, agitado em vortex por 1
minuto e refrigerado por 1h no freezer para facilitar a separacdo da fracdo lipidica. Em
seguida, o tubo foi centrifugado a 4000 rpm por 5 min, e a fase liquida do extraido em n-
hexano foi transferida para outro tubo Falcon com o auxilio de uma pipeta. A fase liquida,
foram adicionados 6,0 g de MgSOa anidro, como agente secante. O tubo foi agitado em vortex
por 1 minuto, submetido a centrifugacdo e a fase organica foi filtrada com filtro seringa. Em
seguida, 100 uL da fase filtrada foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, e 0
volume aferido com o solvente correspondente. Finalmente, 1500 uL do extraido diluido
foram transferidos para um vial devidamente etiquetado, adicionando-se 50 pL do padréo
interno de bifenila (5000 ng mL1). O contelido deste vial correspondeu a primeira fragdo de
extraidos do petrdleo.

Ao tubo contendo o residuo solido da amostra, foram adicionados 10 mL da mistura
CH:Cl»: n-hexano (2:1), a fim de realizar a extracdo dos hidrocarbonetos aromaticos. Todas as
etapas de separacdo de fragdo lipidica, secagem e filtracdo seguintes a adigdo dos solventes
foram repetidas. O volume de 1500 pL do extraido diluido foram transferidos para um vial
devidamente etiquetado, adicionando-se 50 pL do padréo interno de bifenila (5000 ng mL™).
O conteudo deste vial correspondeu a segunda fragao de extraidos do petroleo.

Ao tubo contendo o residuo solido da extracdo anterior, foram adicionados 10 mL da
mistura CH2Cl: CH3OH (98: 2), a fim de permitir a extracdo dos hidrocarbonetos polares.
Todas as etapas de separacdo de fracdo lipidica, secagem e filtracdo seguintes a adicdo dos
solventes foram repetidas. Assim, foi obtida a terceira fracdo de extraidos do petréleo,

Para avaliar a composicdo da mistura dos extraidos, adicionou-se a um vial 500 pL de
cada uma das trés fracGes dos extraidos, totalizando neste vial 1500 pL e em seguida foram
adicionados 75 pL do padrdo de bifenila. Para simplificar e tonar o procedimento de extracédo

mais interpretavel o mesmo foi ilustrado no fluxograma da Figura 6.
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Figura 6 — Fluxograma com as etapas da extragdo de compostos aromaticos em petréleo: Fracionamento

0,5g do dleo bruto/ petrdleo

Tubo 1

« Coletar a fase liquida;

= Adicionar 6g de MgSO, = centrifugar = filtrar o extrato

» Coletar 100 uL do extrato e diluir para 10 mL com n-Hexano

= Fara vial T transferir 1500 pL do extrato + 75 plL de bisfenila (5000 ng mL)

+ Add. 10mL de n-Hexano = agitar;
» Congelar (1h);
- Centrifugar (4000 rpm, 5 min);

Tubo 2
. _ _— « Coletar a fase liquida;
. g:: ‘ llfér::Lﬂin;-EH?El?_ Hexano (21) = agitr; Ll Adicionar 6g de MgS0, = centrifugar = filtrar o extrato |
. Een?rifu ar ( il;um]r m, 5 min): « Coletar 100 L do extrato e diluir para 10 mL com de CH,Cl::n-Hexano (27)
g P ’ = Fara vial 2 transferir 1500 L do extrato + 75 L de bisfenila (5000 ng mL-)

Tubo 3

« Coletar a fase liquida;

» Adicionar 6g de MgS0, = centrifugar = filtrar o extrato

» Coletar 100 pl do extrato e diluir para 10 mL com de CH,CL, - CH;0H (98:2)

» Fara vial 3: transferir 1500 L do extrato + 75 uL de bisfenila (5000 ng mL")

A 4

» Add. 10mL de CH,CL,: CH;0H (98:2) = agitar;
« Congelar (1h);
» Centrifugar (4000 rpm, 5 min);

Vial & (mistura)

= Coletar 500 pL de cada fragao;
« Adicionar 75 plL da sol. de bisfenila (5000 ng mL")

Fonte: A autora (2022)

O experimento foi inicialmente realizado em triplicata, a fim de determinar a
concentracdo natural dos HPAs na amostra de petroleo.

Todos os vials foram armazenados sob refrigeracdo até o0 momento da anélise por GC-
MS. Entre as injecdes das amostras no GC, a agulha do injetor foi descontaminada sendo

lavada com uma solucdo de acetato de etila: n-hexano (1:1).

3.6 EXTRACAO DE HPA EM PEIXE

Neste topico foram avaliadas metodologias de extracdo em fase liquida (QUEChERS e
EU-AA-LLME) e de extracdo em fase solida (MSPD), sendo todas estas aplicadas ao filé de
peixe previamente liofilizado e macerado. Antes da extracdo, fez-se necessaria a

saponificagdo do peixe.



53

3.6.1 Extracdo de HPAs em peixe: Saponificagdo- UE-AA-LLME

O método UE-AA-LLME foi aplicado para melhorar a extracdo de HPAs com menor
massa molar. Ap0s varios testes, constatou-se que uma etapa de saponificacdo para hidrolise
da gordura antes da extracdo em meio liquido era obrigatéria para potencializar as
recuperagoes. O processo de saponificacdo e extracdo foram adaptados de trabalhos anteriores
de ROSTAMPOUR e colaboradores (2017). O preparo de amostra foi realizado em filé de
peixe previamente liofilizado durante 48h e macerado.

Para saponifica¢do, 1,0 g do peixe liofilizado e 50 pL de solu¢do 2500 ng mL™ de p-
terfenil-d14 (2500 ng mLt) foram adicionados a um macro tubo de ensaio. Em seguida, 10
mL de uma solugdo de KOH 4 mol L*: CHzOH (50:50) foram adicionados como solugéo
hidrolisante. O tubo foi selado com Parafilm® e mantido em banho-maria a 70 °C por 1 hora.
Apos resfriamento, a mistura foi transferida para um tubo plastico conico de 50 mL (Falcon,
Corning), resfriado por 1 hora e depois centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos. A fase
superior foi transferida para outro tubo e foram adicionados 2 mL de acido tricloroacético a
10% (m v1) para precipitar proteinas e outras macromoléculas (FIC et al., 2010; REICHELT
et al., 2016). O pH do digerido foi ajustado para 7 utilizando solugdo de HCI 5,0 mol L. O

sistema foi centrifugado novamente e a fase superior transferida para outro tubo Falcon®.

Para a UE-AA-LLME, uma aliquota da amostra saponificada foi aspirada para uma
seringa descartavel, juntamente com 250 pl de C.Cls. A ponta da seringa foi selada e o
conjunto agitado cuidadosamente, a fim de promover a homogeneizacdo da mistura. A agulha
foi acoplada a seringa e a mistura foi rapidamente injetada no tubo Falcon® original. A
solucdo foi aspirada e disposta sucessivamente no tubo, melhorando significativamente as
recuperacdes para HPAs de baixo peso molecular (RAHMANI et al., 2017). O tubo foi entéo
submetido a agitacdo em vortex durante 1 minuto, seguido de banho ultrassénico por 10

minutos.

Utilizando uma micropipeta, a fase sedimentada foi coletada e misturada com igual
volume da mistura da solugdo padrdo de HPAs deuterados (1000 ng mL™t). O sobrenadante foi
facilmente separado da fase de extracdo devido a formacdo de uma pelicula em quantidade
consideravel de KCI (resultante da reacdo entre KOH e HCI durante a etapa de saponificagéo).

A fase aquosa foi descartada. A fase organica foi coletada com o auxilio de uma seringa,
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sendo adicionado igual volume de padrdo interno. O extraido foi filtrado em filtro seringa e

analisado por GC-MS. O procedimento € ilustrado na Figura 7.

Figura 7 — Metodologia para extracdo de HPAs em peixe: Saponificagdo- UE-AA-LLME
Sﬂ.PDNIFIEﬂ@ﬁ.D

10 g de peixe + 50 L de p-Terphenyl-dis (102 mol/L) |

|

Add. 10 mL da sol. KOH (4 mol/L): CH;0H (50:50) UE-AA-LLME
(Vedar o tubo com Parafilm)
T —-| Injetar: 250 pl de C,Cl, + extraido aspirado = agitar (vértex)
Banho maria: Th, 70 °C
| 1 | | Banho ultrassdnico (10 min) |
| Transferir para tubo Falcon | :
l Centrifugar (5000 rpm, 10 min)
Congelar (1h) = centrifugar (5000 rpm, 10 min) : p— l ————
I m eppendorf. transferir 150 L do extraido +
150 L de mix HPAs deuterado (1000 ng mL-"
Coletar fase superior = Add. 2 mL de s ( gm)
acido tricloroacético 10 % (m/v) 1
| | Filtrar (filtro seringa)
| Ajustar pH~7 com sol. HCL (5 mol/L) | l
! Armazenar em vial (/nseri)
| Centrifugar (5000 rpm, 5 min) |
|
| Coleta a fase superior I—

Fonte: A autora (2022)

As mesmas etapas de extracdo foram realizadas sem a etapa de banho ultrassonico e
para determinar a metodologia mais eficiente em termos de recuperacdo dos analitos. Para
essa avaliacdo, a amostra de peixe foi fortificada com as concentracfes de 50, 100 e 150 ng
mL* de mistura de HPA. Em todos os casos, 50 L de p-terfenil-d14 (10° mol L ou 2500 ng

mL1) foram adicionados aos peixes como padrdo de recuperagao.

O extrato foi filtrado utilizando um filtro de seringa antes da analise por GC-MS. O
tempo de saponificacdo (30 min, 1h e 2h de aquecimento) e a influéncia do banho
ultrassdnico na transferéncia de massa dos analitos durante a extracdo também foram

avaliados no estudo.

A metodologia UE-AA-LLME foi aplicada a um total de vinte e quatro amostras
(n=24) de filés de peixe liofilizadas, coletadas em diferentes pontos do litoral pernambucano
entre junho/2021 e dezembro/2020 (vide APENDICE A). As amostras foram divididas em
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seis classes de acordo com as seguintes espécies: cavala (codificada CV, n=8), oparu
(codificado O, n=3), pampo (codificado PP, n=3), saramunete (codificado SP, n=3), tainha
(codificado TP, n=3) e xaréu (codificado XA, n=3).

3.6.2 Extracao de HPAs em peixe: Saponificacdo-QUEChERS

Partindo-se da etapa de saponificacdo descrita na Secédo 3.5.2, foi feita a extracdo
QUEChERS, adaptando a metodologia descrita por SLAMOVA e colaboradores (2020), onde
optou-se por utilizar a metade do volume de CHsCN originalmente proposto. O procedimento

é ilustrado na Figura 8 e descrito a seguir.

Figura 8 - Metodologia para extragdo de HPAs em peixe: Saponificacdo-QUEChERS

SAPDNIFIEAG&D
1.0 g de peixe + 50 ul de p-Terphenyl-di4 (10° mol/L)
Add. 10 mL da sol. KOH (4 mol/L): MeOH (50:50) QuECKERS

(Vedar o tubo com Parafilm) — — -
I —»l Adicionar 5 mL de acetonitrila = Agitar

Banho maria: Th, 70°C l
1 Adicionar a mistura:

Transferir para tubo Falcon 15 g de CH3COONa + 6 g de MgSO, = Agitar

T !

Congelar (1h) = centrifugar (5000 rpm, 10 min) Centrifugar (5000 rpm, 5 min)

) }
Coletar fase superior > Add. 2 mL de Congelar fase superior (1h)

acido tricloroacética 10 % (m/v) 1

! Trasferir 500 ul do extrato filtrado para vial =
Ajustar pH~7 com sol. HCL (5 mol/L) secar completamente com fluxo de argdnio

: I

Centrifugar (5000 rpm, 5 min)
T Adicionar 500 L mix HPAs deuterado (1000 ng mL™)

Coleta a fase superior

Fonte: A autora (2024)

Neste sentido, apds a etapa de saponificacdo, foram adicionados 5 mL de CHsCN

(CH3CN). O tubo foi selado e agitado em vértex durante 1 minuto. Em seguida, adicionou-se
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rapidamente a mistura composta por 1,5 g de CHsCOONa anidro + 6,0 g de MgSQO4, com 0
auxilio de uma espétula. O tubo foi agitado em vdrtex durante 1 minuto, levado a centrifuga a
5000 rpm por 5 minutos e, em sequéncia refrigerado por 1h. A fase superior (da CH3CN) foi
cuidadosamente coletada com uma seringa, e filtrada com filtro de Nylon acoplado a
extremidade da seringa. 500 uL do filtrado foram transferidos para um vial e levado a
completa secura com fluxo de argonio. Por fim foram adicionados 500 pL do mix de HPAs
deuterado (1000 ng mL™?). A secura do extrato foi realizada para a contornar a formagcéo de
duas fases no vial apds a adi¢cdo do padréo interno, dissolvido em hexano.

Os extraidos foram armazenados em vials e mantidos sob refrigeragdo até 0 momento
da andlise por GC-MS. Entre as injecBes dos extraidos de peixe, a agulha do injetor foi
descontaminada com CHsCN.

3.6.3 Extracdo de HPAs em peixe: Dispersao em fase sélida (MSPD)

O método MSPD foi aplicado para melhorar a extragdo de HPAs de maior massa
molar, que ndo produziram recuperacdes viaveis com o método UE-AA-LLME. A extracao
em fase solida foi adaptada do protocolo desenvolvido por PENSADO et al., (2005) para
extracdo de HPAs em peixes, em parceria com o Grupo de Quimica Ambiental da
Universidade Federal do Parana (GQA- UFPR). A adaptacdo, realizada na etapa de limpeza,
envolveu a incorporacdo de etapas de congelamento e filtracdo para remover a gordura do
extrato de forma mais eficaz.

No método MSPD, amostras de peixe foram fortificadas com uma mistura de HPAS
em concentracdes de 50, 100 ou 150 ng mL*. Em 0,1 g do filé liofilizado foram adicionados
40 uL de estoque p-terfenil-d14 (5 mg L), como padréo de recuperagdo. As amostras foram
entdo dispersas em 0,2 g de Na2SOs4 e 0,2 g de C18 por maceragdo no almofariz com um
pistilo. Embora o processo de maceracdo em si seja simples, é importante destacar que o alto
teor de fibras presentes nos filés de peixe torna a homogeneizacdo mais trabalhosa. Apos a
homogeneizacdo, o contetdo foi transferido para uma coluna previamente preenchida com
CHsCN e auxiliada por fluxo de ar sintético. A coluna foi entdo preparada com a seguinte
composicdo: 2g de silica (SiO2), 1g de Oxido de aluminio (AlO3), 1g de Florisil e 0,5g de
C18.

A coluna proporciona a limpeza do material extraido, permitindo a retencdo de

gorduras e outras macromoléculas através do uso dos reagentes escolhidos. No entanto, é
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importante destacar que esses reagentes tornam a etapa de limpeza mais cara, em comparacéo

ao uso de filtros de nylon, por exemplo.

Na coluna, a eluicdo foi realizada com um volume total de 7 mL de CHsCN, com o
auxilio de fluxo de ar sintético. Sem o fluxo de ar, 0 processo de elui¢do poderia levar horas,
inviabilizando o experimento em série. Apés a eluicdo, o eluato foi coletado em tubos de
vidro de 12 cm com tampa e colocado no freezer por 1 hora. Apds esse tempo, caso fosse
observada a presenca de gordura nas paredes dos tubos de vidro, o eluato era transferido para
uma seringa acoplada a um filtro de nylon de 0,15 pum. Para minimizar a transferéncia de
impurezas, o filtrado foi congelado novamente por igual periodo. E importante destacar que
para peixes com maior teor de gordura, como pampo e oparu, O processo de
congelamento/filtracdo foi realizado duas vezes consecutivas o que indica a elevada

complexidade dessas amostras para a analise de HPAs.

Ap0s a conclusdo da etapa de limpeza, o filtrado foi evaporado até a secura completa
em um evaporador rotativo a vacuo (marca Martin Christ, modelo RVC 2-18CD plus) por 40
min e ressuspenso em 1 mL de padrdo interno deuterado (mistura de HPA deuterado 100 pg

mL™). O procedimento € ilustrado na Figura 9.

Figura 9 — Metodologia para extracdo de HPAs em peixe: MSPD

MSPD EXTRACAO E LIMPEZA
Maceracdo |_>| Colunar | ||
! l |
» 0,1g de peixe liofilizadn | EluicAo com 7 mL de ACN | | ¢ 059018
= L0 L p-terphenyl (210 moljL) 1 & TgFlorisil
* 02gdeNa,S0, | Coletar em tubo de vidro (de - 12 mL) | € lg AL?D3
+ 02gdeC8 T & 2¢3i0,

| Freezer ~-17°C |
l
| Fitrar (PTFE 0,45 um) |

}

| Freezer ~-17°C |

|

| Evaporar o solvente até total secura |
!
| Ressolubilizar em 1mL de mix HPAs deuterado (100 pg/mL) |

Fonte: A autora (2024)
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Para andlise das amostras, foi utilizado o método cromatografico desenvolvido pelo
Grupo GQA — UFPR, sumarizado na Tabela 2. Estes parametros foram estabelecidos com
base no método previamente aplicado para analise de HPA em pescado (F. BERTOLDI et al.,
2024). No entanto, o método foi adequado as necessidades de separacdo cromatografica nos
peixes com alto teor de gordura. A rampa de aquecimento foi simplificada; evitando-se
regides de platd. Foi adotada a taxa fixa de 7,00 °C min? ao longo de toda corrida
cromatogréafica, até alcancar a temperatura final de 300°C. O tempo total da corrida
cromatografica foi de 41,71 minutos, temperatura do forno da coluna a 50 °C, e inje¢do de 1
uL a temperatura de 270 °C em modo splitless.

Tabela 2 - Método cromatografico utilizado para leitura dos extraidos por MSPD

Taxa (°C min?)  Temperatura final (°C)  Tempo de espera (min)

- 50 1,00
7,00 300 5,00

3.7 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS

Para visualizacdo de agrupamentos naturais, distancias ou similaridades entre os perfis
das amostras do petréleo e do filé de peixe nos estudos introdutérios, foram feitas duas
analises exploratérias nos dados: HCA (do inglés, Hierarchical cluster analysis) e PCA (do
inglés, Principal component analysis) classica e robusta.

As andlises preliminares de HCA e PCA foram aplicadas aos dados analisados por
GC-MS em um primeiro momento, sendo referentes as fracdes do extraido de petroleo (sem
fortificacdo) e o teste de extraido de peixe Teste 1 para saponificacdo — QUEChERS. A
anélise exploratoria foi aplicada a matriz de dados autoescalonados (vide APENDICE E,
Tabela E.1).

Ap06s definicdo da melhor metodologia, através de testes de recuperacdo, e 0 método
microextracdo liquido-liquido assistida por ar, e ultrassom (UE-AA-LLME) foi aplicado a
amostras de peixe da espécie cavala, oparu, pamapo, saramunete, tainha e xaréu, coletadas
entre junho de 2021 e dezembro de 2022. Nos teores de HPA determinados nestas amostras,

foi realizada a analise por RobPCA.
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Os célculos de HCA foram feitos usando a interface grafica PCA_toolbox 1.5 no
ambiente Matlab. Os célculos de CPCA foram feitos pela interface PCA_toolbox 1.5 (método
NIPALS) e por SVD no Matlab. Para o calculo de RobPCA foi realizado o pacote LIBRA,
também em ambiente Matlab e pelo aplicativo Chemometrics Web App de quimiometria
desenvolvido no ambiente R (DARZE et al., 2023).

3.8 EXTRACAO DE FTALATOS EM AGUAS COM USO DE SOLVENTES EUTETICOS
(DES) E ANALISE POR HPLC-UV

3.8.1 Sintese de DES e método de extragdo

Para a sintese do DES, a mistura de composi¢cdo mentol + g-citronelol, de proporcao
molar (1:1), foi transferida para um Erlenmeyer. A mistura foi aquecida em chapa de
aquecimento a 80°C, sob agitacdo, durante 20 minutos (até a formacdo de um liquido
transparente homogéneo). O aquecimento diretamente na chapa foi adotado em substituicdo
ao uso do banho-maria (EL ACHKAR; FOURMENTIN; GREIGE-GERGES, 2019).

Outras quinze composi¢des eutéticas foram avaliadas neste estudo, sendo considerados
para a escolha do DES os parametros: estabilidade a temperatura ambiente, solubilidade em

agua e solubilidade em ftalato.

Método de extracao

A metodologia adotada baseou-se no protocolo de extracdo liquido-liqguido homogénea
(LLH) (FARAJZADEH; SHEYKHIZADEH; KHORRAM, 2013). No entanto, o solvente
extrator originalmente utilizado pelos autores (CHsCN) foi substituido pelos DES; como
alternativa para extrair ftalatos em aguas.

No presente estudo, antes da extracdo, o pH da solucdo aquosa foi ajustado para 7 com
uma solugdo NaOH 3 mol L™, quando necessario. O volume de 10 mL da solugdo aquosa foi
transferido para um tubo cénico de 15 mL. Em caso de fortificacdo, foram adicionados 25 puL
de padréo de ftalatos 0,01 mol L (em etanol). Em seguida foi adicionado 1 mL de DES de
composi¢do mentol: B-citronelol (1:1) e 0,25 g de NaCl. O sistema foi homogeneizado por
agitacdo em vortex durante 2 minutos, promovendo maior interacdo entre o0 DES — de baixa

solubilidade em agua — e a amostra. Foi centrifugado a 1200 rpm durante 5 minutos, e por
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fim, a fase (superior) do DES contendo os analitos foi coletada com o auxilio de uma
micropipeta e armazenada em vial para analise cromatografica. As etapas do procedimento de
extragdo com DES s&o sumarizadas na Figura 10.

Figura 10 - Metodologia para extracdo de ftalatos usando DES

EXTRACAD COM SOLVENTES EUTETICOS (DES)

Tudo conico de 15 mL

l

10 mL da solucdo de pH ajustado ( aprox. 7)

!

Adicionar 25 pL do padréo de ftalatos 0,01 mol/L ( em EtOH)
~

Adicionar TmL do DES: mentol: B -citronelol (1)

l

Adicionar 0,25 g de NaCl

:

Vértex (2 min) = centrifugagdo (1200 rpm, 5 min)

:

Coleta da fase contendo o DES (fase superior) = Analise
cromatografica

Fonte: A autora (2024)

Para a analise cromatografica por HPLC-UV, o volume de injecdo da amostra foi de
10 pl. Foi adotado o seguinte sistema gradiente de solventes: 2% de CHsCN (A) e 28% de
CHsCN (B) foi utilizado como se segue: 0 min 100% A; 15 minutos 100% (B); 16 min 100%

(A); aum fluxo constante de 1 mL min™,

3.8.2 Método GC-MS/MS para ftalatos

Para comparar com 0 método desenvolvido para HPLC-UV, foram realizadas analises
por GC com espectrometria de massas em tandem (GC-MS/MS).

Para isto, foi replicado o protocolo descrito por PEREIRA e colaboradores (2023), que
utilizaram o método de extracdo por DLLME (com hexano como solvente extrator) e GC para

determinacéo de ftalatos em cervejas.
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Para extragdo, a amostra foi previamente desgaseificada permanecendo 15 min sob
sonicacdo e entdo foram adicionados 200 pL de n-hexano (solvente extrator) e 100 uL de
etanol (solvente dispersor). O tubo foi tampado com uma camada de folha de aluminio,
agitado em vortice por 30 segundos e centrifugado por 5 minutos (1000 g). O extrato organico
resultante foi transferido para o frasco de injecdo tampado com folha de aluminio. Por fim, 1
pL do extraido foi injetado no sistema GC-MS/MS (PEREIRA; CUNHA; FERNANDES, J.
0., 2023).

Para separacdo cromatografica, a temperatura do forno foi programada para comecar a
90 °C sendo mantida por 1 minuto. Em seguida, aumentada para 300 °C a uma taxa de 20 °C
min e mantida por 5 minutos. O tempo total de execucdo foi de 16,5 minutos. Hélio de ultra
alta pureza (99,999%) foi usado como gas de arraste a uma taxa de 1,0 mL min~'. O injetor
foi mantido a 300°C no modo splitless pulsado (0,5 min de purga, 35 psi) (PEREIRA;
CUNHA; FERNANDES, J. 0., 2023).

3.9 Validacdo dos métodos para determinacdo de HPA e ftalatos

Os métodos desenvolvidos para a determinacdo de HPA e de ftalatos, foram validados
a partir da determinacéo dos LD e LQ, e os parametros da curva analitica.

Para os HPAs, as curvas analiticas foram construidas a partir do mix de HPAs,
contendo também os padrdes internos e o padrdo de recuperacdo. Apos definicdo do método
foi feita a injecdo das solugBes padrdo nas concentragdes 1 a 300 ng mL™. Cada ponto da
curva foi preparado em triplicata, permitindo os calculos de média e desvios-padréo para cada
concentracao.

Para os ftalatos, as curvas analiticas foram construidas a partir das analises das
solucdes de misturas dos ftalatos BBP, DBP, DEP, DEHA, DEHP, DIBP, DMP, na faixa de
concentragdes 0,50 a 20 pug L. A analise em cada concentragdo foi realizada em triplicata,
calculando-se as médias e os desvios-padrdo para cada concentracdo. A precisdo foi avaliada
em termos de repetibilidade, realizando determinacdes repetidas no mesmo dia (n=6), e como
precisdo intermediaria (n=18), apds analises em trés dias diferentes. A exatiddo do método
analitico foi avaliada pelo método das adicdes de padréo e consequente recuperacdes obtidas.
As amostras foram fortificadas com concentragGes de ftalatos de 1,0 ug L%, 5,0 ug L e 10,0
ug L1, sujeitas ao procedimento de e analise cromatogréfica nas condigBes previamente

estabelecidas. O estudo dos valores da recuperagdo consistiu na comparagdo dos valores



62

obtidos dos extratos com DES com os valores obtidos a partir das solugdes padréo do analito
em solvente organico.

A partir da construgdo de curva de calibracdo, foi feito o estudo da linearidade e
analise do coeficiente de determinagéo (R?).

O limite de deteccdo, definido como o0 menor teor do analito que pode ser detectado

com certeza estatistica razodvel, foi obtido através da seguinte equagao:

— 33X 0y/x
b

LD

Onde: oy/x é o desvio padrédo residual da curva de calibracdo, b era o coeficiente angular da
reta, para um nivel de confianga de 99,74%.

O limite de quantificacdo, considerado a menor concentragcdo medida a partir da qual a
quantificacdo do analito € possivel com uma determinada exatid&o e repetibilidade, foi obtido

através da seguinte equacao:

— 10 x Oy/x
b

LQ
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 METODO GC-MS PARA HPAs

A partir de ajustes no método original da coluna de GC (Tabela 3), foram
monitorados os seguintes HPAs: acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo[a] antraceno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, benzo[g,h,i]perileno, criseno,
dibenz[a,h]antraceno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno, indeno[1,2,3-cd]pireno, naftaleno e

pireno.

Tabela 3 — Programa de temperatura fornecido pela coluna GC Zebron SemiVolatiles

Taxa (°C mint) ~ Temperatura final (°C)  Tempo de espera (min)

- 100 0,50
30 260 0,00

6 295 0,00
25 325 2,00

Além destes, os HPAs metilados: 1-metilnaftaleno, 2-metilnaftaleno, cujas estruturas

quimicas estdo ilustradas na Figura 11.

Figura 11 - Estrutura quimica dos HPAs metilados, e que foram monitorados no presente estudo

2-Metilnaftaleno 1-Metilnaftaleno

. CHq
CF y

_ 1
= Sy = _ I
L 1‘[ J = ,/{Q\“‘*
. o '\\&gz’r - L ]
= xb"b > — xdﬁﬁ.

Fonte: Spectral Database for Organic Compounds (SDBS) Europe, e Mass Spectral Database
(MassBank)

A soma dos picos ndo resolvidos dos isbmeros benzo[b]fluoranteno e
benzo[k]fluoranteno é comumente representada como “benzofluorantenos” (HARTMANN,
1996; KANEYASU; TAKADA, 2004). No entanto, esses isdbmeros podem ser separados com
0 auxilio do software do cromatégrafo GCMS Solutions/ LabSolutions. Devido a sua natureza

isotopica, a separacgdo ideal destes compostos ocorre quando se utiliza uma coluna quiral.
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Com base no método original (Tabela 3), foram feitos 04 (quatro) testes a fim de se
obter o melhor perfil de separagcdo cromatogréfica, para injecdo de um padrdo de HPAs na
concentragdo 10 ng mL*. Em cada teste, foi alterado apenas um parametro por vez.

e Teste 1: A temperatura inicial da rampa foi reduzida para 90°C, ao invés de 100°C. O
intervalo de varredura foi de 0,25 ms, com o tempo de corte do solvente de 2,7
minutos e o modo split foi configurado paral0:1.

e Teste 2: A fim de promover a maior resolucdo entre bandas isdmeros, o intervalo de
varredura foi alterado para 0,50 ms e modo de injegéo foi Splitless.

e Teste 3: Para elevar a resolucdo entre os picos dos analitos, a temperatura da segunda
rampa foi reduzida de 260°C para 240°C, e mantido o modo de injecéo Splitless.

e Teste 4: Para permitir a deteccdo adequada dos analitos de maior tempo de retencéo, a
temperatura inicial de rampa passou a ser 80°C, enquanto a segunda temperatura da
rampa foi mantida a 260°C. A isoterma final mantida durante 4 minutos, a vazao foi

alterada para 1,53 mL min™ e o corte do solvente alterado para 3 minutos.

Dentre os testes realizados, a melhor resposta experimental foi obtida para as condic¢des
do Teste 4 (Vide secdo 3.4, pag. 48). Portanto, este foi considerado o método mais adequado
para tracar a curva analitica e realizar a leitura de todas as amostras. Com base neste método,
o perfil obtido na separacédo dos analitos contidos em um padrdo mix de HPA na concentracdo

1000 ng mL™* é ilustrado na Figura 12.

Figura 12 — Cromatograma ilustrando a separacdo obtida a partir do método escolhido, considerando a injecéo
de um mix de HPA 1000 ng mL™.
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A partir do cromatograma, foram observados os tempos de retencdo (TR). A selecdo
da razdo m/z e o ion de confirmacdo para cada analito sdo listados na Tabela 4 (ALLIATI et
al., 2019; FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2008).

Tabela 4 - Tempos de retencdo (TR) e razdo m/z de quantificacdo e o ion de confirmacéo selecionados no modo
SIM

Analito TR (min) m/z fon de confirmacio
Naftaleno-d8 3,50 136 108
Naftaleno 3,55 128 102
2-Metilnaftaleno 4,13 142 115
1-Metilnaftaleno 4,23 142 115

Bifenila * 4,57 154 —

Acenaftileno 4,98 152 126
Acenafteno- d10 5,10 162 164
Acenafteno 5,14 153 150
Fluoreno 5,62 166 163
Fenantreno-d10 6,44 188 184
Fenantreno 6,48 178 152
Antraceno 6,53 178 152
Fluoranteno 7,68 202 198
Pireno 7,94 202 198
p- Terfenil-d14 8,09 244 243
Benzo[a]antraceno 9,73 228 224
Criseno 9,79 228 224
Benzo[b]fluoranteno 11,93 252 248
Benzo[k]fluoranteno 11,98 252 248
Benzo[a]pireno 12,64 252 248
Indeno[1,2,3-cd] pireno 14,60 276 272
Dibenz[a,h]antraceno 14,69 278 274
Benzo[g,h,i]perileno 15,20 276 272

*Q Bifenila foi usada como padrao interno apenas na analise prévia qualitativa, devido a auséncia dos compostos
deuterados quando foram realizados os testes.

Curva Analitica

Nos cromatogramas, as areas dos analitos foram corrigidas pela area do padrdo
interno. Em uma avaliacdo preliminar utilizou-se uma solucéo de bifenila (5000 ng mL™) para
a padronizacdo interna, a fim de estudar a faixa linear de 1 a 750 ng mL™* para os analitos.

Posteriormente, a padronizagdo interna foi feita utilizando-se um mix de padrdes
deuterados: Naftaleno-d8 (para padronizacdo de Naftaleno e 2-Metilnaftaleno), Acenafteno-

d10 (para Acenaftileno, 2-Metilnaftaleno, Acenafteno), Fenantreno-d10 (para Fenantreno,
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Antraceno, Fluoranteno, Pireno, Benzo[a]antraceno, Criseno, Benzo[b]fluoranteno,
Benzo[k]fluoranteno,  Benzo[a]pireno, Indeno[1,2,3-cd]pireno,  Dibenz[a,h]antraceno,
Benzo[g,h,i]perileno. Ao serem consideradas as baixas concentragcdes de HPAs em amostras
ambientais, foi adotado como faixa de trabalho o intervalo de 1 a 300 ng mL™, e o p- Terfenil-
d14 foi adicionado como padréo de recuperacéo.

Para o 2-metilnaftaleno, a ANOVA (Tabela 5) mostra que o modelo ajustado (Eq.1)
explica 98,9 % da variabilidade dos dados obtidos experimentalmente. Por ndo considerar a
variancia entre as diferentes concentracdes da curva, a medida de erro experimental (refletido
no erro puro) foi subestimado, provocando uma significancia equivocada para a medida de
falta de ajuste. O residuo foi expresso como o somatério do erro puro e falta de ajuste. Assim,
a tabela ANOVA descreve apenas a variancia do modelo e residuo total.

Tabela 5 - ANOVA para 0 2-metilnaftaleno

Fonte SQ GL MQ F (calculado)
Modelo 314,8 1 314,8 3148
Residual 3,6 37 0,1
Total (Corr.)  318,4 38

SQ: soma quadratica; GL: Graus de liberdade; MQ: média quadratica

Sinal = -0,398043 + 0,00984888 * Conc(2-metilnaftaleno). Eq.1

A homocedasticidade e aleatoriedade na distribuicao dos residuos (Figura 13) permite
que o teste F seja utilizado para atestar a significancia estatistica do modelo. A razdo
(M Qmodelo /M Qresiguar = 3148) é bem maior que o valor critico de F (1,37) = 4,1 (no nivel de
confianca de 95%), indicando que o ajuste linear para o 2-metilnaftaleno é altamente
significativo.

De forma analoga, foram construidos os modelos para os demais analitos, que se
encontram listados na Tabela 5. Todos os coeficientes angulares e lineares foram
considerados significativos a partir do Teste-t, a 95% de confianca. As respectivas tabelas de
ANOVA e gréaficos de residuos podem ser consultados no APENDICE D.
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Figura 13 - Grafico de residuos para o ajuste do modelo para 2-metilnaftaleno.
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A Tabela 6 retine os parametros avaliados para a validacdo do método cromatografico
e observa-se que os coeficientes de determinacdo para os HPAs apresentaram valores entre
0,974 — 0,997. Foram obtidos LD na faixa de 1,0 a 4,4 ng mL* e LQ na faixa de 3,4 a 13 ng
mL?, demonstrando sensibilidade analitica adequada para a determinacio de HPAs em

peixes.

Tabela 6 - Pardmetros de validacdo do método cromatografico para determinacdo de HPA

HPA LD LQ Coeficiente de

(S/IN=3, ngmL™?) (S/N=10, ngmL™)  determinagéo (R?)
Naftaleno 3,2 9,7 0,997
2-metil naftaleno 2,6 7,8 0,994
Acenaftileno 2,1 5,0 0,992
1-metil naftaleno 2,1 6,4 0,992
Acenafteno 2,6 8,0 0,993
Fluoreno 2,1 6,6 0,993
Fenantreno 1,8 5,3 0,992
Antraceno 1,7 5,2 0,993
Fluoranteno 1,7 5,0 0,991
Pireno 3,0 9,2 0,991
p-Terfenil-d14 3,0 9,2 0,990
Benz[a]antraceno 4,4 13 0,990
Crisene 3,3 10 0,987
Benzo[b]fluoranteno 1,7 5,2 0,974
Benzo[Kk]fluoranteno 1,7 5,2 0,974
Benzo[a]pireno 1,0 3,4 0,981
Indeno[1,2,3-cd]pireno 3,2 9,7 0,972
Dibenz[a,h]antraceno 2,3 6,7 0,986

Benzo[ghi]perileno 2,3 6,7 0,982
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Os niveis obtidos de LD e LQ sdo compativeis com critérios internacionalmente
aceitos para métodos analiticos de contaminantes, como os adotados pela Unido Européia
através do Regulamento N° 2023/915 (EU, 2023), que estabelece limites maximos para HPAs
em alimentos — limites de benzo[a]pireno < 2 pg kg™ e somatério de quatro HPAs < 12 pg
kg em produtos derivados de pescado e defumados —, exigindo que os métodos tenham
sensibilidade suficiente para detectar e quantificar abaixo desses patamares. No ambito da
legislacdo brasileira, a ANVISA a través da Resolucdo RDC ANVISA n° 722/2022
(ANVISA, 2022) incorpora os principios de desempenho analitico reconhecidos
internacionalmente, incluindo os critérios do Codex Alimentarius, e requer que 0s métodos

utilizados para verificagdo de conformidade regulatoria atendam a esses critérios.

Portanto, os LDs e LQs observados neste estudo atendem a esses requisitos de
desempenho, tornando o método adequado em programas de monitoramento e controle de

HPAs em alimentos, conforme as regulamentacées vigentes no Brasil e Europa.

4.2 EXTRACAO DE HPA EM PETROLEO

Em adaptacdo ao protocolo proposto pelos autores HASHEMI-NASAB e
PARASTAR (2020), neste trabalho foi dispensado o uso de uma coluna cromatografica aberta
recheada com silica gel ativada. No entanto, a propor¢do entre os solventes e a massa de
amostra, assim como 0s solventes utilizados, foram mantidos. Dessa forma, apos preparo da

amostra nao fortificada, as fracfes extraidas foram analisadas por GC-MS (Tabela 7).

Tabela 7 - Concentracdes de HPAs (ng mL™) nas fracGes extraidas de petroleo sem fortificacdo na amostra
coletada em Itapuama

Analitos Frac 1 Frac 1 Frac 2 Frac 2 Frac 3 Frac 3 Mix Mix
Naftaleno 3176 2912 2016 2010 1945 1956 2559 2546
2-metilnaftaleno 4834 4735 4062 4058 - - 4161 4142
1-metilnaftaleno 4390 4353 3967 3971 - - 3985 3981
Acenaftileno - - - - - - - -
Acenafteno - - - - - - -
Fluoreno 3199 3181 - - - - 2646 2653
Fenantreno 7450 7489 3872 3892 3737 3734 5608 5522
Antraceno - - - - - - - -
Fluoranteno 3332 3305 - - - - 2993 2993

Pireno 4670 3517 3117 3112 - - 3473 3443
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Benzo[a]antraceno 6447 6431 - - - - 6031 6029

Criseno 5690 5640 - - - - 5243 5490
Benzo Fluorantenos - - - - - - - -

Benzo[a]pireno 3762 3666 - - - - 3581 3593

Indeno[1,2,3-cd]pireno - - - - - - - -
Dibenz[a,h]antraceno - - - - - - - -
Benzo[g,h,i]perileno - - - - - - - -

Os resultados mostram que na aliquota de petr6leo coletada em Itapuama ndo foi
detectadaa presenca natural de acenaftileno, acenafteno, antraceno, benzofluorantenos,
indeno[1,2,3—cd] perileno, dibenz[a,h]antraceno e benzo[g,h,i]perileno, nos niveis de
concentragdo estudados. Isto significa que, dos 16 HPAs monitorados, foram encontrados dez
na amostra de petroleo.

A Tabela 7 também mostra que as maiores concentragdes e a maior quantidade de
HPAs foram extraidos na primeira fracdo do petroleo (Frac_1), em n-hexano. O uso deste
solvente é direcionado a extracdo de compostos apolares, com preferéncia para 0s
hidrocarbonetos alifaticos. Em seguida, concentragcbes ainda consideraveis podem ser
observadas nas segunda e terceira fracdes (Frac_2 e Frac_3), respectivamente. Além disto, a
quarta fracdo (Mix) é basicamente o resultado da mistura das trés fracbes, sendo mais
influenciada pela primeira fracdo de extraido, como esperado. O perfil cromatogréafico é

observado na Figura 14.

Figura 14 - Perfil cromatogréfico (TIC) do (A) do padrdo de HPAs 1000 ng mL™ contendo bifenila (5000 ng
mL?); e fragbes de petroleo, extraidas por fracionamento, sendo Fragdo 1(B), Fracdo 2 (C), Fracdo 3 (D) e
Mistura das fragdes (E). Em (F) encontram-se as mesmas fragBes sobrepostas, sendo: Fracdo 1(em preto),
Fracdo2 (em rosa), Fracdo 3 (em azul) e mistura das fragdes (em marrom)
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4.3 EXTRACAO DE HPA EM PEIXE

4.3.1 Extragdo em fase liquida: Saponifica¢do- UE-AA-LLME

Considerando a alta complexidade e teor de gordura em amostras de peixe
(MITTENDOREF et al., 2010), foram feitos 03 (trés) testes a fim de estabelecer um protocolo
de saponificacdo previamente a extracao.

Saponificacao

e Teste 1 para saponificacdo

A etapa de saponificacdo foi realizada em adaptacdo as metodologias descritas por
GHASEMZADEH-MOHAMMADI (2012) , ROSTAMPOUR (2017) e seus colaboradores. O
aquecimento assistido por radiacdo micro-ondas foi substituido pelo aquecimento em banho
maria (Figura 15), mantendo-se a temperatura e tempo de aquecimento propostos pelos

autores.

Figura 15 - Montagem para os testes de saponificacdo em banho maria, com tubos de ensaio macro vedados
com Parafim, e termdmetro digital

Fonte: A autora (2022)
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A Figura 14, mostra tubos de ensaio macro, nos quais foram adicionados 1,0 g de filé
de peixe liofilizado e 10 mL da mistura KOH (2 mol L™): CHsOH (50:50), como solugéo
hidrolisante para a saponificagdo. O sistema foi aquecido a 70°C durante 10 minutos. No
entanto, o aquecimento durante 10 minutos se mostrou insuficiente para provocar quaisquer
indicios visuais da ocorréncia da saponificacdo das amostras. Desta forma foram feitos ajustes

subsequentes, descritos nos Testes 2 e 3.

e Teste 2 para saponificacao

Com base nos resultados observados no Teste 1, realizou-se este segundo teste,
aumentando o tempo de aquecimento em banho maria para 30 min, a 70 °C. Posteriormente, 0

tempo de aquecimento foi aumentado para 1h.

e Teste 3 para saponificacdo

Visando aumentar a eficiéncia do processo e reduzir a interferéncia de

macromoléculas, foi realizado o ultimo teste. Este apresentou o melhor resultado.

A concentracdo da solucdo de KOH foi aumentada para 4 mol L na mistura
hidrolisante e o tempo de aquecimento em banho maria foi mantido em 1h. Apds o
aquecimento, foram incluidas novas etapas: o sistema foi refrigerado por 1h e em seguida
submetido a centrifugacdo a 5000 rpm por 5 min. A fase superior foi transferida para outro
tubo e, a fim de precipitar proteinas e outras macromoléculas, foram adicionados 2 mL de
acido tricloroacético 10% (m v') (FIC et al., 2010; REICHELT et al., 2016). O pH foi
ajustado para aproximadamente 7 (sete) com a solu¢do HCI 5,0 mol L. O sistema foi
novamente submetido a centrifugacdo. A fase superior foi transferida para outro tubo tipo

Falcon, para posterior extracao.

UE-AA-LLME

Os primeiros testes para extracdo iniciaram a partir do procedimento de DLLME
descrito nos estudos de GHASEMZADEH-MOHAMMADI (2012), ROSTAMPOUR (2017)
e seus respectivos colaboradores. A partir destes, foram realizados outros dois testes, na

auséncia do solvente dispersor.
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Ao tubo Falcon contendo o resultado da etapa de saponificacdo, adicionou-se 1,5 g de
NaCl, a fim de favorecer a migracdo dos analitos para a fase orgénica, e o sistema foi
submetido a agitacdo em vortex por 1 min. Em seguida, 475 uL da mistura extratora,
contendo 100 uL de C,Cls (como solvente extrator) e 375 uL de CH3(CO)CHs (como agente
dispersor) foi rapidamente injetada com o auxilio de uma seringa com agulha, e o conjunto foi
novamente agitado. Posteriormente, o conjunto foi submetido a centrifugacdo a 4000 rpm por
5 min. A fase organica foi coletada e filtrada em filtro seringa, sendo direcionada para o vial
(insert) onde também foram adicionados 5 uL da solugdo de bifenila (5000 ng mL™?). A
proporcdo adotada entre os solventes extrator e dispersor foi baseada no melhor resultado
obtido por ROSTAMPOUR e colaboradores (2017), a partir do design de experimentos. Por
fim, 0 mesmo teste foi repetido, desta vez adicionando-se 0,5 g de NaCl, apds a etapa de
saponificacdo. A reducdo do sal no ultimo experimento visou facilitar a coleta da fase

organica, como detalha o tépico “Teste 2 para 0 UE-AA-LLME”.

e Teste 1 como UE-AA-LLME

Com base nos resultados observados no teste anterior e, a fim de melhorar a qualidade
da separacdo entre as fases, foi realizado este Gltimo teste dispensando o uso de NaCl. Além
disto, foi dispensado o uso da CH3(CO)CHs na mistura extratora

Partindo-se do tubo contendo a amostra saponificada, uma aliquota da mesma foi
aspirada para o interior da seringa descartavel a ser usada no processo de extracdo. Em
seguida, com o auxilio de uma micropipeta, foram transferidos 250 uL de C.Cls para o
interior da mesma seringa. A seringa foi gentilmente agitada a fim de promover a
homogeneizacdo da mistura. A agulha foi acoplada a seringa e a mistura foi injetada
rapidamente ao tubo Falcon de origem. O tubo foi submetido a agitacdo em vortex por 1
minuto e em seguida ao banho ultrassdnico durante 10 min. O sistema foi centrifugado a 5000
rpm, durante 10 min. A fase sedimentada foi transferida para um eppendorf, adicionou-se 10
uL da solugéo de bifenila 2500 ng mL™ e entdo foi feita a filtracdo do extraido, com o auxilio
de um filtro seringa. O extraido filtrado foi armazenado em um vial (insert) e reservado para

analise por GC-MS.
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Partindo-se da melhor condicdo para a saponificacdo (1h de aguecimento), a ndo
utilizacdo do solvente dispersor gerou um melhor resultado visual de extracdo. Pois, quando a
presenca residual de KOH, proveniente da saponificacdo, foi somada a CH3(CO)CHz3 néo foi
possivel observar a separacéo visual entre as fases organica e aquosa.

Nos dois primeiros Testes para a saponificagdo, onde se utilizou aquecimento durante
10 e 30 min e menor concentracdo da solugdo KOH, observou-se que grande parte da massa
de peixe permaneceu inalterada ap6s aquecimento (Figura 16-A e B), indicando que mais
tempo de aquecimento seria necessario. Ao realizar a etapa de extracdo descrita no Teste para
o DLLME, observou-se que, o processo havia sido ineficiente por ndo permitir a separagédo do
solvente extrator ao fim do DLLME (Figura 16-C).

Em seguida, ao ser aumentado o tempo de saponificacdo para 1lh e aplicadas as
condicdes do Teste 3 para saponificacdo, toda a massa de peixe foi visivelmente dissolvida.

Entretanto, sendo realizada a extracdo por DLLME, percebeu-se que a fase do C,Cls ainda
ndo pode ser separada adequadamente, e resquicios deste solvente foram adsorvidos pelo sal
acumulado ao fim do processo Figura 16-D. Desta forma, a extracdo foi considerada

insatisfatoria.

Figura 16- Resultado dos testes iniciais para saponificacdo-DLLME. (A) Massa de peixe e mistura KOH (2 mol
L'l): CHs0H antes do aquecimento; (B) O mesmo sistema ap6s 30 minutos de aquecimento; (C) Resultado apés
saponificagdo (Teste 2) e DLLME; (D) Resultado ap6s Saponificacdo (Teste 3) e DLLME, com adi¢do de 0,59
de NaCl.

(©) (D)

(A) (B)

Fonte: A autora (2022)

Foi feito o dltimo teste, partindo-se da saponificacdo do Teste 3 para Saponificacéo,

sequido do Teste 2 para 0 UE-AA-LLME. Nesta atualizacdo da etapa de extragéo, o objetivo
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foi reduzir a solubilidade do C>Cls no meio e reduzir o acimulo de sal ao final do processo,
evitando a adsorgdo de resquicios do C.Cls. Para isto, foram descartadas a adi¢cdo de NaCl
apos a saponificacdo e a adicdo do solvente dispersor (CH3(CO)CHs) na mistura extratora.

O uso do NaCl foi descartado porque a presenca de KOH e HCI em elevada
concentracgdo ja seria suficiente para formacéo de sal (cloreto de potassio, KCI) que, de acordo
com os Testes, foi o suficiente para promover o efeito de salting out, aumentando a afinidade
dos HPAs com o solvente extrator. Além disto, neste Gltimo teste para otimizar a etapa do
UE-AA-LLME foi acrescentado acido tricloroacético para remover a interferéncia de
proteinas e macromoléculas do extraido, além de acrescentadas etapas de centrifugacdo e
coleta de sobrenadantes para continuar com as etapas subsequentes.

Como resultado, foi possivel separar a fase do solvente extrator ao final do processo,
como mostra a Figura 17. E importante destacar que, mesmo sendo injetados 250 pL de
C.Cly para extragdo, foi possivel recuperar aproximadamente 120 pL do mesmo ao final do
processo.

Figura 17 - Resultado da melhor condicdo de extracdo de HPAs em peixe por Saponificacdo-UE-AA-LLME,
com base na inspecdo visual, apds 1h de saponificagdo e banho ultrassdnico durante a extragao.

Fonte: A autora (2022)
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Apoés realizagdo dos testes baseados na inspecdo visual, foram realizados testes
quantitativos por meio de ensaios de recuperacdo, onde foram avaliados o efeito do tempo de

saponificacdo e o efeito do banho ultrassonico para a extragéo.

Para isto, foram feitas fortificacdes da amostra de peixe, com o mix de HPAs, para 50,
100 e 150 ng mLY. Em todos os casos, 50 pL de p-terfenil-d14 (2500 ng mL™) foram
adicionados ao peixe, como padrdo de recuperacdo. Na etapa de saponificacdo, foram
preparadas amostras com 30 min, 1h e 2h de aquecimento. Na etapa de extracdo foi também
avaliada a influéncia do banho ultrassonico (durante 10 min).

A Figura 18 reline os ensaios de recuperacdo em percentagem com seus respectivos

desvios-padrao amostral, realizados com a inclus&o do banho ultrassonico durante a extrag&o.



Figura 18 - Ensaios de recuperacdo (%) para UE-AA-LLME com (a) 30 min, (b) 1h ou (b) 2h de saponificacéo e

etapa de banho ultrassénico
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A Figura 19 sumariza os ensaios realizados sem esta etapa. Em ambos 0s casos,

observa-se que 0s métodos propostos permitem a recuperacdo relativa aos HPAs de massa
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molar menor a intermediaria (do naftaleno ao p-terfenil-d14), enquanto que, para 0S

compostos de maior massa molar, a recuperacdo é praticamente nula.

Neste ponto, serdo considerados satisfatorias as condi¢cdes que permitem niveis de
recuperacdo entre 60% e 120%, em acordo com 0s critérios minimos de qualidade do método
para analise de HPAs do Regulamento (EC) N° 627/2006 da Comissdo Européia (EU, 2006b).

Figura 19- Ensaios de recuperacdo para UE-AA-LLME com (a) 30 min, (b) 1h ou (b) 2h de saponificacdo, sem
banho ultrassénico
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Comparando as Figuras 18 e 19, observa-se que a percentagem de recuperacdo nos
trés niveis de concentragdo apresenta distribuicdo mais uniforme e significativo nos ensaios
em que o banho ultrassénico foi incluido (Figura 18). Com ou sem a etapa de ultrassom, é
possivel comprovar algo previamente indicado pela inspecdo visual; que a saponificacdo
durante 30 min se mostra insuficiente, permitindo recuperagdes inferiores a 60% para
fortificacdes a 50 e 150 ng mL™, e desvios padrdo consideraveis para fortificagdes a 100 ng
mL™. Estes teores podem ser associados a alta lipofilicidade dos HPAs de maior massa molar
(HARRIS et al., 2013; SVERDRUP; NIELSEN; KROGH, 2002) a gordura da matriz que nédo
foi suficientemente hidrolisada.

Por outro lado, as baixas recuperacGes observadas durante a saponificacdo de 2h
podem ser associadas a perda de analitos de menor massa molar por volatilidade
(GONZALEZ-GAYA et al., 2016). Embora a temperatura tenha sido controlada a 70 °C
durante a saponificacdo, o Parafilm utilizado ndo garantiu a vedacdo perfeita dos tubos o que
pode ter permitido a evaporacdo de analitos.

Desta forma, a melhor recuperacdo média foi observada para a condicdo de
saponificacdo durante 1h e utilizacdo de banho ultrassénico por 10 min, durante a extragédo
por UE-AA-LLME (vide Figura 18, pag. 74). Nesta condicdo foi possivel recuperar o
naftaleno, 2-metilnaftaleno, acenaftileno, 1-metilnaftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, p-terfenil-d14, benz[a]antraceno, com teor de recuperacdo

entre 60% e 120% para os analitos.

Amostras reais

A Tabela 8 apresenta o teor de analitos em pg kg no filé seco. Os niveis de HPA
encontrados nas amostras de peixes foram baixos, exceto para indeno[1,2,3-cd]pireno (0,5 -
109 pg kg™) e dibenz[a,h]antraceno (0,2 - 48,3 ug kg*). Embora as amostras nio tenham sido
defumadas, observamos que os teores de benzo[a]pireno (< 2,0 ug kg?) e a soma de
benzo[a]pireno, benz[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno e criseno (< 12 ug kg) mostram que
estes peixes adquiridos localmente ndo representariam um risco para a satde, de acordo com o
Regulamento da Comissdo Européia n.° 835/2011 (UE, 2011).
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Tabela 8 - Teor de HPA, em ug kg %, em filé¢ apés UE-AA-LLME

Acenaftileno1-Metilnaftaleno Acenafteno Fluoreno Fenantreno

2-Metilnaftaleno

Amostra Naftaleno
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A Secdo 4.4.2 “Analise Exploratoria nos peixes analisados” mostra representacdes
gréficas em termos da composicdo de HPAs. As concentracdes determinadas abaixo do limite

de quantificacdo, foram tratadas como dados faltantes, previamente a analise exploratoria.

4.3.2 Extracdo em fase liquida: Saponificacdo-QUEChERS

Com base nos testes para saponificacdo descritos na Secdo 4.2.2, foi feito um preparo

de amostra preliminar que consiste nas condi¢Oes do teste 1 para Saponificacdo, seguido da

extragdo por QUEChERS. No entanto, como j& observado anteriormente, nestas condicdes, a

saponificacdo foi considerada insuficiente por ndo conseguir dissolver grande parte da
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amostra de peixe durante o processo. Desta forma, poderia haver uma perda significativa dos
analitos retidos na matriz gordurosa.

Mesmo se tratando de um teste preliminar voltado para a melhoria da saponificacéo, as
amostras de peixe cavala, foram submetidas a extracdo de HPAs pela metodologia de teste e
foram analisadas por GC-MS. Os resultados sdo mostrados no cromatograma da Figura 20.

Figura 20 - Perfil cromatografico (TIC) do (A) mix de padrdo de HPAs 1000 ng mL™ e (B) perfil médio de
HPAs extraidos usando o0 método de saponificagdo-QUEChERS em peixe cavala
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Conforme pode ser observado, somente alguns analitos foram identificados apos
extracdo através do método de saponificacdo-QUEChERS em amostra de peixe cavala.

Na Tabela 9 observamos que a metodologia permitiu a extracdo de apenas trés
analitos: naftaleno, 2- metilnaftaleno e acenaftileno, os demais estavam abaixo do limite de
deteccdo (LD). Este € um indicativo preliminar de que o peixe em estudo pode néo ter sido
contaminado pela composicdo de petréleo considerada. As amostras de peixe cavala foram
preparadas em duplicata, sem fortificacdo. O teor dos analitos no peixe €, em ordem de

grandeza, aproximadamente 100 vezes menor em comparacao ao teor dos analitos no petroleo

analisado (Tabela 7).
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Tabela 9- Concentragbes de HPAs (ng mL™) em peixe sem fortificagdo. Andlise de teste preliminar para
Saponificacdo- QUEChERS

Analitos Cavala Cavala
Naftaleno 25,96 27,41
2-metilnaftaleno 42,49 42,53
1-metilnaftaleno <LD <LD
Acenaftileno 29,76 30,98
Acenafteno <LD <LD
Fluoreno <LD <LD
Fenantreno <LD <LD
Antraceno <LD <LD
Fluoranteno <LD <LD
Pireno <LD <LD
Benzo[a]antraceno <LD <LD
Criseno <LD <LD
Benzo Fluorantenos <LD <LD
Benzol[a]pireno <LD <LD
Indenol1,2,3-cd]pireno <LD <LD
Dibenz[a,h]antraceno <LD <LD
Benzol[g,h,i]perileno <LD <LD

Figura 21 - Perfil cromatografico (TIC) do (A) mix de padrdo de HPAs 1000 ng mL™ e (B) perfil médio de
extraido preliminar de saponificagdo-QUEChERS em peixe cavala
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A Figura 21 mostra que fracdo da gordura e/ou sujidade ainda foram carreados até o
equipamento, pela presenga de picos intensos, ruido e efeito aditivo na linha de base do
cromatograma. Isto corrobora com a andlise visual, de que o procedimento necessita de
correcdes na saponificacdo, posteriormente descritas no topico “Teste 3 para saponificacdo ”,
na Segéo 4.3.1).

A Figura 22 ilustra a diferenca visual entre o teste preliminar (cujos resultados
encontram-se na Tabela 7) e ap06s o ajuste da saponificacdo. O resultado da saponificacdo
ineficiente, e posterior extracdo, € mostrado na Figura 22-A. Percebe-se ainda bastante
gordura ndo hidrolisada no tubo, o que favorece a retencdo de analitos e interferentes
lipofilicos na fase de gordura o que dificulta a migracdo destes para a fase da CHsCN (fase
superior). Por outro lado, com a melhoria da saponificacdo, a fase da CHsCN aparece mais
pigmentada (Figura 22-B), indicando que mais compostos (incluindo os aromaticos)

encontram-se dissolvidos.

Figura 22 — (A) Resultado do teste inicial e (B) da melhor metodologia para Saponificacdo-QUEChERS. Na
melhor metodologia a fase superior mais pigmentada indica que a extracdo foi mais significativa.

@ (B) re
o ~4

edw

CH3CN CHsCN

Fonte: A autora (2022)

Portanto, foi selecionada a metodologia para extracdo por saponificacdo -—
QUEChERS, cujo procedimento € sumarizado na Figura 8 (Secdo 3.6.2, pag. 53).

Com base neste protocolo, foram feitas fortificagbes da amostra de peixe, com 0 mix
de HPAs, para 50, 100 e 150 ng mL™ . Foi adicionado 50 pL de p-terfenil-d14 (2500 ng mL™)
como padrdo de recuperacdo. Nestes ensaios também se avaliou a saponificagdo, com 30 min,

1h e 2h de aquecimento, sendo os resultados de recuperacdo ilustrados na Figura 23.
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Observa-se na Figura 23 que, independentemente do tempo aplicado para
saponificacdo ha indicativo de recuperagdo de apenas trés analitos de menor massa molar
(Naftaleno, 2-Metilnaftaleno e Acenaftileno), porém com teores acima do percentual de
recuperagcdo aceito (120%). Com base nesses resultados, a metodologia de extracéo

QUECHERS néo foi considerada satisfatoria.

Figura 23 - Ensaios de recuperagdo (%) para QUEChERS com (A) 30 min, (B) 1h ou (C) 2h de saponificacéo,
sem banho ultrassbnico
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Com o objetivo de comparar a metodologia QUEChERS com as metodologias de UE-

AA-LLME na melhor condi¢cdo de saponificagdo (aquecimento durante 1h), foi avaliado o

efeito de matriz, conforme mostra a Figura 24. A curva analitica foi comparada com o0s

resultados de adicdo de padrdo nas concentracdes de 50, 100 e 150 ng mL™* em cada preparo

de amostra, para 1-metilnaftaleno (Figura 24-A) e fluoreno (Figura 24-B). Os graficos

gerados para os demais analitos encontram-se no APENDICE C.
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Figura 24 — Estudo do efeito de matriz para (A) 1-Metilnaftaleno e (B) Fluoreno. Considerando a curva analitica
(Curva), e as metodologias UE-AA-LLME (L), UE-AA-LLME com etapa de ultrassom (LU) e QUEChERS (Q),

com saponificacdo durante 1h.

(A) 1-Metil naftaleno
500
y=1,188x + 104,66
450 R?=0,8813
400
250 y = 0,9854x + 2,9009
— R? = 0,9927
£ 200 .
[=1+] - -
= -
-
= 250 -
.-
< 200 - y = 0,5033x + 62,248
S - R®=0,1563
&} R*=0,1
150 -
-
-
>
100 -
- e +14,86
- -
50 -
-
.. ¥
0>
0 50 100 150 200 250 300 350
Conc. predita (ng/mL)
Fluoreno
350
y = 1,0054x + 23,284 .
300 R*=0,6962 -
-
-
-

250 ~ 7 y=0,9725x+5,0222
— P R®*=0,9614
E P
= 200 -

c -~
= o "
E} -
¢ 150 -
£ g y=0,3553x% + 73,351
L
o 2 R*=0,3234
-~
100 s
-~
- L]
-~
50 -
- —
*« 2 =
0 "
0 50 100 150 200 250 300 350
Conc. predita (ng/mL)

e Curva

LU

® Curva

O efeito de matriz, causado pelo aumento ou supressdao do sinal dos analitos devido

aos interferentes presentes na amostra (GNIAZDOWSKA; GIEBULTOWICZ; RUDZKI,

2023) é mais pronunciado no método QUEChERS (representado pela letra Q). Isso ocorre

porque, para 0 QUEChERS, o perfil da linha de tendéncia obtida é o que mais se distancia do

perfil da referéncia, que corresponde a curva analitica. Por outro lado, o menor efeito de

matriz é observado para a metodologia UE-AA-LLME com ultrassom (representado pelas

letras LU), que apresenta um perfil mais semelhante a referéncia.

Estes resultados corroboram com as analises realizadas em gréaficos de barras, que

comparam a percentagem de recuperacdo dos analitos. Assim, dentre as opcdes estudadas em

fase liquida, a melhor estratégia para extracdo de HPAs em peixe é o UE-AA-LLME com
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etapa de ultrassom. As principais vantagens desta metodologia incluem um menor efeito de
matriz e um consumo reduzido de solvente organico, especialmente quando comparado ao
método QUEChERS.

4.3.3 Extragdo em fase solida: Dispersao em fase solida (MSPD)

A fim de comparar os desafios encontrados na conversao do peixe em uma solucéo,
como possivel perda de analitos durante a saponificacdo, foi realizado o método MSPD. Vale
destacar que a metodologia foi aplicada a mesma amostra de peixe da espécie cavala usada

nos experimentos de extracdo em fase liquida.

Para 0 MSPD, foi feita a fortificacdo com mix de HPA para 50, 100 e 150 ng mL™ no
pescado, que em seguida foi disperso em 0,2 g de Na,SO4 e 0,2 g de C18 por maceragéo.
Embora o processo de maceracao seja simples, € importante destacar que o alto teor de fibra

presente no filé de peixe torna a homogeneizacdo mais laboriosa.

A coluna utilizada promove a limpeza do extrato, permitindo a retencdo de gorduras e
outras macromoléculas por meio dos reagentes escolhidos. No entanto, é importante destacar
que estes reagentes tornam a etapa de limpeza mais dispendiosa, especialmente se

comparados ao uso de filtros de nylon, por exemplo.

Na coluna, a eluicdo foi realizada utilizando um volume total de 7 mL de CH:CN,
sendo necessario o uso de fluxo de ar sintético. Sem o fluxo, o processo de elui¢do poderia se
prolongar por horas, inviabilizando e experimento em série. Ap6s passagem pela coluna, o
eluato apresentou aspecto incolor e auséncia de residuos visiveis. Com base nos beneficios
observados pela inclusdo de etapas de congelamento/filtracdo nos métodos de extracdo em
fase liquida estudados, decidiu-se incluir esse processo também ao MSPD, visando melhorar

ainda mais a eficiéncia de extracao.

O eluato passou por etapas de congelamento e filtracdo, apds ser observada a presenca
de goticulas de gordura aderidas as paredes do tubo, com o objetivo de garantir que 0 minimo
possivel de sujidade seria transferido a coluna do GC. No caso de peixes com maior teor
natural de gordura, como pampo e oparu, 0 processo de congelamento/filtracdo foi realizado

por duas vezes consecutivas.
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A Figura 25 mostra os resultados percentuais dos testes de recuperacdo em trés niveis

de concentragéo para os analitos, com seus respectivos desvios-padréo.

Figura 25- Ensaios de recuperacgdo (%) de HPAs em peixe apds extracdo por MSPD
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Percebe-se que, diferente do observado para os casos de extracdo em fase liquida, a
metodologia MSPD se mostra mais atrativa para a recuperacdo de HPAs de maior massa
molar. Sdo observados teores de recuperacdo satisfatorios (60% - 120%) para doze HPAS,
dentre os dezesseis avaliados. Os analitos recuperados foram fenantreno, fluoranteno, pireno,
benzo[a] antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno,
indeno [1,2,3 -cd]pireno, dibenz[a,h]antraceno e benzo[g,h,i]perileno. Além destes, foi

possivel recuperar também o p-terfenil-d14, adicionado diretamente ao peixe como padréo de
recuperacao.

A Figura 26 resume ensaios de recuperacdo (%) de p-terfenil-d14 em filés liofilizados
de quatro peixes da espécie cavala (CV), um filé de peixe oparu (O), trés filés de peixe pampo
(PP), um filé de saramunete (S), um filé de tainha (TP) e um filé de xaréu (XA). Para todas as
amostras, o teor de recuperacao foi superior a 60%, o0 que é considerado um resultado bastante
satisfatorio. Durante as analises, foram avaliados os modos de injecdo na coluna

cromatografica, utilizando as configuragdes Split 10 e Splitless.
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Figura 26- Recuperagdo de p-terfenil apds extracdo por MSPD, em peixes da espécie cavala (CV4A,12 e 48),
oparu (O3), pampo (PP1,2 e 3), saramunete (S), tainha (TP3) e xaréu (XA7).
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O modo Split 10 foi a primeira escolha de injecdo avaliado, a fim de verificar se
haveria a presenca de sujidade que poderia prejudicar a coluna cromatografica. Constatando-
se que o processo de limpeza foi realmente eficiente, foi feita a injecdo do extraido também

no modo splitless.

Embora o procedimento para extracdo em fase sélida envolva menos etapas, se
comparado as metodologias descritas em meio liquido, acaba por ser mais dependente de
equipamentos e reagentes mais dispendiosos ou mais especificos, 0 que pode tornar a

execucdo do procedimento menos aplicavel a rotina de laboratorios mais simples.

Amostras reais

A metodologia MSPD foi aplicada a onze amostras de peixes (n=11), que também ja
foram analisadas pelo método UE-AA-LLME. As amostras foram divididas em seis classes
de acordo com as seguintes espécies: cavala (CV, n=4), oparu (O, n=1), pampo (PP, n=3),
saramunete (SP, n=1), tainha (TP, n=1) e xaréu (XA, n=1). A Tabela 10 mostra o teor de

analitos, em pg kg, no filé seco.

Nestas amostras foi feita a adicdo de 60 ug kg™ de solugdo padrdo de p-terfenil-d14
para avaliar a recuperacdo do analito. Isto explica os valores elevados de concentragdo na
faixa 42,18 — 56,69 ug kg para este reagente, o que representa recuperacéo na faixa de 70,3 —
94,5 %. Na sequéncia, sio observados maiores teores para o naftaleno (0,26 — 18,18 pug kg?) e
fanantreno (0,90 — 11,29 pg kg™).
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Ainda de acordo com esta metodologia de preparacdo, observa-se que 0S peixes
analisados estariam em conformidade com a Regulacdo da Comissdo Européia N°
835/2011(EU, 2011).

4.4 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS

Devido & quantidade ainda diminuta de dados obtidos nas analises dos ftalatos, esta
secdo apresenta analises exploratorias apenas referentes a analise de HPA em 6leo bruto e
peixe.

4.4.1 Analises preliminares

Para anélise exploratoria, os dados foram organizados em uma matriz X 10 x 11],
onde as amostras foram dispostas em linhas e as variaveis (concentracdo dos HPAS) dispostas
em colunas. Para normalizar a diferenca na ordem de grandeza dos teores de HPAs
encontrados no peixe e no petréleo, os dados originais (Figura 27-A) foram pré-processados
pelo auto escalonamento (Figura 27-B). A matriz X (0 x 11), cOm 0s dados escalonados, é
apresentada no APENDICE E As concentracbes determinadas abaixo do limite de

quantificacdo, foram tratados como dados faltantes, previamente a analise exploratdria.

Figura 27 - (A) Visualizagdo dos dados brutos e (B) dos dados autoescalonados de peixe (Cavala), primeira
fracdo de petroleo (PetroFrac_l), segunda fracdo de petroleo (PetroFrac_2), terceira fracdo de petréleo
(PetroFrac_3) e mistura das trés fracdes (PetroMix).
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No autoescalonamento (Eq. 2), os dados séo centrados na meédia e divididos por um
fator de escala (desvio padrdo das medidas). Assim, cada HPA passa a ser avaliado com o
mesmo nivel de importancia, preservando a informacdo estatistica dos dados (FERREIRA.,
2016; MOITA NETO; MOITA, 1998).

Xij (17) = Eq 2

Sj

Onde: x;j é a resposta individual, )?] é a resposta média e S;j desvio padrdo para varidvel.

Analise exploratéria: HCA

Nesta analise, a formacdo de agrupamentos hierarquicos é baseada no célculo de
distancias ou similaridades (correlacdo). A matriz de dados € composta por 10 amostras (cada
amostra em duplicata), 11 variaveis, e apresenta correlacdo média moderada (0,6098). Apesar
da correlacdo entre as varidveis existir, o fato de que a matriz dos dados possui n°® amostras <
n° variaveis impede a realizacdo do calculo usando a distancia de Mahalanobis (pois a matriz
de covariancia ndo seria inversivel). Na Figura 28 sdo mostrados os agrupamentos formados
pelo célculo da distancia Euclidiana, considerando o método do vizinho mais proximo

(Figura 28-A) e método do vizinho mais distante (Figura 28-B).
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Figura 28 - HCA com célculo de distancia Euclidiana (A) pelo método dos vizinhos mais préximos e (B)
método dos vizinhos mais distantes de peixe (Cavala), primeira fragdo de petroleo (PetroFrac_1), segunda fragdo
de petréleo (PetroFrac_2), terceira fracdo de petroleo (PetroFrac_3) e mistura das trés fragcdes (PetroMix).
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Fonte: A autora (2022). Feito no Matlab (2010)

O fato de serem consideradas poucas amostras e as replicatas serem reprodutiveis,
levou a formacdo de agrupamento iguais quando considerados os dois métodos de distancia,
indicando que nao ha sobreposicao entre as amostras dos grupos. Considerando o método dos
vizinhos mais distantes, a divisdo espacial dos clusters ficou um pouco menos alongado
comparado ao método dos vizinhos mais préoximos, como esperado. O céalculo foi repetido
usando a distancia citty-block, e os graficos foram iguais aos obtidos usando a distancia
Euclidiana; por esta razdo estes Gltimos ndo sdo mostrados.

A HCA mostra que a composi¢do da mistura das fragOes (PetroMix) tem maior
influéncia/ similaridade com a composicdo da primeira fracéo extraida do éleo (PetroFrac_1),

sendo esta composta pela fracdo mais apolar de HPAs. Por sua vez, a composi¢éo da segunda
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e terceira fragOes de petroleo sdo mais semelhantes entre si por constituirem as composicoes
de HPAs mais polares. A este Ultimo agrupamento, o peixe cavala apresenta maior
semelhanga.

Os testes preliminares foram realizados em peixes da espécie cavala, porque estas
foram as primeiras amostras, referentes ao incidente com petréleo, encaminhadas ao

laboratério (DQF-UFPE) onde pesquisa foi conduzida.

Andlise exploratdria: PCA classica e robusta

Para os calculos de PCA os dados foram autoescalonados. Na Figura 29, o grafico de
autovalores indica, tanto para a PCA classica (CPCA) quanto para a PCA robusta (RobPCA),
que a variabilibidade dos dados pode ser explicada por até trés componentes principais. Nos
calculos da CPCA, 3 PCs explicam 99,5% da variancia dos dados, enquanto que na RobPCA,
3 PCs explicam 99,6% da variancia. O célculo classico foi feito pelos métodos NIPALS e

SVD. No entanto, a baixa variabilidade dos dados produziu resultados idénticos pelas duas

metodologias.

Figura 29 - Gréfico de autovalores para os calculos de PCA robusta (ROBPCA)

Autovalores

Componentes principais

Na Figura 30, considerando 3 PCs, a métrica de distancia ortogonal versus a distancia
de score indica que nenhuma amostra ocupa o primeiro quadrante e, portanto, nenhuma delas

¢ considerada andmala.
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Tanto na abordagem classica quando na abordagem robusta, a terceira componente

principal explica apenas 6,6% e 7,6% dos dados, respectivamente. As Figuras 31 e 32

representam a distribuicdo espacial das amostras (scores, em preto) em funcao da influéncia

de cada analito (loadings, em azul) no mesmo grafico, denominado biplot. Percebe-se que

duas PCs sdo suficientes para visualizar o agrupamento natural de cinco tipos de amostras,

como esperado. A diferenca entre o biplot de CPCA e RobPCA consiste, unicamente, no

deslocamento das linhas que limitam a regido média de PC1 e PC2. Por isto, a interpretacao

para estes graficos é a mesma.

45
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Figura 31 - Grafico biplot representando scores (0) e loadings (e) em CPCA
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Figura 32 - Grafico biplot representando scores (0) e loadings (8) em ROBPCA
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Em PC1 é evidenciada a correlacdo entre a primeira fracdo do petréleo (PetroFracl) e
a mistura (PetroMix), sendo estas as amostras que tém influéncia de todos os HPAs, exceto do
acenafteno. Por outro lado, as amostras de Cavala aparecem em direcdo oposta em PCl1,
indicando que sua composicao € bastante distinta, possuindo maior influéncia do acenaftileno
em comparagdo com quaisquer outras amostras.

A PC2 mostra que a terceira fracdo do petrleo pode apresentar composi¢do
intermediaria as fracGes PetroFracl e PetroFrac2. Em PC2 PetroFrac3 e PetroFrac2 tém maior

influéncia de naftaleno, fenantreno, 1 e 2-metilnaftaleno e pireno em suas composi¢oes,
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enquanto que PetroFracl e PetroMix apresentam maior influéncia de benzo[a]pireno,
benzo[a]antraceno, fluoranteno, flueoreno em suas composi¢des. Tanto PC1 quanto PC2
evidenciam que a composicdo da amostra de peixe difere das fracdes do petréleo. Este
resultado é esperado, uma vez que o peixe utilizado no estudo foi coletado de uma regido
onde, segundo informacdes dos locais, ndo foram vistas manchas de 6leo.

A partir das analises preliminares foram feitos ajustes na metodologia de extracdo do
peixe, e entdo o preparo aplicado a peixes de diferentes espécies coletados.

4.4.2 Andlise exploratdria nos peixes analisados

Os dados foram dispostos em uma matriz X [24 x 197, contendo as concentragdes médias
calculadas, em ng mL™, para cada amostra em triplicata. A metodologia de UE-AA-LLME
com saponifica¢do durante 1h, e banho ultrassonico foi aplicada a um total de vinte e quatro
amostras de peixe (n=24), divididas em seis classes de acordo com as seguintes espécies:
cavala (cddigos CV, n=8), oparu (cédigos O, n=3), pampo (cédigos PP, n=3), saramunete
(codigos SP, n=3), tainha (codigos TP, n=3) e xaréu (codigos XA, n=3). O pré-processamento
aplicado foi o auto escalonamento. Para o calculo de RobPCA foi realizado o pacote LIBRA,
em ambiente Matlab.

Nas dezenove (n=19) colunas na Matriz X estdo presentes 0s seguintes analitos:
naftleno*, 2-metilnaftaleno*, acenaftileno*, 1-metilnaftaleno*, acenafteno*, fluoreno*,
fenantreno*, antraceno*, fluoranteno*, pireno*, p-terfenil-d14, benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[b]fluoranteno, benzo[k] fluoranteno, benzo [a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
dibenz[a,h]antraceno e benzo[g,h,i] perileno. Embora a metodologia aplicada tenha
apresentados bons resultados de recuperacdo apenas para os HPAs marcados com (*), todos

0s HPA estudados foram incluidos nos calculos.

A Figura 33-A indica o célculo de autovalores para o céalculo de RobPCA
considerando os dezenove analitos. Neste caso, 0 uso de 5 PCs explicam 86 % da variancia
dos dados experimentais. Por outro lado, nos calculos de CPCA, 5 PCs sdo capazes de
explicar 95% dos dados (Figura 33-B).
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Figura 33- Grafico de autovalores para os calculos de (A) ROBPCA e (B) CPCA para o perfil de HPAs em 24
amostras de peixe.
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Na Figura 34 sd@o mostradas as amostras de cavala (CV), oparu (O), pampo (PP),
saramunete (S), tainha (TP) e xaréu (XA), pela métrica de distancia de score versus a
distancia ortogonal para ROBPCA (Figura 34-A) e CPCA (Figura 34-B), considerando 5
PCs.

Figura 34 - Identificacdo de amostras andmalas, considerando os analitos recuperados pelo método UE-AA-
LLME com ultrassom. Para 24 amostras de peixe
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Enquanto que no grafico de CPCA nenhuma amostra foi considerada atipica, o grafico

de ROBPCA apresenta a amostra de pampo (PP1) com alto valor de distancia ortogonal e de
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score. Assim, esta deve ser observada com mais cuidado. Préximo a amostra em questdo,
outras duas amostras da mesma espécie destacam-se no grafico (PP2 e 3), porém com
distancia ortogonal ou de score menos pronunciada. Todas estas sdo amostras de pampo
coletadas em Itamaraca em abril/2022. Os cromatogramas individuais da amostra suspeita
(PP1) e demais amostras de pampo sdao mostrados na Figura 35.

Figura 35 - Cromatogramas individuais das amostras da pampo (A) PP1(B) PP2 e (C) PP3
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E a Figura 36 mostra os mesmos cromatogramas sobrepostos, em recortes ampliados,

comprovando que o perfil da amostra PP1 é realmente distinto das demais amostras de mesma
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espécie. No entanto, esta amostra serd considerada nas analises por considerar a variabilidade
de amostras reais de peixe pampo.

Figura 36 - Cromatogramas de pampo sobrepostos, em recorte
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Antes da andlise exploratdria, optou-se pelo pré-processamento das amostras por meio
da imputacdo de valores faltantes, utilizando KNN = 3 e escalonamento automatico. Esta
metodologia foi aplicada as amostras com concentracdes de analito abaixo do LQ. Os valores
imputados sdo apresentados no APENDICE E. Cada valor imputado foi avaliado para
garantir que ndo excedeu o LQ e que a distribuicdo normal geral das concentracdes do analito
permaneceu normal, a fim de fornecer um conjunto de dados completo para analise. Ao
manter a distribuicdo normal das concentracdes do analito e garantir que os valores imputados

permaneceram dentro dos limites aceitaveis, a integridade dos dados foi preservada.

Para o célculo do RobPCA foi utilizado o aplicativo web de quimiometria
desenvolvido no ambiente R (DARZE et al., 2023). A analise exploratdria foi realizada
separadamente para 0 MSPD e UE-AA-LLME para avaliar a variagdo do teor de HPA com

baixas e altas massas molares nas amostras de peixes analisadas.
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Assim, uma matriz foi montada contendo as concentracdes de naftaleno, 2-
metilftaleno, acenaftileno, 1-metilftaleno, acenafteno, fenantreno, antraceno, fluoranteno e
pireno, obtidas pelo método UE-AA-LLME. Enquanto que as concentraces de
benzo[a]fluoranteno, benzo [a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno, dibenz[a,h] antraceno e
benzo[g,h,i]perileno foram obtidas pelo método MSPD, e dispostas em outra matriz.

Na Figura 37-a e b, os graficos de PC1 versus PC2 e PC1 versus PC3 mostram que a
composicdo de HPAs nas amostras de pampo (PP1, PP2 e PP3) e de saramunete (SP4) é a
mais distinta entre as demais. Esta diferenga é atribuida principalmente aos niveis mais
elevados de naftaleno, acenaftileno, fluoreno e fenantreno nesta espécie (ver Figura 37-c e d).
As amostras de tainha (TP1) e oparo (O3) apresentam perfil quimico mais semelhante entre si
devido a semelhanca nas concentracdes de naftaleno e fenantreno. A alta concentragdo de
HPAs no peixe pampo pode estar relacionada ao seu alto teor de gordura (HE et al., 2019),
que é superior a 7% no seu masculo. As amostras de pompons e de peixes oparu foram
semelhantes entre si, como pode ser visto na Figura 37-a. Nessas espécies, foi observado
maior teor de gordura durante o preparo da amostra (ESPITIA-MANRIQUE et al., 2017; HE
et al., 2019). Esta analise RobPCA indica que HPAs de baixa massa molar tendem a
bioacumular em tecidos com maior teor de gordura (JIN et al., 2021), como ocorre com 0sS

pOiXes pampo e oparu.
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Figura 37- Graficos de score para (a) PC1 vs. PC2, (c) PC1 vs. PC3 e gréficos Biplot para (c) PC1 vs. PC2 e (d)
PC1 vs. PC3 para os HPAs de baixa massa molar extraidos de amostras de peixes com método EU-AA-LLME.
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A Figura 38 mostra os resultados do RobPCA para os HPAs de alta massa molar extraidos
com o método MSPD para as amostras de peixes. Os valores imputados sdo apresentados no
APENDICE E. Pode-se observar que as mesmas amostras de pampo (PP1, PP2 e PP3) e a
amostra de oparu (O3) apresentam maiores teores de HPAs, principalmente fluoranteno e pireno.
Para os HPAs de alta massa molar, as amostras de cavala (CV4A e CV12) também apresentam
maior concentracdo de fluoranteno e pireno. No entanto, a concentragdo de HPAs de alta massa
molar ndo diferiu daquela de baixa massa molar. Este resultado sugere que a bioacumulacdo de
HPAs de alta massa molar ocorre independente do teor de gordura do peixe (LOURENCO et al.,
2023), provavelmente devido ao maior nimero de anéis aromaticos que podem apresentar maior
afinidade mesmo com menor quantidade de gordura presente no filé de peixe. Assim, a analise de
PCA sugere que as espécies gordurosas apresentam maior bioacumulacdo de HPAs,

principalmente para aquelas com baixas massas molares.
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Figura 38- Grafico de scores (a) PC1 vs. PC2 vs. PC3 e Gréficos biplot (b) PC1 vs. PC2 e (c) PC1 vs. PC3 para
os HPAs de alta massa molar extraidos de amostras de peixes com o método de MSPD.

(@)
2
1.5
S
4] s
«w 05 ®*  xa7
=
o 0 ®
-4
-0.5 CV6L
-1 . Ccv4s
.
< 2
%
% 0
3
e >
Biplot
(b) %
XA?
1
cvas e
o v
f-s
s
cvsl Pl
1 CV4aA
PP3
3 2 1 0 2 3
PCI1 (48.31%)

PP1
.

03

cviz  CV4A

TP3

-1 ’ %-3‘“/0\
4 W
vC
5 Biplot
2 (C) I
P
1.5 —
s 1 . o
@
o
=00, =
§] P
= o K_\‘
-0.5
V
-1
3 2 1 0 1 3
PC1 (48.31%)

4.5 EXTRACAO DE FTALATOS EM AGUAS COM USO DE SOLVENTES EUTETICOS

(DES) E ANALISE POR HPLC-UV

4.5.1 Sintese de DES e método de extracéo

As quinze composicdes eutéticas avaliadas, foram baseadas nos trabalhos indicados no

Quadro 3, tendo sido aplicadas a extracdo de ftalatos em aguas, suco, chas ou leite.

Quadro 3- Misturas eutéticas avaliadas para extracdo de ftalatos em bebidas e 4guas residuais

Composic¢ao para sintese do DES

Referéncia

Propilenoglicol: cloreto de colina: 4gua (1:1:1)
Glucose: cloreto de colina: agua (2:5:5)
Acido lactico: glucose: dgua (5:1:3)

EL ACHKAR; FOURMENTIN; GREIGE-GERGES,
2019

Mentol: &cido laurico (1:1)

WANG, et al., 2020
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Mentol: timol (2:1)

SANTANA-MAYOR et al., 2021

Mentol: p-citronelol (1:1)
Mentol: &cido lactico (1:1)
Mentol: &cido acético (1:1)
Cénfora: &cido formico (1:1)
Timol: B-citronelol (1:1)

FAN et al., 2021

Cloreto de colina: etilenoglicol (1:2)
Cloreto de colina: acido acético (1:2)
Cloreto de colina: glicerol (1:2)
Cloreto de colina: ureia (1:2)

SANTANA-MAYOR et al., 2020

Mentol: &cido estedrico (1:1)

KAUL; QADAH; DIETZ, 2019

As misturas foram preparadas adicionando-se as propor¢des molares calculadas para

cada reagente, dentro de um Erlenmeyer sob agitacdo magnética. As composic¢des euteticas

foram aquecidas a 80°C sob agitacdo, até a formacdo de um liquido transparente homogéneo.

Nestes casos 0 aquecimento foi realizado diretamente na chapa de aquecimento sob agitacéo,

como adaptacdo ao procedimento original de aquecimento em sistema banho-maria (EL
ACHKAR; FOURMENTIN; GREIGE-GERGES, 2019). As misturas de composicao ternaria

com a agua foram levadas a aquecimento até 50 °C. A Figura 39 mostra a montagem do

experimento realizado.

Figura 39 - Montagem do sistema para preparo das misturas eutéticas, consistindo de chapa de aquecimento e
sistema de agitacdo magnetica.

Foto: A autora (2024)
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ApoGs sintese, foi realizado o teste visual de estabilidade térmica a temperatura
ambiente, onde os Erlenmeyers contendo os DES foram vedados com tampa e deixados em
repouso na bancada durante o fim de semana. Foram consideradas estaveis as misturas que
permaneceram em estado liquido. Para avaliar a solubilidade em meio aquoso, foram
transferidos para um tubo cénico, 1 mL do DES e 10 mL de &gua destilada. Nos casos de
insolubilidade foram formadas duas fases, com o solvente eutético na fase superior, como

ilustra a Figura 40.

Figura 40 - Teste para avaliar a solubilidade do solvente eutético em &gua. Sendo estes DES menos densos que a
agua, eles se depositam na fase superior do tubo

¥

O Quadro 4 retne o resultado das observacGes para os testes de estabilidade a
temperatura ambiente e de solubilidade em agua. Dentre as op¢des avaliadas, as misturas que
apresentaram o0s melhores resultados e foram reservadas para as etapas seguintes do
experimento foram: mentol: B-citronelol (1:1) (abreviada como MENCIT), timol: B-citronelol
(1:1) (abreviada como TIMCIT) e mentol:timol (2:1) (abreviada como MENTIM).
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Quadro 4 - Testes de estabilidade realizado nas misturas eutéticas, baseados na inspecéo visual

Mistura Estabilidade a temperatura Solubilidade em agua
ambiente

Acido lactico: glucose: 4gua (5:1:3) X *

Cénfora: &cido férmico (1:1) X%

Cloreto de colina: polietilenoglicol (1:2) X *

Cloreto de colina: acido acético (1:2)

Cloreto de colina: glicerol (1:2)

Cloreto de colina: ureia (1:2) X

Glucose: cloreto de colina: agua (2:5:5)

Mentol: &cido acético (1:1) X X

Mentol: &cido estearico (1:1) X X

Mentol: &cido lactico (1:1)

Mentol: &cido laurico (1:1) X X

Mentol: p-citronelol (1:1) X

Mentol: timol (2:1) X

Propilenoglicol: cloreto de colina: agua (1:1:1)

Timol: B-citronelol (1:1) X

*Apds repouso durante o fim de semana, na bancada.

** Houve a gelificacdo da mistura eutética quando em contato com a agua.

A escolha de DES de baixa solubilidade em agua dispensa uso de agente emulsificante
como THF (OZGUR et al., 2023; SANTANA-MAYOR et al., 2020) tornando a sintese ainda

mais “sustentavel”. Isto motivou a busca de uma metodologia de referéncia, a titulo de

comparacdo, em que o solvente extrator também fosse coletado na fase superior do tubo

conico.
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Método de extracao

e Extragdo com DES

Com base neste procedimento para extracdo LLH, foram estabelecidas as etapas para
extragdo com os DES: MENCIT, TIMCIT e MENTIM. Inicialmente foi preciso realizar um
estudo para definir a quantidade adequada de sal na etapa de salting-out. Os testes foram
conduzidos em &gua destilada.

Para isto, foram feitos testes em tubos conicos de 15 mL, adicionando-se 10 mL de
agua destilada, 25 uL de solucdo do padrdo de ftalatos 0,01 mol L (em etanol), 1 mL do
solvente eutético (MENCIT, TIMCIT ou MENTIM). Em seguida, foram adicionadas 0,1,
0,25 ou 0,59 de NaCl — correspondendo a 1,0, 2,5 e 5,0 % (m v) de NaCl, respectivamente.
Tambem foi feito um teste na auséncia do sal. Os tubos foram submetidos a agitacdo por
vortex (2 min), seguido de centrifugacdo durante 5 min. Por fim, as respectivas fases
organicas foram coletadas, armazenadas em vials e mantidas sob refrigeracdo até o momento
da anélise por HPLC.

Os resultados das anélises por HPLC séo apresentados na Tabela 11. Nos testes de
recuperacdo de DBP, DEP e DMP em aliquotas de agua e extraidos por solventes eutéticos,
observa-se que a presenca de sal nas amostras realmente favorece a migracdo dos analitos
para a fase eutética, permitindo maiores percentagens de recuperacdo na presenca de NacCl.

Dentre as condicdes estudadas, o melhor desempenho de extracéo foi observado para o
uso da mistura mentol: B-citronelol (1:1) (MENCIT) e posterior adi¢do de 2,5% (m v') de
NaCl para promover a migracdo dos analitos para a fase do DES, alcancando percentuais de
recuperacdo elevados, entre 95 — 98%, para os ftalatos investigados. A melhor condicéo foi
posteriormente aplicada para extracdo de ftalatos em amostras de aguas residuais e bebidas,

ampliando-se também o numero de ftalatos avaliados.

Tabela 11 — Avaliagdo da etapa de salting-out, para extracdo com solventes eutéticos

Composicdo DBP DEP  DMP
MENCIT 0% NaCl 92% 93% 94%
MENCIT 1% NaCl 94% 92% 95%

MENCIT 2,5% NaCl 98%  95%  97%
MENCIT 5% NaCl 98% 93% 94%
TIMCIT 0% NaCl 93% 91% 96%

TIMCIT 1% NaCl 90% 93% 94%




TIMCIT 2,5% NaCl 94% 95% 95%
TIMCIT 5% NaCl 95% 97% 95%
MEMTIM 0% NacCl 87% 83% 86%
MEMTIM 1% NacCl 89% 88% 84%
MEMTIM 2,5% NaCl 90% 93% 92%
MEMTIM 5% NaCl 94% 94% 95%

4.5.2 Validagdo dos métodos cromatogréficos
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A Tabela 12 reune os parametros avaliados para a validacdo do método de HPLC-UV

para extracdo de ftalatos por DES. Nesta Tabela observa-se que o ajuste linear avaliado foi

bastante elevado para todos os ftalatos, com valores de R?> 0,99. Considerando-se BBP, DBP,
DEP, DEHA, DEHP, DiBP e DMP foram obtidos LD na faixa 0,6 — 2,1 pug L™ e LQ na faixa

2 — 7 ug L. Avaliando-se a precisdo da técnica, o0 RSD variou na faixa de 2,45 — 14,21% ,

enquanto que para a precisao intermediaria, a percentagem variou na faixa 2,36 — 16,98 % .

Para realizar os testes de repetibilidade e precisdo intermediaria, foram usadas solugdes

padrdo 10 pg L

Tabela 12 - Pardmetros de validagéo do método HPLC-UV, para determinag&o de ftalatos

Precisdo Coefici
LD LQ Repetibilidade Intermediaria 0€ |c_|ent<i
Determinacao

Composto  (S/N=3,3, ug L%)  (S/N=10, ugL?)  (n=6, RSD %)  (n=18, RSD %) (R?
BBP 0,6 2 11,32 13,11 0,995
DBP 0,6 2 14,21 15,67 0,992
DEP 0,6 2 4,89 8,28 0,991
DEHA 1,5 5 3,21 2,36 0,996
DEHP 1,5 5 2,45 3,21 0,987
DiBP 0,6 2 5,89 16,98 0,991
DMP 2,1 7 7,21 8,21 0,995

Em paralelo, a Tabela 13 mostra os parametros de linearidade avaliados para o

método GC-MS/MS aplicado a andlise de ftalatos, com base no protocolo ja descrito na
literatura (PEREIRA; CUNHA; FERNANDES, 2023), onde foram utilizados solventes
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organicos convencionais (n-hexano + etanol) para extracdo por DLLME. Foi utilizada uma
curva de calibragdo na faixa de concentragdo 1 — 500 pg L? de ftalatos. Esta metodologia foi
adotada para fins de comparacdo com o método desenvolvido com o uso de DES e HPLC-
uv.

Tabela 13- Parametros de linearidade para método GC-MS/MS, para determinacgéo de ftalatos

o o ot

Composto  (S/N=3,3, ug L1)  (S/N=10, ugL?) (R?)
BBP 0,5 0,6 0,998
DBP 0,5 0,6 0,999
DEP 0,5 1,5 0,994
DEHA 0,5 0,6 0,998
DEHP 0,5 0,6 0,998
DiBP 0,5 1,5 0,998
DMP 0,5 1,5 0,998

Embora tenham sido alcangados LD mais baixos para os analitos, vale destacar que o0 método
de extracdo por DLLME envolveu o uso de reagentes toxicos, e que equipamentos de GC-
MS/MS séo mais caros e mais dificilmente encontrados em laboratérios de rotina; tornando
esta alternativa mais dispendiosa. Por outro lado, o uso dos DES na extracao de ftalatos é uma
alternativa verde, sustentavel e pratica, porém a alta viscosidade e alto ponto de fusdo tornam
a separacdo e determinacdo possivel apenas por técnicas de cromatografia liquida, o que

também exige maior consumo de solventes organicos como fase mavel.

4.5.3 Analise de amostras reais, por HPLC-UV e GC- MS/MS

Aquas residuais

Foram coletadas quatro amostras na ETAR do Freixo, no Porto (Figura 41), antes e
apos o tratamento na unidade, a fim de monitorar o efeito das etapas de limpeza na remocao
de BBP, DBP, DEP, DEHA, DEHP, DiBP e DMP.
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Figura 41- Estacdo de Estaco de Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) do Freixo, situada na margem norte
do Rio Tinto, no Porto, Portugal.

Fonte: A autora (2024)

Na ETAR foram realizadas coleta antes e ap0s a Estacdo de Tratamento, permitindo
monitorar o efeito das etapas de limpeza na remocdo de BBP, DBP, DEP, DEHA, DEHP,

DiBP e DMP. Os resultados obtidos para a primeira coleta, por HPLC, sdo sumarizados na

Tabela 14.

Tabela 14- Analise do teor de ftalatos, apos extracdo por DES e analise por HPLC, em amostras coletadas na
Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais do Freixo (ETAR)

DEP DBP DEHP BBP DiBP DEHA DMP

Periodo Ponto de
AMOSIragem (g 1Y) (ugl? (mgl?h) (gl (gl (gl (glh

NOV/2023 Entrada da ETAR 3,55 <0,6 <15 <06 2,67 <15 <21

Saida da ETAR <0,6 <0,6 <15 <06 <06 <15 <21
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Na Tabela 15 encontram-se os resultados obtidos para as leituras por GC-MS/MS,

apos extracdo por DLLME.

Tabela 15- Analise do teor de ftalatos, apos extracdo por DLLME e analise por GC-MS/MS, em amostras
coletadas na Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais do Freixo (ETAR)

Periodo DEP DBP DEHP BBP DiBP DEHA  DMP

Ponto de
Amostragem g 1Y) (uglh) (uglY)  (glY (glY) el (ugl?

NOV/2023 Entrada da ETAR 3,55 0,67 2,63 <0,05 2,67 <0,05 0,08
Saida da ETAR <0,05 <0,05 0,15 <0,05 <005 <005 <0,05
MAI/2024 Entrada da ETAR 3,35 0,68 2,51 <0,05 2,35 <0,05 0,07

Saida da ETAR <0,05 <0,05 0,07 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Dentre os ftalatos analisados nas aguas residuais empregando HPLC (Tabela 14), foi
determinada a presenca de apenas DEP (3,55 ug L) e DiBP (2,67 ng L) no ponto de entrada
na ETAR. Na saida na Unidade, todos os ftalatos estudados tornam-se indetectaveis pelo
método proposto. As analises realizadas por GC (Tabela 15) indicam a presenca de DEP e
DiBP em teores concordantes aos obtidos por HPLC (Tabela 14) para o mesmo periodo.
Além disto, também identificaram a presenca de DMP (0,08 pg L) e DBP (0,67 pug L™?) na
entrada da ETAR. Comparando-se os resultados listados na Tabela 15, ndo houve diferenca
significativa entre os teores de ftalatos quantificados em novembro/2023 e maio/2024.

Dentre os compostos, o adipato de di-(2-etil-hexila), DEHA, também foi investigado
por ser um substituto dos ftalatos bastante reconhecido, amplamente utilizado como
plastificante em filmes de PVC para confeccdo de materiais que acondicionam alimentos
(ESTEVES; BORGES; ABRANTES; et al., 2007).

A Tabela 16 relne teores de ftalatos encontradas por outros autores, antes e apos o
tratamento realizado nas respectivas estacfes de tratamento. Varios trabalhos na literatura
mostram que o DEHP ¢ o ftalato mais abundante em aguas residuais e que os métodos de
extracdo de ftalatos propostos alcangcam percentagens de recuperacdo superiores a 85%,
empregando os meétodos de extracdo em fase sOlida ou extracdo liquida com solventes

convencionais.
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Tabela 16 - Teores de ftalatos em aguas residuais, antes e ap6s tratamento na ETAR, conforme determinado por
outros autores.

Ponto de DEP DBP DEHP BBP DiBP DMP Métodologia e
Amostragem (ng L-l) (ng L-l) (ng L-l) (ng L-l) (ng L-l) (ng L-l) Referéncia
Entrada da <0,004 - <0,009 <0,0008 <0,0009- <0,007
ETAR 4,05 _656 - 1433 93,1 ~ 4,93 *HS‘SP'\gfm_e)_ GC-MS.
(KOTOWSKA;
Saida da <0,004-  <0,002  <0,002 <0,001- <0,108 KAPELEWSKA,;
ETAR 3,26 -3658 -27,1 76,2 - 6,50 SAWCZUK, 2020)
E”é;azi{da 0,20 0,14 1,2 0,05 <0,05
SPE - GC-MS
Fonte: (ANNE;
Saida da PAULAUSKIENE, 2021)
ETAR <0,05 <0,05 0,07 <0,05 <0,05
Entrada da LE (hexano: 85% +
ETAR 7,71 1,10 22,46 112 0,82 diclorometano: 15%) e
purificacdo com cartucho
de Florisil® > GC-
Saida d S0P
E‘T ZR"‘ 0,78 0,15 5,02 0,30 nd* Fonte:
(DARGNAT et al., 2009)
Ené[?g?? da 15,50 10,58 28.38 7.33 LE (hexano: 80% e
diclorometano: 20%) e
purificacdo com cartucho
de alumina - GC-MS
Saida da Fonte: (GANI; RAJPAL;
ETAR 2,48 2,93 4,86 1,56 KAZMI, 2016)

Extragdo a liquido (LE); * Microextracdo em Fase Sélida do Espago Livre (HS-SPME); ** ECD: detector de captura de
elétrons. ETAR: Estacdo de tratamento de 4gua. nd*: ndo determinado.

Na Tabela 16, observa-se que os teores de ftalatos determinados apés tratamento é
expressivamente menor quando comparados aos teores antes do tratamento. Em situacfes em
que a concentracdo dos ftalatos é significativamente maior na saida da Estacdo (por exemplo,
o teor de DBP ser 365,8 pg L), KOTOWSKA e colaboradores (2020) atribuem este fato, a
fatores como: a amostragem inadequada, uso de produtos quimicos como coagulantes que
podem conter ftalatos, ou mesmo devido a adsorcdo do DBP pelo lodo ativado durante o
tratamento e posteriormente dessorcdo na agua residual tratada de um lote diferente de esgoto
(KOTOWSKA; KAPELEWSKA; SAWCZUK, 2020).

Em comparagdo com os teores de ftalatos determinados no presente estudo (vide
Tabelas 14 e 15), observa-se que apenas a concentracdo de DEP determinado na entrada da
ETAR do Freixo (3,55 ug L) se aproxima dos valores determinados por KOTOWSKA e

colaboradores (2020), para amostras coletadas na entrada de ETARS na Poldnia (4,05 pg L).
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Os resultados destes estudos indicam que a quantificacdo e remocéo eficiente dos
ftalatos, permanece como um desafio significativo no &mbito ambiental devido a sua elevada
persisténcia e toxicidade. Esses contaminantes persistem mesmo diante de avancos na
implementacdo de estratégias para aprimorar seu monitoramento e remo¢do em sistemas

aquaticos e aguas residuais.

Bebidas do comércio local

Os métodos para analise de ftalatos por HPLC-UV e GC-MS/MS foram aplicados a
dezessete amostras de bebidas comercializados em mercados locais do Porto, acondicionadas

em diferentes embalagens, como mostra a Figura 42.

Figura 42 - Bebidas adquiridas no comécio local do Porto, utilizadas para analise dos ftalatos. Foram avaliados
sucos, chas gelados, cafés e refrigerantes, acondicionados em recipientes de metal, plastico e/ou papel

PLEASE,
DO NOT TROW TIPS IN THE COMMON TRASH
CONTAINERS.
USE THE YELLOW OR RED CONTAINERS

Fonte: Autora (2024)

As concentracfes obtidas de DEP, DBP, DEHP, DMP, BBP, DiBP, e DEHA quantificadas

pelo método de extracdo por DES e analise por HPLC s&o listadas na Tabela 17.
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Tabela 17 — Concentrag@es de ftalatos (g L) em bebidas comercializadas no Porto, apds extragdo com DES e
detec¢do por HPLC-UV

erthI)g:)agzm Temperatura Amostras DEP DBP DEHP DMP BBP DiBP DEHA
Suco de laranja <0,6 <06 3,89 <21 <06 <06 3,44
HDPE Suco de Limao <0,6 5,21 <15 <21 <06 <06 12,23
(P?jlée;::gﬂo Ambiente Suco maca <06 <06 <15 <21 <06 <06 13,21
densidade) Cha gelado péssego <06 <06 412 <21 <06 445 711
Cha gelado limao <0,6 <0,6 3,91 <21 <06 5,43 5,29
PET )
(polietileno Ambiente Agua consumo <0,6 <0,6 <15 <21 <06 <06 <15
tereftalato)
Agua consumo <0,6 <0,6 <15 <21 <0,6 <0,6 <15
Suco de laranja <0,6 <0,6 8,11 <21 <0,6 2,28 3,11
Vidro Ambiente
Suco de maca <06 <06 <15 <21 <06 <06 <15
Suco de ananas <06 <06 <15 <21 <06 <06 <15
Suco de laranja <0,6 3,11 3,25 <21 <0,6 <0,6 12,78
Cartdo
(interior Ambiente Suco de maca <0,6 2,34 <15 <21 <0,6 <0,6 <15
aluminio)
Suco de ananas <0,6 <06 12,43 <21 <06 <06 12,83
PET
(polietileno 80° C Café <0,6 8,29 28,11 <21 6,11 <0,6 31,82
tereftalato)
PET
(polietileno 80° C Cha <0,6 7,21 29,15 <21 7,89 <0,6 25,67
tereftalato)
Papel 80° C Café <0,6 <0,6 <15 <21 <06 <06 <15
Papel 80°C Chéa <0,6 <06 <15 <21 <06 <06 <15

A Tabela 18 relne os resultados obtidos para a analise de algumas das mesmas

amostras, mas submetidas a extracdo por DLLME e leitura por cromatografia gasosa.
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Tabela 18 — Concentrag@es de ftalatos (g L) em bebidas comercializadas no Porto, apds extragdo com
DLLME e deteccdo por GC-MS/MS

Tipo de .
embalagem Temperatura Amostras DEP DBP DEHP DMP BBP DiBP DEHA
Suco de laranja
HDPE Suco de Limao 27,29 8,74 5,17 < 0,05 6,31 3,98
(Polietileno .
elE Ambiente Suco maga 0,74 1,19
densidade) Cha gelado péssego
Cha gelado limao <005 <005 0,61
PET i
(polietileno Ambiente Agua consumo
tereftalato)
Agua consumo 1884 3,13 <005 <005 <005 <005 1,01
Suco de laranja <0,05 1,54 1,12
Vidro Ambiente

Suco de maca
Suco de ananas

Suco de laranja

Cartdo
(interior Ambiente Suco de maca
aluminio)
Suco de ananas 10,38 3,88 261 <005 436 2,14 2,32
PET
(polietileno 80° C Café 100,81 10,02 7,12 <0,05 5,26 5,95
tereftalato)
PET
(polietileno 80° C Cha
tereftalato)
Papel 80° C Café
Papel 80° C Cha

Comparando-se os resultados dispostos nas Tabelas 17 e 18, observamos que, em
geral, os maiores teores de ftalatos foram detectados apods extracdo por DLLME e detec¢édo
por GC-MS/MS. A extracdo por DLLME, de fato, promove maior pré-concentracdo dos
analitos, porém faz uso de solventes organicos toxicos (hexano+ etanol), sendo necessario
maior cuidado a satde do operador e do descarte dos rejeitos gerados (NIU et al., 2023). Em
comparacdo a técnica de deteccdo, o detector de GC-MS/MS permite alcancar limites de
deteccdo mais baixos e fornece informacdo estrutural dos compostos (ANKARBERG-
LINDGREN; DAHLGREN; ANDERSSON, 2018), o que também explica maiores
concentragdes de ftalatos em algumas bebidas e a detecgdo de DEP e DMP, que ndo foram
identificados por HPLC.

Em relacdo aos limites considerados aceitaveis para ftalatos em alimentos pela

Diretiva da Comissdo Européia N° 10/2011 (EU, 2011), observamos que o método proposto
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com o uso dos DES (Tabela 17) identificou concentracbes de DBP superiores ao aceitavel
(0,3 pg pg L) para: café acondicionado em embalagem de PET (8,29 pg L), cha gelado em
embalagem de PET (7,21 pg L) e sumo de lim4o em embalagem de HPDE (5,21 pg L™). As
maiores concentracdes de DEHP superiores ao aceitavel (1,5 pg L) foram observadas para:
cha gelado em embalagem de PET (29,15 pg L), café acondicionado em embalagem de PET
(28,11 pg L) e sumo de ananas em embalagem de cartdo (12,43 pg L™). Nenhuma das
amostras apresentou teores acima do permitido para BBP (30 pg L™). Isto corrobora com o
esperado; em que as maiores concentracdes de ftalatos tenderiam a serem encontradas em
bebidas acondicionadas em embalagens plasticas.

Uma anélise analoga com os dados da Tabela 18 mostra que as maiores concentracdes
de DBP superiores ao aceitavel (0,3 pg L) foram observadas para: café acondicionado em
embalagem de PET (10,02 pg L), sumo de limdo em embalagem de HPDE (8,74 ug L) e
sumo de ananas em embalagem de cartdo (3,88 pg L™). As maiores concentragdes de DEHP
superiores ao aceitdvel (1,5 pg L) foram observadas para: café acondicionado em
embalagem de PET (7,12 pg L-1), suco de limdo em embalagem de HPDE (5,17 pug L) e
suco de ananas em embalagem de cartdo (2,61 pg L™). Nenhuma das amostras apresentou
teores acima do permitido para BBP (30 pg L™). Estas observacdes confirmam que as maiores
concentragdes de ftalatos se encontram em bebidas acondicionadas em embalagens pléasticas,

e também acende o alerta para embalagens de cartdo interiormente revestidas com aluminio.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este estudo desenvolveu duas metodologias de extragdo para quantificar HPAs
prioritarios, com baixo e alto peso molecular, em amostras complexas de peixes coletadas das
praias de Pernambuco entre 2021 e 2022; ap6s derramamento de 6leo. As 24 amostras de
peixes, que variaram em composi¢do e teor de gordura, demonstraram que as técnicas
combinadas de UE-AA-LLME e MSPD recuperaram eficazmente HPAs, alcangando taxas
médias de recuperacdo entre 60% e 120%, baseado no Regulamento (EC) N° 627/2006 da
Comissao Européia (EU, 2006b).

Notavelmente, 0 método MSPD se destacou na extracdo de HPAs de alta massa molar,
incluindo fluoranteno, pireno e benzo[a]pireno, enquanto UE-AA-LLME foi mais eficiente
para HPAs de baixa massa molar, como naftaleno e fenantreno. E importante ressaltar que a
analise revelou que os niveis de benzo[a]pireno estavam abaixo de 2,0 pug kg, e o total de
benzo[a]pireno, benz[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno e criseno permaneceu abaixo de 12 pg
kg ~'. Estes resultados indicam que os peixes adquiridos localmente nédo representam riscos
para a saude de acordo com o Regulamento da Comissdo Europeia n.° 835/2011, e demonstra

uma reducdo significativa nos riscos relacionados com a contaminacédo por petréleo na regiéo.

Na segunda parte do trabalho foi apresentada uma estratégia para extracdo de ftalatos
em aguas, com teores de recuperacdo entre 95 — 98% para DBP, DEP e DMP, utilizado o DES
de composicdo mentol: citronelol (1:1) como solvente extrator e deteccdo por HPLC-UV. A
abordagem de extracdo com DES foi comparada com o uso de solventes convencionais (n-
hexano + etanol) e deteccdo por GC-MS/MS; e as diferentes estratégias mostraram que as
maiores concentracfes de ftalatos se encontram em bebidas acondicionadas em embalagens
plasticas, acendendo também o alerta para embalagens de cartdo interiormente revestidas com
aluminio. Além disto, a analise de amostras de aguas residuais indicou que o sistema de
tratamento da ETAR avaliada é eficiente na remocéo de ftalatos.

Como perspectiva, propbe-se 0 preparo e analise de um maior nimero de amostras
pelo método de DLLME — GC-MS/MS a fim de se comparar com 0s resultados obtidos pelo
método proposto de DES — HPLC, e avaliar mais detalhadamente o processo de extracdo de
ftalatos por DES, visto que ainda é pouco explorado na literatura. A proposta do grupo de
pesquisa local é seguir com o monitoramento dos teores de ftalatos na ETAR do Freixo e,

para isto novas coletas serdo realizadas.
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APENDICE A

Tabela A.1 - Amostras de peixe avaliadas no estudo

Espécie Caodigo Local de coleta Data
Cavala CcVv2 Maracaipe 13/Jun/2021
Cavala CVA4A Serinhaém 13/Jun/2021
Cavala CV7A Serinhaém 13/Jun/2021
Cavala CVS8A Serinhaém 13/Jun/2021
Cavala CV11A Serinhaém 13/Jun/2021
Cavala CV12 Pina 15/Dez/2022
Cavala CV48 Serinhaém 13/Jun/2021
Cavala CV61 Maracaipe 13/Jun/2021
Oparu 03 Serinhaém 13/Jun/2021
Oparu 06 Serinhaém 13/Jun/2021
Oparu 09 Serinhaém 13/Jun/2021
Pampo PP1 Itamaraca 15/ Abr/2022
Pampo PP2 Itamaraca 15/ Abr/2022
Pampo PP3 Itamaraca 15/ Abr/2022
Saramunete SP1 Itamaraca 15/ Abr/2022
Saramunete Sp2 Itamaraca 15/ Abr/2022
Saramunete SP3 Itamaraca 15/ Abr/2022
Saramunete SP4 Itamaraca 15/ Abr/2022
Tainha TP1 Maria Farinha 15/ Abr/2022
Tainha TP2 Maria Farinha 15/ Abr/2022
Tainha TP3 Maria Farinha 15/ Abr/2022
Xaréu XA2 Maracaipe 13/Jun/2021
Xaréu XA7 Maracaipe 13/Jun/2021
Xaréu XA11l Maracaipe 13/Jun/2021
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APENDICE B

Tabela B.1 - Praias pernambucanas afetadas pelo derramamento de éleo bruto em 2019

Localidade Municipio Avistamento
Praia de Dell Chifre Olinda 02/set
Praia do Janga Paulista 02/set
Suape Ipojuca 02/set
Pau Amarelo Paulista 02/set
Conceicdo Paulista 02/set
Maria Farinha Paulista 02/set
Praia do Forte Orange Ilha de ltamaraca 02/set
Praia de Nossa Senhora do O Ipojuca 02/set
Praia de Gamboa Ipojuca 02/set
Porto de Galinhas Ipojuca 02/set
Piedade Jaboatdo dos Guararapes 03/set
Candeias Jaboatéo dos Guararapes 03/set
Boa Viagem Recife 03/set
Carneiros Tamandaré 03/set
Praia do Paiva Cabo de Santo Agostinho 04/set
Praia Ponta de Pedras Goiana 07/set
Tamandaré Tamandaré 07/set
Catuama Goiana 07/set
Séo José da Coroa Grande S&0 José da Coroa Grande 25/set
Praia do Reduto Tamandaré 15/out
Ponta da Gameleira Sirinhaém 18/out
Ponta das llhotas Barreiros 18/out
Ilha de Santo Aleixo Sirinhaém 19/out
Praia da Enseada dos Corais Cabo de Santo Agostinho 24/out
Praia de Jaguaribe Ilha de Itamaracé 24/out
Barra da Jangada Jaboatdo dos Guararapes 24/out
Praia de Gaibu Cabo de Santo Agostinho 24/out
Praia de Itapuama Cabo de Santo Agostinho 24/out
Pontal do Jaguaribe Ilha de Itamaracé 25/out
Praia de Quatro Cantos Ilha de Itamaracé 25/out
Praia de Muro Alto Ipojuca 25/out
Praia da Barra de Sirinhaém Sirinhaém 25/out
Nossa Senhora do O Paulista 27/out
Vérzea do Una Barreiros 28/out
Praia do Sossego Ilha de Itamaracé 28/out
Praia do Pontal de Maracaipe Ipojuca 28/out
Praia do Cupe Ipojuca 29/out
Praia do Porto Barreiros 29/out
Ilha do Francés/Suape Ipojuca 31/out
Praia da Boca da Barra Tamandaré 01/nov
Praia de Camboa Ipojuca 04/nov
Praia de Porto de Galinhas Ipojuca 04/nov
Praia de Muro Alto Ipojuca 04/nov
Praia da Barra da Jangada Jaboatdo dos Guararapes 04/nov




Praia da Barra de Sirinhaém Sirinhaém
Praia de Guaiamum Sirinhaém
Praia da Pedra Sirinhaém
Praia do Paiva Cabo de Santo Agostinho
Praia de Muro Alto Ipojuca
Praia de Gaibu Cabo de Santo Agostinho
Praia do Paiva Cabo de Santo Agostinho
Praia da Boca da Barra Tamandaré
Praia de Junga Paulista

Abreu do Una

S&o José da Coroa Grande

06/nov
06/nov
07/nov
10/nov
11/nov
11/nov
11/nov
15/nov
23/nov
28/nov

Fonte: IBAMA. (Acesso em Agosto/2022)
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APENDICE C

Efeito de matriz avaliado para os HPA, nos métodos DLLME, DLLME com ultrassom e
QUEChERS.
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APENDICE D

Tabelas de anélise de variancia e graficos de residuos

Naftaleno

Analise de variancia

137

10 f

Fonte Soma dos quadrados |G.L. [Média quadratica |F-Calculado P-Valor
Modelo 359,3 1 359,3 2914,9 0,00
Residual 4,9 40 (01
Total (Corr.) 364,3 41
* G.L. = grau de liberdade
Residual Plot
Naftaleno = -0,266444 + 0,0142124*Conc = : : ————r :
C . 1L ]
L 5 ]
r 1 = - \ ]
-8 L 4
r 1 % 0Or ' 7
o C i
x r ]
L — s ' ]
[ ] 2L, .
0 200 400 600 800 1000 -1 1 3 5 "
Conc Predito
2-metilnaftaleno
Andlise de variancia
Fonte Soma dos quadrados |G.L. |Média quadratica |F-Calculado |P-Valor
Modelo 314,8 1 314,8 3229,9 0,00
Residual 3,6 37 0,1
Total (Corr.) 3184 38




1-metilnaftaleno

2-metilnaftaleno

12

10

10
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2-metilnaftaleno = -0,398043 + 0,009848888*Conc Residual Plot
__I ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ‘ ' ' ' ' ' ' ] 2.6 .y T T T T _]
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Conc -04 1.6 3.6 5.6 7.6 9.6
Predito
1-metilnaftaleno
Analise de variancia
Fonte Soma dos quadrados  |G.L. |Média quadratica |F-Calculado |P-Valor
Modelo 267,3 1 267,3 3267,5 0,00
Residual 3,0 37 0,1
Total (Corr.) 270,4 38
*G.L.= grau de liberdade
1-metilnaftaleno = -0, 359861 + 0,00907571*Conc Residual Plot
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T_] 28 __' T T T T '__
- 1 s :
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Conc Predito
Acenaftileno
Analise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadréatica F-Calculado |P-Valor
Modelo 260,1 1 260,1 2437,2 0,00
Residual 43 40 0,1
Total (Corr.) 264,3 41

*G.L.= grau de liberdade
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Acenafteno
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Acenaftileno = -0,317706 + 0,012091*Conc Residual Plot
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Conec Predito
Acenafteno
Andlise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado [P-Valor
Modelo 91,1 1 91,1 2533,6 0,00
Residual 14 40 0,0
Total (Corr.) 92,6 41
Acenafteno = -0,181785 + 0,00715706*Conc Residual Plot
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Conc Predito
Fluoreno
Analise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado |P-Valor
Modelo 116,3 1 116,3 2323,5 0,00
Residual 2,0 40 0,1
Total (Corr.) 118,3 41
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Fluoreno = -0,209836 + 0,00808622*Conc Residual Plot
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Conc :
Predito
Fenantreno
Analise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado |P-Valor
Modelo 196,2 1 196,2 1988,9 0,00
Residual 3,4 34 0,1
Total (Corr.) 199,6 35
Fenantreno = -0,418027 + 0,0112782*Conc Residual Plot
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Conc Predito
Antraceno
Andlise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado |P-Valor
Modelo 202,2 1 202,2 17177 0,00
Residual 40 34 0,1
Total (Corr.) 206,2 35
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Antraceno

Fluoranteno
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Anfraceno = -0,455355 + 0,0114482*Conc Residual Plot
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Analise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado |P-Valor
Modelo 1779 1 177,9 1770,1 0,00
Residual 4,0 40 0,1
Total (Corr.) 182,0 41
Fluoranteno = -0,29856 + 0,0100011*Conc Residual Plot
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Conc Predito
Pireno
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadréatica F-Calculado |P-Valor
Modelo 2233 1 223,3 1694,4 0,00
Residual 53 40 0,1
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Pireno = -0,344507 + 0,0112045*Conc Residual Plot
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Cone Predito
Benzo[a]antraceno
Andlise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado [P-Valor
Modelo 87,5 1 87,5 1512,2 0,00
Residual 1,6 28 0,1
Total (Corr.) 89,1 29
Residual Plot
Benzo[alantraceno = -0,504811 + 0,00843488*Conc 95 [ . . . —
[ 15F, ]
I T 05F -
L g uar ]
L T L i
L @ C ]
L r-05 - g 7
B 15F .
[ 25E, . . . =
C : : : : ' 03 17 37 57 7.7
0 200 400 . 600 800 1000 Predito
Criseno
Andlise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado |P-Valor




Criseno

— .y
(=] ] (8]

Benzo Fluorantenos
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Modelo 1174 1 1174 1796,3 0,00
Residual 1,8 28 0,1
Total (Corr.) 119,2 29
Criseno = -0,511832 + 0,00976722*Conc Residual Plot
T T T T T T T T T T T T T T T I__ 2I7 __I i i i I__
i 1,75 3
: ] ]
{ w07l 3
_ 3 roa d
3 C ]
B n N ]
1 -13F : .
L N . L L L L L L 1] _2i3 __I ) ) ) ) ) ) ) I__
200 400 600 800 1000 03 17 37 57 77
Conc Predito
Benzo Fluorantenos
Analise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado [P-Valor
Modelo 4953 1 4953 1653,3 0,00
Residual 12,0 40 0,3
Total (Corr.) 507,3 41
Benzo Fluorantenos = -0,504224 + 0,0166858*Conc Residual Plot
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Benzo[a]pireno
Andlise de variancia
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadréatica F-Calculado |P-Valor
Modelo 102,6 1 102,6 1275,8 0,00
Residual 3,2 40 0,1
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Residual Plot
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Fonte Soma dos quadrados G.L. [Média quadratica F-Calculado [P-Valor
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Residual 0,5 37 0,0
Total (Corr.) 13,8 38
) Residual Plot
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Modelo 135,7 1 135,7 1360,4 0,00
Residual 41 40 0,1
Total (Corr.) 139,7 41
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Benzo[ghi]perileno = -0,298717 + 0,00873539*Conc Residual Plot
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0 1000 0,3 17 3.7 57 77
Predito
Dibenz[a,h]antraceno
Analysis of Variance
Fonte Soma dos quadrados G.L. |Média quadratica F-Calculado |P-Valor
Modelo 109,2 1 109,2 1096,7 0,00
Residual 3,4 34 0,1
Total (Corr.) 112,6 35
Dibenz[a hjantraceno = -0,406179 + 0,00841299*Conc . | _Residual Plot .
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Tabela E.1 -Matriz X de dados autoescalonados, usada para analise preliminar de amostras de peixe

APENDICE E

(submentidas a extracdo por QUEChERS) e de petréleo (submetidas a extragdo por fracionamento).

146

Amostra Naftaleno  2-Metilnaftaleno  1-Metilnaftaleno  Acenaftileno  Fluoreno  Fenantreno  Fluoranteno  Pireno  Benzo[a]antraceno  Criseno  Benzo[a]pireno
Cavala -175 -1.14 -1.16 1.85 -0.77 -1.3% -0,77 -1.13 -0.77 -0.77 0,77
Cavala -1.75 -1.14 -1.16 1.94 -0.77 -1.59 -0.77 -1.13 -0.77 -0.77 -0.77

PetroFrac_1 1.16 099 091 -0.47 1.34 128 127 1.35 123 1,22 122
PetroFrac_1 092 095 0.89 -0.47 1.33 129 125 0,73 122 1,20 117
PetroFrac_2 0,09 0,65 0,71 -0.47 -0.77 -0,10 -0,77 0,32 -0.77 -0.77 0,77
PetroFrac_2 0.09 0.65 0,71 047 -0.77 -0,09 -0.77 0,32 -0.77 -0.77 -0.77
PetroFrac_3 0.03 -1.16 -1.16 047 -0.77 -0,15 -0.77 -1.13 -0.77 -0.77 -0.77
PetroFrac_3 0.04 -1.16 -1.16 -0.47 -0.77 -0,15 -0.77 -1.13 -0.77 -0.77 -0.77

PetroMix 0.59 0,69 0,71 -0.47 0.97 057 1.06 071 1.10 1,07 112

PetroMix 058 0.68 0.71 -047 098 0,53 1.06 0,69 1.10 1,15 113

Tabela E.2 -Valores imputados (ng mL™?) para analise exploratoria apos preparagdo por MSPD

Amostra Espécie Fluoranteno  Pireno  Benz[aJantracenc  Benzo[b]flucranteno  Benzo[k]fluoranteno  Benzo[a]pireno  Indeno[1.2.3-cd] pireno  Dibenz[a. hjant o Benzo[ghi]perileno
CV4A Cavala 3,03 149 0,33 0,63 044 128 108 278 0,96
v Cavala 2,78 092 031 0,66 0.44 1,28 1,10 278 0,98
V4 Cavala 1.86 021 0.27 0.65 043 1,26 1,09 2.76 0,97
V6L Cavala 1.53 0,18 0.27 0.62 043 127 1.07 2.7 0,04

03 Oparu 1.68 1.16 0,38 0.70 043 129 1,19 2.80 093
FP1 Pampo 222 121 031 0,65 043 128 1,08 278 0,88
FP2 Pampo 249 0,90 031 0,65 041 127 107 2,80 0,93
FP3 Pampo 2,98 243 041 0,62 043 1,29 L1 277 0,96

S Saramunete 131 0,22 021 0,62 042 127 1,01 278 0,93
TP3 Tainha 2,20 0,59 0,25 061 043 1,26 1,07 2,77 0,98
XAT Xaréu 155 025 027 0.66 042 125 1.07 278 093

Tabela E.3 - Valores imputados (ng mL™?) para analise exploratéria apds preparagdo por EU-AA-LLME

Amostra Espécie Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno Fenantreno Antraceno
CV4A Cavala 0,68 0.79 0,07 0,07 0,01 132
CV12A Cavala 124 0.50 0,07 0,03 0.07 1,76
CV48 Cavala 0,98 0.55 0.07 0,01 0.07 132
CVél Cavala 0,13 0.23 0,13 0,01 0,07 132
03 Oparu 2,59 1.67 0,04 0,09 0,28 132
PP1 Pampo 2,74 167 0,13 0,70 0.08 142
PP2 Pampo 834 3.61 0,32 0,26 0.26 142
PP3 Pampo 7.83 1.67 4.86 0,35 0.08 1,70
SP1 Saramunete 124 0.50 013 0,14 0,08 131
TP3 Tainha 021 0.79 0,07 0,03 0,01 132
MAT Xaréu 0,98 0,09 0,05 0,01 0.03 132
cv2 Cavala 0,65 1.07 0.07 0,01 0.06 132
cviA Cavala 0.65 0.37 0.07 0.02 0,07 132
CVsA Cavala 0,70 0.64 0,05 0,05 0,04 132
CV11A Cavala 1.24 0.55 0,07 0,01 0,07 132
06 Oparu 0,65 0.79 0,07 0,20 0.03 132
Q9 Oparu 0,65 0.79 0.07 0,04 0.03 132
sP2 Saramunete 1.36 0.37 0.07 0.07 0,03 132
SP3 Saramunete 0,65 0.18 0,07 0,07 0,03 132
SP4 Saramunete 2,59 1.67 0,07 0,13 0,10 142
TP1 Tainha 2,59 0.64 0,14 0,11 0.29 132
TP2 Tainha 0.65 0.55 0.07 0.05 0,08 132
XA2 Karéu 0,68 0.17 0,07 0,07 0,03 132
XAl Karéu 0,65 0.79 0,07 0,05 0,02 132
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NOTA DE IMPRENSA

A tese de doutorado da pesquisadora Abinoan da Silva Rodrigues, do Programa de
Pds-Graduacdo em Quimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), apresenta
solucBes inovadoras e de baixa toxicidade para a extracdo e pré-concentracdo de
contaminantes organicos em matrizes ambientais. O trabalho tem foco em hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAS) presentes em peixes e ftalatos em aguas, oferecendo avangos
na anélise de impacto ambiental e seguranga alimentar.

Sob orientacdo dos professores Dra. Ana Paula Silveira Paim (UFPE) e Dr. José
Licarion Pinto Segundo Neto (UERJ), e com bolsa financiada pelo CNPqg (Processo n°
140640/2020-7) e Bolsa de Finalizacdo de Doutorado da FACEPE (Processo BFD-0022-
1.06/24) a pesquisa destaca-se pela aplicagdo de métodos eficientes para a detec¢do de HPAS
em peixes coletados em Pernambuco apds o derramamento de Oleo ocorrido na costa
brasileira em 2019. A técnica utilizada, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), permitiu identificar HPAs em uma ampla faixa de massa molar com alta
precisao.

Os métodos de extracdo desenvolvidos revelaram resultados significativos: Extracdo
em fase solida (MSPD) - Efetiva para HPAs de alta massa molecular, como benzo[a]pireno e
criseno, e Extracdo em fase liquida (UE-AA-LLME) - Melhor desempenho para HPAs de
baixa massa molecular, como naftaleno e fenantreno.

As taxas de recuperacao variaram de 60% a 120%, e os resultados indicaram que 0s
peixes analisados estavam em conformidade com as normas da Comissdo Europeia n°
2023/915. O estudo gerou a publicacdo de um artigo em revista cientifica de relevancia
internacional (Marine Pollution Bulletin, 212 (2025) 117483).

A segunda etapa da pesquisa foi realizada em Portugal, sob a supervisdo da professora
Dra. Maria Conceicao Branco, da Universidade do Porto. Financiada pelo programa CAPES-
Print (Processo n° 88887.837619/2023-00), essa fase fortaleceu a cooperacgdo cientifica entre
0s dois paises.

Nesta etapa, foi desenvolvida uma metodologia inovadora para a extracdo de ftalatos —
compostos toxicos amplamente utilizados como plastificantes — em aguas residuais e bebidas.
Utilizando solventes eutéticos profundos (DES) a base de mentol e citronelol, os métodos
alcancaram taxas de recuperacao de 95% a 98%.

A anélise de amostras da Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) do
Freixo, no Porto, revelou a presenca de ftalatos antes do tratamento, mas com completa
eliminacdo apds o processo de purificacdo. No entanto, foi constatada a presenca de ftalatos
em bebidas citricas acondicionadas em recipientes plasticos, com concentracdes acima dos
limites permitidos pela regulamentacdo europeia (EU n° 10/2011).

Os avancos apresentados na tese de Abinoan Rodrigues aprimoram significativamente
as técnicas de monitoramento ambiental, contribuindo para a analise de riscos a satde publica
e a0 meio ambiente. A pesquisa evidencia o papel essencial da ciéncia no enfrentamento de
desafios globais, promovendo maior seguranga alimentar e ambiental por meio de métodos
sustentaveis e eficazes.
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