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Extracao e clean up para determina¢iao de HPAs em biota

Para a andlise dos HPAs parentais e alquilados, foi utilizada a metodologia
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) com adaptagdes feitas pelo
proprio laboratorio, na qual passou por processos avaliativos da comunidade europeia
(QUASIMEME). O QUASIMEME (Quality Assurance of Information in Marine
Environmental Monitoring) ¢ um organizador credenciado para testes de proficiéncia
laboratorial no ambiente marinho, como em dgua do mar, sedimento marinho, biota e
toxinas de moluscos. O teste de proficiéncia determina o desempenho de laboratdrios para
testes ou medigdes especificas, na qual fornecem a base da garantia de qualidade externa
para institutos que fazem medi¢des quimicas regulares no ambiente marinho. A maioria
dos estudos de teste de proficiéncia que o QUEChERS oferece tem duas rodadas por ano,
com um minimo de dois materiais de teste contendo os analitos em diferentes
concentragcdes. O resultado desses estudos ¢ revisado anualmente pelo Conselho
Consultivo Cientifico do QUEChERS, que ¢ composto por especialistas em cada uma das
principais areas dos estudos de desempenho laboratorial. O método adaptado do
QuEChERS proposto obteve resultados bastante satisfatorios, sendo assim, seguro para
as analises realizadas.

Em relacdo ao QUEChERS, Anastassiades et al. (2003), desenvolveu o método
baseado nas seguintes etapas: extracdo com acetonitrila seguida da parti¢do, e uma
posterior limpeza em Extracdo em Fase Solida Dispersiva (Dispersive Solid Phase
Extraction, D-SPE), sendo estas descritas a seguir.

Lavagem de vidrarias

Primeiramente, todas as vidrarias foram lavadas com detergente Dinamicatec em
concentragdo de 3%. Ap0ds o enxague em agua corrente, os utensilios foram lavados com
uma solucdo bésica de hidroxido de potassio a 10% e enxaguados novamente até a
remocao total da solugdo. Posteriormente, as vidrarias foram banhadas em solucdo de
acido acético a 10%, sendo retirado com agua corrente. Apos a remog¢do do acido, é
realizado um ultimo enxague das vidrarias com agua destilada e colocados na estufa a
150°C para a secagem.

Pesagem de amostra e fortificagdo

Pesou-se com o auxilio de uma balanga analitica, 5 gramas de cada amostra em
um tubo Falcon de vidro de 50 ml. Para o controle de qualidade, foram feitos também 2
brancos para cada dia de andlise. Apds a pesagem, as amostras foram fortificadas com
padrao surrogate, sendo este responsavel por indicar a eficiéncia do método de extragao
através do estudo de recuperagao dele. Cada amostra foi dopada com 50ul de padrao
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surrogate a uma concentracao de 10 ppm, a fim de se obter uma concentracao de 50ug.L-
'em 10 mL de solvente da extragao.

Em seguida, cada tubo contendo a amostra e o padrao foi agitado no Voértex por 2
minutos, e logo apés deixado em repouso por 30 minutos, no intuito de aumentar a
interagdo entre eles.

Extracao

Apo6s o tempo de repouso, foi adicionado 10 mL de Acetonitrila ao tubo contendo
a amostra e agita-se novamente no Voértex por 2 minutos. A utilizagdo de acetonitrila
como solvente possibilita a extragdo de uma menor quantidade de co-extrativos lipofilicos
provenientes da amostra, como gorduras e pigmentos, que podem interferir
posteriormente nos resultados (Anastassiades et al. 2003; Lehotay et al., 2005).

Parti¢do e centrifugagao

A partir disso, foi adicionado ao tubo de anélise 4 gramas de Sulfato de Magnésio
(MgS0O4) e 1 grama de Acetato de Sodio (CH3COONa). O MgSO4 possui grande
capacidade de remover dgua quando comparado a outros sais, ademais, sua hidratagdo ¢
uma reagdo exotérmica que ira favorecer a extragdo, especialmente dos compostos
apolares (PANG et al., 2006). J&4 em relagdo ao CH3COONa, algumas aplica¢des do
método registraram problemas de estabilidade e recuperacdo de certos compostos de
acordo com o pH da matriz (Lehotay et al., 2005). Desta forma, a utilizacdo de tampdes
(pH 5) promove recuperagdes satisfatorias para compostos dependentes do pH
independente da matriz utilizada, sendo o efeito tamponante promovido pelo acetato de
sodio (Lehotay et al., 2005). Na extragdo com acetonitrila, a adicao de sais possui grande
vantagem, uma vez que promove o efeito salting out, isto ¢é, a adicdo de sais que ird
diminuir a solubilidade dos compostos na fase aquosa bem como a quantidade de 4gua na
fase organica, além de ndo diluir o extrato da amostra (Anastassiades et al. 2003).

Apos a adigdo desses dois sais, os tubos foram levados para agitacdo em vortex
por 2 minutos e posteriormente centrifugados por 8 minutos a 2000 rpm. Depois da
centrifugacdo, uma aliquota de 1 mL do sobrenadante de cada extrato (fase organica) foi
coletada e transferida para um tubo de vidro de 10 ml, onde sera realizada a etapa de
limpeza. A utilizagdo de um extrato pré-concentrado se da pelo fato de que, por serem
matrizes biologicas, a quantidade de gordura nas amostras sdo altas. Dessa forma, a pré-
concentragdo evita a contaminagao do /ine do equipamento cromatografico.

Limpeza (clean up)
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A limpeza foi realizada em um tubo de vidro de 10 ml, contendo 150 mg de
MgSO4 e 150 mg de PSA. O MgS0O4, como ja citado anteriormente, ird promover a
reducdo de agua residual. Em relacdo ao PSA, este ird reter as interferéncias da matriz,
através do efeito quelante da sua estrutura bidentada, devido a presenga da amina primaria
e secundaria (Anastassiades et al. 2003). Apds a adi¢ao da aliquota de ImL do extrato, o
tubo foi agitado no vortex por 2 minutos e posteriormente, a mistura contendo o extrato
foi levada a centrifuga por 10 minutos a 2000 rpm. O volume total de extrato limpo foi
coletado com o auxilio de uma pipeta analitica e transferido para um vial, que
posteriormente foi fechado, lacrado com parafilm e acondicionado na geladeira para
posterior inje¢do no cromatografo.

Controle de qualidade

Todos os dados foram submetidos a procedimentos rigorosos de controle de
qualidade. A andlise dos brancos de reagente demonstrou que o sistema analitico
(vidrarias, solventes e materiais) estava livre de contaminagao por HPAs. A identidade e
a quantidade foram confirmadas por validacdo cromatografica utilizando o Guia de
Validag¢ao de Métodos e Topicos Relacionados do Laboratério (www.eurachem.org). O
método analitico de HPAs foi submetido a um processo continuo de controle de qualidade
externo, participando da Garantia da Qualidade da Informagdo para o Monitoramento
Ambiental Marinho na Europa. Todos os Testes Round Robin realizados durante o estudo
apresentaram resultados satisfatorios (|z| < 2) (QUASIMEME, 2020). Além disso, nos
Estudos de Desempenho de Laboratério do QUASIMEME, a eficiéncia com que os HPAs
foram extraidos das amostras foi avaliada em estudos de recuperagdo usando a adigdo de
padrdes deuterados surrogate (HPAs-D) no inicio do processo de extracao da amostra, e
a recuperacado varia de 70 a 105 %.
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