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RESUMO

O consumo de peixe e frutos do mar é considerado um elemento importante de
uma dieta humana equilibrada. Os cefalépodes representam um dos mais importantes
grupos capturados na Europa e sendo assim, varias questoes com o seu consumo tém
surgido devido ao risco da exposi¢ao a poluentes quimicos.

Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (PAHs), omnipresentes poluentes
organicos formados, naturalmente ou antropogenicamente, devido a combustao incompleta
de qualquer material que contém carbono, estao incluidos na lista prioritaria de poluentes da
Unido Europeia e Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) devido as
suas propriedades mutagénicos e carcinogénicos.

Na determinagao dos seus derivados monohidroxilicos resultante da metabolizagao,
o |-hidroxipireno tem surgido como um biomarcador biologico para a dose de pireno e um
indicador indireto para todos os PAHs. Uma vez que os cefalopodes sao expostos a estes
contaminantes, estes organismos foram relatados como uma importante via de exposigao
humana.

A anidlise de PAHs e dos seus metabolitos em amostras de alimentos continua a ser
uma tarefa desafiadora.

Neste estudo, foi desenvolvido e validado um método preciso e sensivel para a
determinagao de 3 metabolitos hidroxilados de PAHs (1-hidroxinaftaleno, 2-hidroxifluoreno
e |-hidroxipireno) em amostras de cefalopodes. A analise foi realizada por extragao,
hidrolise enzimatica e cleanup por extragao em fase sélida (SPE) e determinagao por
cromatografia liquida de alta pressio (HPLC) com detegao por fluorescéncia (FD). A
metodologia analitica otimizada mostrou-se sensivel, exata e precisa com percentagens de
recuperagdo entre 62 a |110% e limites de detegio de 227, 9 e 46 ng g"' para o |-OH-NF, 2-
OH-FI e I-OH-P, respetivamente, tendo, posteriormente, sido aplicada a anadlise de I8
amostras reais oriundas do Sudoeste e Noroeste Atlantico. Niveis varidveis de |-OH-NF
(786-1145 ng g') foram detetados nas amostras analisadas. Nenhuma das amostras continha
quantidades detetaveis de 2-OH-Fl e |-OH-P, o biomarcador usado para avaliar a ocorréncia

e os efeitos cancerigenos de PAHs em alimentos.

Palavras-chave: PAHs; |-hidroxinaftaleno; 2-hidroxifluoreno; |-hidroxipireno; cefalopodes;

SPE; HPLC-FD.



ABSTRACT

The consumption of fish and seafood is considered an important part of a balanced
diet. Among seafood species, cephalopods represent one of the most important captured
groups in Europe. This being true, concern with their consumption has arisen due to the risk
derived from exposure to chemical pollutants.

The Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs), omnipresent naturally formed
organic pollutants, naturally or anthropogenically, due to incomplete combustion of any
material containing organic, are included in the priority list of pollutants of the European
Union and United States Environmental Protection Agency (US EPA) due to their mutagenic
and carcinogenic properties.

Important substances associated with PAHs are their monohydroxilics derivatives
generated as a result of the PAH metabolic process. |-hydroxypyrene was proposed as a
biological biomarker for the pyrene dose and an indirect indicator for all PAHs. Since
cephalopods are exposed to PAHSs, these organisms have been reported as a major route of
human exposure.

The PAHs analysis and their metabolites in samples of food continue to be a
challenging task.

A precise and sensitive method for determining the presence of 3 hydroxylated
metabolites of PAHs (I-hydroxynaphthalene, 2-hydroxyfluorene and I|-hydroxypyrene) in
samples of cephalopods has been validated. The analysis was performed through extraction,
enzymatic hydrolysis and cleanup by solid-phase extraction (SPE) and determination by high-
performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection (FD). The
optimized analytical methodology was sensitive, accurate and precise with recovery rates
between 62 to 110% and detection limits of 227, 9 and 46 ng g’ for the 1-OH-NF, 2-OH-Fl
and |-OH-P, respectively, having subsequently been applied to the analysis of real samples
from 18 of the Southwest and Northwest Atlantic. Varying levels of |-OH-NF (786-1145 ng
g') were detected in the samples analyzed. None of the samples contained detectable
quantities of 2-OH-Fl and |-OH-P, the biomarker used to evaluate the occurrence and

carcinogenicity of PAHs in food.

Keywords: PAHs;  |-hydroxynaphthalene;  2-hydroxyfluorene;  |-hydroxypyrene;
cephalopods; SPE; HPLC-FD.



OBJETIVOS

O trabalho desenvolvido nesta dissertagao de mestrado pretendeu:
v Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a determinagido de metabolitos
de PAHSs, mais especificamente, para o |-hidroxinaftaleno, 2-hidroxifluoreno e I-

hidroxipireno;

v Avaliar o nivel de contaminacao através da determinacao dos metabolitos |-OH-NF,

2-OH-Fl e 1-OH-P em amostras de cefalopodes.

Vi
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Capitulo | — Enquadramento Tedrico

l. 1.INTRODUCAO

A saide humana é em grande parte determinada pela dieta. Uma dieta recomendavel
devera ser capaz de fornecer os nutrientes suficientes e niveis baixos de microrganismos
patogénicos, assim como de contaminantes quimicos (Ramalhosa et al., 2009).

O peixe e os frutos do mar sao considerados alguns dos mais interessantes produtos
dietéticos devido ao rico teor em proteina, composicao equilibrada de aminoacidos e uma
alta proporc¢ao de acidos gordos polinsaturados. Entre as espécies de frutos do mar, os
cefalopodes representam um dos mais importantes grupos capturados na Europa. Em
Portugal, os cefalopodes representavam, em 2005, 8% das vendas do mercado (Lourenco et
al., 2009).

Nas ultimas décadas, a contaminagao de alimentos por substancias toxicas tem sido
objeto de intensas pesquisas. Dessas, destacam-se os estudos relacionados com
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (PAHs), compostos quimicos que representam um
importante grupo de micropoluentes organicos (xenobioticos) devido a alta capacidade de
distribuicao no ambiente (atmosfera, agua e solo) (Cotta et al., 2009).

Os PAHs sao compostos quimicamente constituidos por dois ou mais anéis
aromaticos ligados e consistem unicamente em carbono e hidrogénio (Alexander et al,
2008).

Formam-se a partir da combustao incompleta de material organico e compreendem
uma importante classe de contaminantes de diferentes tipos de alimentos, tanto de origem
animal como de origem vegetal, devido a fendmenos naturais (processos geoquimicos,
atividades vulcanicas e biossintese por algas) e antropogénicos (queimadas em florestas;
atividades industriais como defumagao, secagem direta com madeira e torrefacao; e poluicao
ambiental como trafego, sistemas de aquecimento, vazamentos de 6leo) (Sousa et al., 2010).

Sao poluentes organicos de grande persisténcia ambiental e facilmente lipossoluveis
na membrana celular sendo absorvidos pelo Homem por inalagao, exposi¢ao oral e dérmica,
com posterior acumulo no tecido adiposo (Netto et al., 2000).

Muitos deles sao capazes de reagir, apos transformagoes metabdlicas, com o DNA,
tornando-se genotoxicos, mutagénicos e potenciais carcinogénicos (Ramalhosa et al., 2009).

Pelo seu carater ubiquitario, constituem uma ameaga potencialmente fatal para a
salde de toda a populagao. A Agéncia de Substincias Toxicas e Registo de Doengas
(ATDSR) elabora frequentemente uma lista das substincias de maior risco para as

populagdes, sendo que na lista de 201 | os PAHs se destacavam em 9° lugar (ATDSR, 201 1).

2
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A poluicao dos ambientes marinhos e estuarinos tornou-se um fenébmeno mundial
devido ao derramamento de d6leo, poluicao atmosférica, efluentes industriais e urbanos,
conduzindo, assim, a ocorréncia de PAHs em aguas do mar e consequente contaminagao das
espécies existentes (Ramalhosa et al.,2012a).

O objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento e validagao de um método
analitico para a determinagao de metabolitos de PAHs (I-hidroxinaftaleno, 2-hidroxifluoreno
e |- hidroxipireno) em amostras de cefalépodes. Este método analitico baseia-se na
extragao, hidrolise enzimatica e cleanup por extragao em fase solida (SPE) e determinagao

por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) com detecao por fluorescéncia (FD).
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l. 2. ORIGEM DOS PAHs

Em 1775, na cidade de Londres, Sr. Percival Pott observou que existia uma maior
incidéncia de cancro de pele nomeadamente o do escroto e da face em limpadores de
chaminés, como resultado da exposicao a fuligem (Ferreira et al., 2007).

Mais tarde, em 1808 foram publicados os primeiros estudos sobre a perigosidade
dos PAHs, uma vez que estes originavam efeitos negativos na saude humana (Castro, 2010).

Ichikawa e Yamagina (investigadores japoneses), em 1920 descobriram que os
tumores da pele poderiam ser gerados em ratos submetidos ao alcatrao da hulha,
confirmando assim as observagoes feitas por Pott, formuladas 150 anos antes (Ferreira et al.,
2007; Castro, 2010).

Em 1929, os PAHs foram separados do alcatrao de hulha sendo o primeiro composto
puro carcinogénico isolado do extrato de fuligem no “ Chester Beatty Research Institute”
pelo Sr. Kennaway, o dibenzo[a,h]antraceno (Castro, 2010).

Em 1953, estudos estatisticos comprovaram que o fumo do cigarro é a causa
primaria de cancro do pulmiao destacando o benzo[a]pireno como o composto mais
perigoso dentro dos muitos carcinogénicos revelados (Ferreira et al., 2007).

Varios estudos epidemiologicos demonstram o efeito toxico dos PAHs no Homem e

a sua atividade carcinogénica, sendo alvo de pesquisa constante (Castro, 2010).
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1. 3. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS PAHs

Os PAHs sao compostos organicos constituidos por atomos de carbono e de
hidrogénio, organizados na forma de dois ou mais anéis aromaticos condensados (Faria et al.,
2004). Devido a possibilidade da fusao de um numero variavel de anéis e das varias posi¢oes
em que estes anéis podem se ligar entre si, existem atualmente mais de 100 PAHSs
reconhecidos pela Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Entre estes, s6
alguns sao considerados relevantes em fungao das informagoes quimico-fisicas, toxicoldgicas,
industriais e ambientais existentes (Ferreira et al., 2007).

Os PAHs tém uma estrutura planar rigida, apresentam solubilidade baixa em agua
(exceto o naftaleno e os seus compostos alquilados que sao relativamente soliveis) e em
geral, a sua solubilidade diminui com o aumento do nimero de anéis (Netto et al., 2000). A
solubilidade depende nao apenas da natureza do composto, mas também de fatores como a
temperatura, forga ionica, pH, concentragao de material em suspensao e da matéria organica
dissolvida. Os pontos de fusao apresentam uma ampla faixa de variagao e os pontos de
ebuli¢do sdo acima de 200° C (Cordeiro, 2003; Ferreira et al. 2007).

Apresentam também, coeficientes de particio octanol/agua superior a 1000,
demonstrando grande afinidade lipofilica, causando um importante potencial de adsorsao
sobre as matérias particuladas em suspensao no ar e na agua, bem como um forte potencial
de bioconcentragao nos organismos (Netto et al., 2000).

Por outro lado, a volatilidade destes compostos diminui com o aumento da massa
molecular e consequentemente, os PAHs de massas mais baixas sao mais volateis. O mesmo
€ observado com os valores da constante de Henry que diminuem com o aumento da massa
molecular destas substancias. Dada a sua natureza semi-volatil os PAHs siao ubiquos e
altamente moveis no ambiente, distribuindo-se entre o ar, agua e solo (Castro, 2010).

Nos organismos os tempos de semi-vida dos compostos de maior massa molecular
sio relativamente mais elevados e indicam que a sua degradacio é mais lenta. E ainda de
referir que as reagoes de oxidagao e redugao destes compostos diminuem com o aumento
da massa molecular (Ferreira et al., 2007).

Os valores de algumas constantes fisico-quimicas relevantes para a compreensao do
comportamento toxicologico destes compostos, sao apresentados na Tabela | (Castro,

2010).
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Os PAHs podem ser formados a partir da decomposicao térmica de matérias
organicos sendo as principais fontes antropogénicas (resultantes da agao/atividade humana)
de origem pirolitica e petrogénica (Faria et al., 2004).

Os PAHs que apresentam na sua estrutura molecular até trés anéis aromaticos sao
geralmente oriundos do petroleo e denominados petrogénicos. Os principais PAHs
presentes no petroleo bruto sao o naftaleno, o fenantreno e os seus derivados alquilados
(Barroso, 2010).

Por outro lado, os PAHs que apresentam mais de trés anéis aromaticos na sua
estrutura molecular e baixo grau de alquilagao sao principalmente originados na combustao
e denominados pirogénicos (Barroso, 2010). Provém maioritariamente da combustao
incompleta de combustiveis como carvao mineral, 6leo, madeira e gas para geragao de
energia, aquecimento residencial e transporte veicular e também, a partir de alguns
processos de preparagao de alimentos. A quantidade de PAHs formados sob condigoes
definidas de pirolise depende, no entanto, da temperatura de reagao, bem como do material
(Faria et al., 2004).

A figura | ilustra as formulas estruturais e a nomenclatura IUPAC dos |6 PAHs
parentais prioritarios segundo a Agéncia de Protecao Ambiental Americana (USA-EPA) assim

como do dibenzo[a,l]pireno e do benzol[j]fluoranteno (Castro, 2010).
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Figura I: Estrutura dos 16 PAHs considerados poluentes prioritarios pela US-EPA, bem como do dibenzo[a,l]pireno e
do benzo[j]fluoranteno (Castro, 2010). 7



Tabela I: Propriedades fisico-quimicas dos PAHs em estudo (Castro, 2010).

Composto

Abreviatura

Formula

condensada

Massa

molar

(g mol)

Ponto

fusao

(°C)

Ponto
ebulicao

(°C)

Log Kow

Pressao de
vapor a 25°C
(Pa)
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Solubilidade
em agua a

25°C (ug L)

Constante de
Henry a 25°C
(kPa)

Naftaleno Naph CioHs 128,17 3,40 ; 3,17 x 10# 4,89 x 102
Acenaftileno Aci CiaHs 152,19 92-93 265 4,07 8,9 x 10! 3,93 x 103 [,14 x 103
Acenafteno Ace CiaHio 154,21 95 279 3,92 2,9 x 10! 3,4x 103 1,48 x 102

Fluoreno Fi CizHio 166,22 [15-116 295 4,18 8,0 x 102 1,98 x 103 1,0l x 102

Antraceno Ant CisHio 178,23 216 342 4,50 8,0 x 104 73 7,3 x 102
Fenantreno Phe CisHio 178,23 100 340 4,60 1,6 x 102 1,29 x 103 3,98 x 102
Fluoranteno Ft CisHio 202,25 109 375 522 1,2 x 103 260 6,5 x 104

Pireno Pyr CisHio 202,25 150 393 518 6,0 x 104 135 [,1 x 103
Benz[a]antraceno B[a]A CigHiz 228,29 161 400 561 2,8 x 105 4 e
Criseno Chr CigHi2 228,29 254 448 591 8,4 x 103 20 e
Benzo[b]fluoranteno B[b]F CyoHi2 252,31 167 357 580 @ e 2 e
Benzo[k]fluoranteno B[K]F CyoHi2 251,31 216 480 6,84 1,3 x 107 0,76 4,4 x 103
Benzo[a]pireno B[a]P CyoHi2 278,35 178 496 6,50 7,3x 107 3,8 3,4 x 105 (20°C)
Dibenz[a,h]antraceno DBJ[a,h]A CxnHi4 278,35 267 524 6,50 1,3 x 108 (20°C) 0,5 (27°C) 7,0 x 10-6
Indeno[|,2,3-cd]pireno InP CnHin 276,33 164 536 6,58 1,3 x 108 (20°C) 62 2,9 x 105 (20°C)
Benzo[g,h,i]perileno B[g,h,i]P CxHin 276,33 278 545 7,10 [,4x 108 0,26 2,7 x 105 (20°C)
Benzo[j]fluoranteno B[j]F CyoHi2 252,31 165 480 6,12 2,0 x 106 2,5(20°C) = -
Dibenzo[a,l]pireno DBIa,l]P CasHy4 302,36 -—-- -—-- T
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I. 4. FONTES EMISSORAS

Os PAHs sao emitidos por fontes naturais e antropoldgicas (resultantes da atividade
humana). A contribuigao das fontes naturais € muito limitada restringindo-se, praticamente, a
queima espontanea de florestas, processos hidrotérmicos e emissoes vulcanicas (Costa,
2001; Menezes, 2011). As fontes antropoldgicas representam o principal processo de
produgao de PAHSs e dizem respeito a:

Pirélise de madeira para produgao de carvao;
Operagoes de transporte e refinagao do petroleo;
Incineragao de residuos domésticos e industriais;
Queimas de matéria organica de campos e florestas;
Geragao de energia via queima de combustiveis fosseis;

Producao do aluminio, ferro e ago;

L2 B 2 R

Pirolise de querosene para a formagao de benzeno, tolueno e outros solventes
organicos;

Emissao de motores de veiculos (particularmente a diesel);

Fumo do tabaco;

Cozinhados;

Incéndios (Who, 2000; Ferreira et al., 2007).

L A

A combustio envolve dois processos principais: a pirolise e a pirossintese. O
primeiro processo ocorre quando a temperatura excede os 500°C e as ligagdes carbono-
hidrogénio e carbono-carbono siao quebradas, formando estruturas menores, sendo a
maioria radicais livres. Por sua vez, estes compostos formados durante a pirdlise,
recombinam-se para formar moléculas maiores e mais estaveis tornando-se mais resistentes
a degradagao térmica, ocorrendo assim a pirossintese (Bettin et al., 2005; Ravindra et al,,
2008; Sousa et al., 2010).

Esses compostos sao libertados da zona de combustao na forma de vapor e devido as
suas baixas pressoes, a maioria deles condensa-se sobre particulas ou formam, elas mesmas,
particulas muito pequenas que depois podem ser transportados para longas distancias
(Mastandrea et al., 2005).

O tipo de fonte emissora determina a composicao e a complexidade da mistura dos

PAHs obtida, assim como, a quantidade e os tipos de PAHs formados dependem das



Capitulo | — Enquadramento Teérico

condigoes especificas do processo e do tipo de combustivel, uma vez que processos mais
eficientes emitem menos quantidades de PAHs (Manoli et al., 2004; Ferreira et al., 2007).

Os PAHs antropologicos podem ainda ser divididos em fontes estacionarias ou de
emissoes moveis. As fontes estacionarias contribuem com a maior parte da emissao total
dos PAHs para a atmosfera através da atividade industrial (producao de aluminio), da
incineragao e geragao de energia elétrica e de calor, podendo emitir uma grande variedade
de produtos de combustao incompleta (Costa, 2001; Manoli et al., 2004).

Contudo, nos grandes centros urbanos as fontes moéveis prevalecem devido ao
aumento do trafego veicular e a dificuldade de dispersao dos poluentes nos aglomerados
urbanos (Sharma et al, 2007). A estabilidade de muitos PAHs aliada a turbuléncia na
atmosfera, variagoes na direcao e velocidade dos ventos, faz com que esses compostos
possam ser transportados a grandes distancias atingindo recetores bem afastados dos pontos

onde foram emitidos (Boer et al., 2003; Roose et al., 2005).
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l. 5. EXPOSICAO HUMANA

A atmosfera constitui um importante meio de transporte para Os COmMPpOstos
organicos e inorganicos emitidos por fontes naturais e antropologicas.

A contaminagao nao sé da atmosfera mas também de rios, mares e florestas, pode
causar danos irreparaveis a natureza e a saide humana (Costa, 2001).

A exposi¢do humana (e de outros animais) a PAHs ocorre por diferentes vias. As
mais importantes sao a inalagdo de ar poluido e a ingestio de alimentos ou de agua
contaminada (Castro, 2010).

Outros importantes modos de exposicao a PAHs sao o habito de fumar, a inalagao
(passiva) de fumo de cigarros e a exposicao ocupacional em atividades e processos que
envolvem a produgao ou manuseio de matérias-primas que contenham estes compostos,

podendo alcangar até 90% da quantidade absorvida pelo organismo (Ferreira et al., 2007).

VIAS DE EXPOSICAO:

= Ar — A quantidade absorvida por inalagio varia de acordo com o grau da
contaminagao atmosférica, que esta diretamente relacionada com o grau de
urbanizagao, o trafego automodvel e com o tipo de industrializagao da area
(WHO, 2000).
E do conhecimento geral, que a qualidade do ar respiravel tem influéncia direta na
salde. A poluicao atmosférica, por ser uma fonte de exposicao direta aos
poluentes através da respiragao e inalagdo, é responsavel por um ndmero
significativo de doengas cronicas ao nivel do sistema respiratério e ao nivel do
sistema cardiovascular, sendo responsivel pelo aumento da mortalidade

prematura da populagao (Brunekreef et al., 2002).

=> Alimentos — Os PAHs estio presentes em quantidades substanciais em alguns
alimentos, dependendo da origem, do modo de confegao, conservagao e
armazenamento. Sao detetados essencialmente nas carnes fumadas, peixe, folhas
de vegetais (espinafres, alface, etc.), 6leos e gorduras vegetais (EFSA, 2008). Nas
plantas concentram-se mais na superficie e nos animais mais nos tecidos internos.

A presenca de PAHs em alimentos nao processados de origem vegetal pode ser
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atribuida principalmente a deposicao atmosférica. Relativamente aos alimentos de
origem animal, varios estudos revelaram que as condi¢goes atmosféricas de criagao
do animal influenciam os niveis de poluentes nos seus derivados. Os moluscos
bivalves, como os mexilhdes e ostras, tendem a acumular os PAHs, podendo
transportar estes poluentes para o consumidor (Castro, 2010).

A dieta é, normalmente, a principal fonte de exposicao em pessoas que nao estao
expostas diariamente ao fumo do tabaco, ou seja, os nao fumadores. Ja em

fumantes, a participagao do tabagismo e via alimentar podem ser de semelhante

magnitude (EFSA, 2008).

= Agua — Devido a baixa solubilidade e elevada afinidade para a matéria particular,
os PAHSs nao sao, normalmente, encontrados na agua em elevadas concentragoes.
A maior fonte de contaminagao dos PAHs em agua potavel é devido ao alcatrao
da hulha que é usado para proteger os canos da agua potavel da corrosao. Esta
situagao faz com que os valores de PAHs na agua potavel aumentem, e deste
modo também os valores nos alimentos aumentam devido a agua que usamos

para confecionar (Ferreira et al., 2007).

=> Solo — Para além da deposigao atmosférica, outra forma de contaminagao de
alimentos (principalmente os de origem vegetal) sao os solos contaminados.
Varios PAHs considerados cancerigenos sao frequentemente encontrados na
superficie dos solos. Nos solos florestais e rurais o teor de PAHs pode
ocasionalmente atingir os 1000 mg kg' (WHO, 2000). Em solos de éreas
metropolitanas, o teor de PAHs geralmente é superior ao encontrado em solos
rurais, devido fundamentalmente a atividade industrial e trafego automovel

caracteristico das areas urbanas (WHO, 2000).

Além da exposicao involuntdria através das principais vias, alguns grupos de
trabalhadores sio expostos a PAHs especificos, durante o manuseamento continuo dos
mesmos, quando estes siao utilizados como reagentes diretos ou intermediarios em
processos industriais de elevada produgao. Dos PAHSs listados como poluentes prioritarios
pela US-EPA, alguns sao aplicados diariamente em processos de fabrico industrial,

nomeadamente: o naftaleno, usado no fabrico de corantes, plasticos e alguns solventes; o

12
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acenafteno, aplicado como intermediario na produgao de alguns corantes e produtos
farmacéuticos; o fluoreno, usado como intermediario na formagao de resinas e também no
fabrico de corantes; o antraceno, usado como intermediario na produgao de fibras sintéticas
e industria farmacéutica; o fenantreno, usado no fabrico de tintas e explosivos; e por ultimo
o fluoranteno, que pode ser aplicado no revestimento de tubagens maleaveis de ferro para
agua potavel e reservatorios. Para os restantes PAHs prioritarios nao se conhece qualquer
aplicabilidade como reagentes a nao ser, em trabalhos de investigagao. Deste leque de PAHs
com aplicagao industrial, apenas o naftaleno é considerado possivelmente carcinogénico
(Who, 2000).

Contudo, a falta de caracter cancerigeno, nao implica que sejam inofensivos, ja que
consoante o nivel de exposicao podem provocar reagoes adversas na sallde humana (US-

EPA, 2005; Castro, 2010).
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1. 6. TOXICIDADE

De acordo com o grau de exposicao, a toxicidade dos PAHs pode ser aguda
(exposicao em curto periodo de tempo, mas em elevadas concentragoes) ou cronica
(exposicao longa, e com baixas concentragoes). Esses dois tipos de toxicidade geram
respostas diferentes nos organismos dependendo também da concentragao absorvida na

alimentagao, habitos de fumar, poluicao do ar, entre outros fatores (Sousa et al.,, 2010).

l. 6.1. Toxicidade aguda

Em geral, os PAHs tém uma toxicidade aguda baixa nos humanos. Contudo, sao
observados efeitos hematologicos nomeadamente agranulocitose, anemia, leucopenia e

pancitopenia em ratos (Ferreira et al.,, 2007).

l. 6.2. Toxicidade cronica

A toxicidade cronica verifica-se nos seguintes niveis:

—>Respiratorio: Irritagao, tosse cronica, bronquite e cancro dos pulmdes.

- Gastrointestinal: Leucopenia e cancro dos labios e da cavidade oral.
—>Hepatico: Hepatotoxicidade (demonstrada em animais de laboratério).

- Geniturinario: Hematuria, cancro de bexiga e rim.

—>Dermatolégica: fotossensibilizagio e cancro; Verrugas do alcatrio da hulha -
leses pré-cancerigenas (por exposicao a luz UV), eritema, queimaduras, lesoes
acneiformes (Ferreira et al., 2007).

2Imunolégico: Os PAHs exercem efeitos importantes no sistema imunitario uma

vez que desenvolvem neoplasmas. A dose e a via de exposicao vao determinar a

natureza do efeito na resposta imunitaria (Ferreira et al., 2007).
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—~>Reprodutivo: Alguns estudos indicam que os PAHs podem afetar o
desenvolvimento fetal e alterar a performance reprodutiva do homem e da mulher.
Estudos demonstram a presenca de PAHs na placenta e nos tecidos fetais. Estes sao
transferidos e ativados pelo feto, tanto em fumadores como em nao fumadores
sendo os niveis relativos superiores em fumadores. A ocorréncia e extensao da
toxicidade desenvolvida dependem em parte do gendtipo maternal e fetal (Ferreira et
al.,, 2007).

Os PAHs podem produzir alteragoes no DNA dos fetos. Isso é demonstrado em
filhos de maes expostas a poluicao atmosférica industrial e doméstica com PAHs.
Além disso, os recém-nascidos mostram uma significativa diminuicao do tamanho, do

peso e do perimetro do cranio (Perera et al.,, 1998; Whyatt et al., 2000).

—>Efeitos Cardiovasculares: Tem surgido a hipotese que os PAHs veiculado
através do fumo do cigarro ou dos produtos de combustao podem causar lesdes no
endotélio e alteracoes no crescimento celular das células musculares, levando a
expansao destes nas paredes das artérias, podendo assim contribuir para o
desenvolvimento de aterosclerose. E inequivoco que o fumo do tabaco é um dos
maiores riscos para doencas cardiovasculares e ha alguma evidéncia cientifica que a
exposi¢ao ocupacional a produtos de combustao contendo PAHs podem estar
associada a um aumento no risco no desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
No entanto, nao tem sido estabelecida nenhuma relacio causal entre risco
cardiovascular e exposicao aos PAHs provenientes do tabaco ou a produtos de

combustao em exposigao ocupacional (Ferreira et al., 2007).

—>Carcinogenecidade: : E o efeito téxico dos PAHs mais significativo e muitos s6
se tornam toxicos apos metabolismo. O aumento da incidéncia de cancros na pele e
na bexiga, pulmoes e trato gastrointestinal verifica-se sobretudo em trabalhadores

expostos (Ferreira et al., 2007).

l. 6. 3. Carcinogenicidade, genotoxicidade e mutagenicidade

Os PAHs, bem como os seus derivados nitrados e oxigenados sao poluentes

organicos capazes de reagir, apos transformagoes metabdlicas, com o DNA, o que os torna

compostos potencialmente cancerigenos e mutagénicos. Nos ultimos 30 anos tém recebido

especial atengao por constituirem uma ameaga para a saude de todas as espécies, sendo
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essencial a sua monitorizagado em matrizes biologicas e ambientais (IARC, 2010; Castro,
2010).

Algumas entidades estabeleceram critérios de avaliagaio quanto a classificagao
carcinogénica dos PAHs. A tabela 2 exibe a classificagao carcinogénica dos 16 PAHSs
considerados poluentes prioritarios pela US-EPA e pela Agéncia Internacional para pesquisa
sobre o Cancro (IARC) e o fator de toxicidade equivalente (TEF) de cada PAH, tendo como
base de comparagao o benzo[a]pireno (US- EPA, 2005; Menezes, 201 |; Castro, 2010; IARC,
2010). O benzo[a]pireno (B[2]P), o PAH mais carcinogénico, possui na sua estrutura quimica
alto grau de reatividade bioquimica e por essa razao, foi selecionado como biomarcador (US-
EPA, 2005; Castro, 2010; IARC, 2010).

Contudo, a sua selecio como biomarcador tem sido questionada devido as novas
descobertas de PAHs mais potentes do ponto de vista carcinogénico, como € o caso do
dibenz[a,h]antraceno e do dibenzo[a,l]pireno que se estima serem aproximadamente 5 e
100 vezes mais cancerigenos que o benzo[a]pireno, respetivamente (Okona-Mensah et al,,
2005; Castro, 2010).

Por outro lado, e segundo as orientagbes da WHO (1998) a avaliacio do
benzo[a]pireno por si s6 provavelmente subestima o poder carcinogénico da mistura de

PAHSs, uma vez que podem também estar presentes outros PAHs cancerigenos.
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Tabela 2: Classificagao dos 18 PAHs selecionados neste estudo, quanto a carcinogenicidade e fator de
toxicidade equivalente (TEF) (US- EPA, 2005; Castro, 2010; IARC, 2010; Menezes, 201 ).

Composto Abreviatura US-EPA ' IARC ? TEF
Naftaleno Naph C* 2B 0.001
Acenaftileno Aci D* nao avaliado 0.001
Acenafteno Ace nao avaliado 3 0.001
Fluoreno Fl D* 3 0.001
Antraceno Ant D* 3 0.0l
Fenantreno Phe D* 3 0.001
Fluoranteno Ft D* 3 0.001
Pireno Pyr D* 3 0.001
Benz[a]antraceno B[a]A B,* 2B 0.1
Cristeno Chr B,* 2B 0.1
Benzo[b]fluoranteno B[b]F B,* 2B 0.1
Benzo[k]fluoranteno B[k]F B,* 2B 0.1
Benzo[a]pireno B[a]P B,* I I
Dibenz[a,h]antraceno DB[a,h]A B,* 2° 5
Indeno[1,2,3-cd]pireno InP B,* 2B 0.1
Benzo[g,h,i]perileno B[g,h,i]P D* 3 0.0l
Benzo[j]fluoranteno B[jIF nao avaliado 2B 0.1
Dibenzo[a,l]pireno DBI[a,l]P nao avaliado 2A 100

*PAHs considerados poluentes prioritarios pela US-EPA.

! US-EPA: Grupo A — cancerigeno para os humanos; Grupo B — provavelmente cancerigeno para os

humanos (B, — baseado em evidencias carcinogénicas limitadas no homem e suficientes em animais; B, —
baseado em evidéncias carcinogénicas suficientes em animais); Grupo C — possivelmente cancerigeno para os

humanos; Grupo D — nao classificavel como cancerigeno para os humanos (US-EPA, 2005; Castro 2010).

2 JARC: Grupo | — cancerigeno para os humanos; Grupo 2A — provavelmente cancerigeno para os humanos;
Grupo 2B - possivelmente cancerigeno para os humanos; Grupo 3 — nio classificivel como cancerigeno para

os humanos (Castro, 2010; IARC, 2010).

3 Fator de toxicidade equivalente, estimada tendo como base o benzo[a]pireno (Okona- Mensah et al., 2005;

Castro, 2010).
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1. 7.METABOLISMO DOS PAHs

. 7. 1. Absorcao

Os PAHs sao compostos altamente lipofilicos, sendo rapidamente absorvidos por
todas as vias de exposicao (inalagao, exposigao oral e dérmica) e por diversos orgaos do
organismo humano (Sousa et al., 2009).

A absorg¢ao de PAHs por inalagdao ocorre principalmente através da parede interior
dos bronquios e em menor quantidade através dos alvéolos pulmonares (Ferreira et al.,
2007).

A absorcao dérmica é bastante importante em algumas atividades industriais,
podendo ser a responsavel por até 90% da quantidade absorvida pelo organismo (Costa,
2001).

Os alimentos sao considerados outra importante fonte de exposigao humana, tanto
devido a formagao de PAHs durante os tratamentos culinarios, como devido a contaminagao
ambiental dos alimentos. A absorc¢do gastrointestinal é rapida e aumenta com a lipofilia
ou na presenca de gorduras no trato gastrointestinal. Contudo, a absorgao por ingestao é

baixa (Ferreira et al., 2007).

l. 7. 2. Distribuicao

Os PAHs distribuem-se em quase todos os tecidos e a sua concentragao depende da
dose de exposigao (Ferreira et al., 2007).

Devido a lipofilia, o tecido adiposo e mamario constituem depositos de armazenagem
importantes, mas devido ao rapido metabolismo nao se verifica uma acumulagao significativa
(Sousa et al.,, 2009).

Distribuem-se amplamente nos tecidos maternos e sao detetados no feto uma vez
que atravessam a barreira placentaria. No entanto, a transferéncia placentaria é limitada e,
deste modo, os niveis fetais nao sao tao elevados como verificados na mae. Os PAHs

também se encontram presentes no cordao umbilical e no leite materno (Ferreira et al,,

2007).
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l. 7. 3. Metabolizacao

Os PAHs sao quimicamente inertes e s6 apds metabolizagio possuem efeitos
bioldgicos, ja anteriormente referidos (EFSA, 2008).

Os PAHs sao metabolizados por enzimas de fase | e peroxidases, que produzem
metabolitos que reagem com o DNA, e por enzimas de fase Il que formam conjugados
polares. A biotransformagao dos PAHs envolve uma série de enzimas que catalisam reagoes
de oxidagao, redugao e hidrolise e de enzimas que catalisam reagoes de conjugacao. Estas
enzimas estao distribuidas em todos os tecidos organicos (Xue et al., 2005).

Este é um processo com varios passos, sendo eles a epoxidagao (citocromo P450),
hidratacao do epoxido e uma epoxidagao subsequente. O resultado € o Ultimo metabolito
carcinogénico - um diolepoxido. Monoxigenases dependentes do citocromo P450 sao
responsaveis pela oxidacdo enzimatica dos PAHs e agem principalmente sobre a regiao de
elevada densidade eletronica formando oxidos de arenos (epoxidos) que podem
espontaneamente formar fenois ou, por a¢ao das epodxidos hidrolases, produzirem di-
hidrodiois. Destes fendis, alguns sio oxidados a quinonas e outros podem sofrer nova
epoxidagao levando a formacgao de epdxidos secundarios (di-hidrodiolepoxidos). O carbono
benzilico dos dihidrodiolepoxidos é capaz de reagir com as bases nucleofilicas do DNA e
iniciar um processo mutagénico. Os di-hidrolepdxidos sao altamente instaveis e, quando nao
reagem rapidamente, sao hidrolisados a tetraodis, cuja formagao pode ser utilizada como
marcador de formacao de diolepdxidos (Xue et al., 2005).

Os fendis, as quinonas e os di-hidrofendis podem sofrer conjugacao formando
sulfatos e glucuranatos. Os oxidos de arenos, as quinonas e os diolepoxidos também reagem
com o glutationa e podem ser eliminados através da urina sob a forma de tioéteres (Xue et

al., 2005).

A maior capacidade metabolizadora encontra se no figado, seguido do pulmao,
mucosa intestinal, pele e rins mas o metabolismo também pode ocorrer no tecido nasal,
glandulas mamarias, bago, cérebro, fuliculos do cabelo e eritrocitos, plaquetas, leucocitos,
placenta e utero (EFSA, 2008).

No entanto, ha uma grande variabilidade individual na capacidade de metabolizagao
dos PAHs: pessoas deficientes em enzimas que ativam PAHs a metabolitos reativos deverao
ter menos risco de desenvolver cancro; pessoas com deficiéncia em enzimas que

destoxificam metabolitos reativos poderao ter este risco mais elevado. Muitos fatores
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incluindo racga, sexo, tabaco, alcool, fatores genéticos podem induzir ou inibir o metabolismo

o que indica que existem interagoes complexas (Ferreira et al., 2007).

l. 7. 4. Excrecao

Quando absorvidos diretamente da fase gasosa, os PAHs sio rapidamente
metabolizados e eliminados pelo organismo (o benzo[a]pireno, por exemplo, é eliminado em
cerca de | hora). Contudo, quando estao associados a particulas respiraveis, esta eliminagao
é bem mais demorada podendo levar semanas. As maiores vias de eliminagao destas
substancias apos metabolismo hepatico (metabolitos dos PAHs e seus conjugados) sao
predominantemente as fezes e em niveis muito baixos, a urina, independentemente da via de
administragao (Ferreira et al., 2007).

A maior parte dos PAHs sao excretados pelo sistema digestivo e pelos rins tanto
que, apos a ingestao de dietas contendo PAHSs, em niveis muito baixos, os metabolitos sao

detetados na urina (Cordeiro, 2003; Ferreira et al., 2007).
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I. 8. BIOMARCADORES DE EXPOSICAO E DERIVADOS

Os biomarcadores sao produtos de biotransformagao/alteragdes bioquimicas, cuja
determinagao em fluidos bioldgicos, tecidos ou ar inalado avaliam a exposigio de um
organismo a um determinado agente quimico (Amorim, 2003, Barbosa, 2009).

Os biomarcadores de exposi¢ao sao usados para avaliar a exposi¢ao de um individuo
a um contaminante, estabelecendo uma ligagao entre a exposicao externa e a quantificagao
da exposigao interna (Amorim, 2003).

Viérios trabalhos identificaram diversos tipos de biomarcadores que podem ser
usados como indicadores de exposigao a contaminantes, incluindo os PAHs (Barbosa, 2009).

O I-hidroxipireno, principal metabolito do pireno tem sido amplamente utilizado
como indicador de exposicao aos PAHSs, devido a sensibilidade, simplicidade e a rapidez na
sua analise. O Pireno é metabolizado no organismo humano com formagao do intermediario
| -hidroxipireno e |-hidroxipireno-glucuronidase que posteriormente, sao excretados por via

urinaria (Costa, 2001).

Figura 2: Estrutura quimica do biomarcador |-hidroxipireno (Costa, 2001).

No presente estudo, foram analisados trés derivados hidroxilados dos PAHs, sendo
eles o |-hidroxinaftaleno, o 2-hidroxifluoreno e o |-hidroxipireno, correspondendo a baixo,
médio e alto massa molecular, respetivamente.

E de realcar que o naftaleno, por possuir uma estrutura mais simples (constituido por
dois anéis benzénicos e com baixa massa molecular), é frequentemente encontrado no solo

e nos ambientes aquaticos (Santos, 2009).
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1. 9. LEGISLACAO

Os PAHs encontram-se quase sempre em mistura tornando-se dificil avaliar a
toxicidade de cada um. Assim sendo, recorre-se, tal como ja foi referido, ao benzo[a]pireno,
devido ao seu elevado potencial carcinogénico (Ferreira et al., 2007).

As Autoridades Europeias e Portuguesas acompanham a evolugao dos conhecimentos
sobre a toxicidade dos PAHs e do seu potencial risco para a satde, tendo sido criados, ao
longo dos tempos, diretivas e regulamentos com o objetivo de regular as quantidades
maximas de exposi¢ao de PAHs a que o Homem pode estar exposto. Neste sentido, tém-se
também desenvolvido esforgos para a realizagdo de programas de monitorizagao para

conhecer o grau de poluigao da agua, ar e alimentos.

1. 9. 1. Agua

No dominio hidrico, encontra-se atualmente em vigor o Decreto-Lei n° 243/2001 do
Ministério do Ambiente e do Ordenamento do Territério, de 5 de Setembro que estabelece
para aguas destinadas ao consumo humano, o valor paramétrico 0,010 pg L' para o
benzo[a]pireno e para a soma das concentragées do benzo[b]fluorateno,
benzo[k]fluorateno, benzo[ghi]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno, o valor 0,10 ug L.

O Decreto-Lei n° 243/2001 também aborda as especificagoes dos métodos usados
para determinar as concentragoes dos poluentes e no que diz respeito aos PAHs define os
parametros de aceitagio de metodologia analitica tais como, limites de aceitagao para a

exatidao, precisao e limite de detegao.

I. 9. 2. Ar ambiente

Em |5 de Dezembro de 2004 foi publicada a Diretiva 2004/107/CE do Parlamento
Europeu e do Conselho, que estabeleceu o valor-alvo de | ng m™ para o benzo[a]pireno no
ar ambiente com o intuito de evitar, prevenir ou limitar os efeitos nocivos dos PAHs na

salde humana e no ambiente na sua globalidade.
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Tabela 3: Valores alvo para o benzo[a]pireno segundo a Diretiva 2004/107/CE do Parlamento Europeu e do

Conselho de |5 de Dezembro de 2004.

Poluente Valor alvo
Arsénio 6 ng m”
Cadmio 5ngm?

Niquel 20 ng m’
Benzo[a]pireno | ng m?

I. 9. 3. Alimentos

Atualmente, os limites de varios contaminantes encontram-se

legislados no

Regulamento (CE) N° 1881/2006 da Comissao da Comunidade Europeia de 19 de

Dezembro, recomendando o benzo[a]pireno como biomarcador.

Tabela 4: Limites legais de benzo[a]pireno presentes no Regulamento (EC) N° 1881/2006 expressos em g

Kg"' de peso fresco.

Nivel
Produto maximo
(ng kg peso
fresco)
Oleos e gorduras destinadas ao consumo humano direto ou a utilizagao
como ingredientes alimentares. 20
Alimentos transformados a base de cereais e alimentos para bebés
destinados a latentes e criangas jovens.
Formulas para latentes e formulas de transicao, incluido leite para bebés e
leite de transicao. 1.0
Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais especificos
especificamente destinados a latentes.
Carnes fumadas e produtos fumados a base de carne. 5.0
Parte comestivel de peixe fumado e produtos fumados da pesca,
excluindo moluscos bivalves. >0
Parte comestivel do peixe, exceto de peixe fumado. 2.0
Crustaceos, cefalopodes, exceto fumados. 5.0
Moluscos bivalves. 10.0
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As caracteristicas dos métodos de amostragem e detegao para o controlo oficial do
teor de benzo[a]pireno (biomarcador dos PAHs) nos produtos alimentares encontram-se
descritas no Regulamento (CE) N° 333/2007 da Comissao da Comunidade Europeia, de 28
de Margo de 2007. O Regulamento define como critérios de aceitagao para os métodos
utilizados, no que se refere aos seguintes parametros: aplicabilidade, limite de detecao (0,3

ug Kg'), limite de quantificacio (0,9 ug Kg''), precisio e recuperagio (50-120%).

Tabela 5: Critérios a cumprir pelos métodos de amostragem e detegao de benzo[a]pireno nos alimentos
segundo o Regulamento (EC) N° 333/2007, de 28 de Margo de 2007.

Paramétros Valores

Aplicabilidade Alimentos especificados no Regulamento (EC) N°

1881/2006
LOD Menos de 0,3 ug kg
LOQ Menos de 0,9 ug kg
Precisao Inferiores a 2 (Repetibilidade)
Recuperacio 50a 120 %

Contudo, a 4 de Fevereiro de 2005 a Comissao da Comunidade Europeia
recomendou a Agéncia Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA) uma revisao dos niveis
maximos dos PAHs nos varios grupos de alimentos registados, tendo em conta a evolugao
dos conhecimentos cientificos e tecnolégicos relativos a presenca de benzo[a]pireno e
outros PAHs carcinogénicos nos alimentos (Ferreira et al., 2007).

Em 29 de Junho de 2007 a EFSA concluiu que a contaminagao dos alimentos era
relativamente baixa em alguns grupos de alimentos, tal como podemos verificar na tabela 4,
uma vez que existem valores superiores a 10 pg kg'. Alguns destes grupos ja estio
regulamentados mas outros como plantas e especiarias, suplementos alimentares, café e
outras infusoes nao existe legislacao acerca dos limites para estas categorias de alimentos. O
processamento alimentar é responsavel pela formagao de PAHs uma vez que este processo
esta diretamente relacionado com o aumento da temperatura de processamento (Ferreira et
al.,, 2007).

Sendo assim, parece ser necessario rever a legislagao atual em relagao aos limites de

PAHSs para certos grupos de alimentos.
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1. 10. PAHs NOS ALIMENTOS

A contaminagao de alimentos por PAHs pode ocorrer através de quatro fontes
principais: fontes naturais (ex.: queima de florestas), poluicao ambiental (ex.: contaminagao
de solo e agua), materiais de embalagens e alguns tipos de processos culinarios (Philips,
1999; Camargo et al., 2006).

Existem estudos sobre a contaminagao de alimentos por PAHs, nomeadamente o
benzo[a]pireno, incluindo 6leos vegetais, margarinas, maionese, produtos lacteos, frutas,
vegetais, produtos fumados, chas, café, cereais, agua, alimentos de origem marinha, alimentos
grelhados, entre outros (Marques et al., 2009).

Nos oleos vegetais, a presenga desses compostos deve-se na etapa de secagem dos
graos. Embora a desodorizagao (etapa de filtragem do 6leo para eliminagao de substancias
indesejadas) minimize os teores de PAHs é necessario o controlo por parte das industrias de
modo a remover estas substancias (EFSA, 2008; Sousa et al., 2010).

A contaminagiao em frutas e vegetais deve-se, principalmente, a poluigao ambiental. O
nivel de contaminagao depende da localizagao e da area de superficie do alimento exposta a
contaminagao (Camargo et al.,, 2002).

Como os PAHs acumulam-se nas ceras de frutas e vegetais, uma simples lavagem
nao minimiza a presenca destes contaminantes nos alimentos in natura, pois essa cera, assim
como os PAHs, siao insoluveis em agua. Para reduzir a presenga desses contaminantes
recomenda-se, o descasque dos alimentos o quanto possivel. Contudo, é importante
relembrar que muitos dos nutrientes encontram-se na casca e com este procedimento,
alguns deles serao perdidos (Sousa et al., 2010).

A contaminagao de cereais da-se de maneira andloga a de frutas e vegetais, sendo a
area de cultivo um fator muito importante. Outra via de contaminagao dos graos é a
secagem dos mesmos pela aplicagio de gases de combustao, sendo que os teores de PAHs
presente neste grupo de alimentos serdo em fungao do tipo de combustivel utilizado e das
condigoes da queima (Marques et al., 2009).

Relativamente ao café, a contaminagao com contaminantes ocorre no processo de
torrefacdo dos graos que, mais tarde, passarao para a bebida quando este é fervido. O cha
geralmente apresenta niveis superiores de PAHs em relagao ao café torrado mas no entanto,

apenas uma pequena quantidade é transferida para a bebida durante a infusio. A
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contaminagao do cha da-se devido a poluicao ambiental aliada a secagem direta da planta
(EFSA, 2008).

A presenca de PAHs nos produtos de origem marinha deve-se principalmente a
contaminagao ambiental que ocorre através de derramamento ou vazamento de Oleo,
efluentes industriais, ou de deposicao de PAHs da atmosfera. Esses compostos sao assim
absorvidos e acumulados por organismos marinhos. Em geral, os peixes apresentam maior
capacidade de metabolizar os PAHSs, apresentando capacidade de bioconcentragao. Os
moluscos, por sua vez, tendem a apresentar maiores niveis de PAHSs, pois sao incapazes de
metaboliza-los e excreta-los (Phillips, 1999).

Em produtos fumados, as particulas de PAHs sao formadas através queima
incompleta da madeira utilizada no processo. A quantidade de particulas formadas também
depende da madeira utilizada no processo de fumagao. Do ponto de vista toxicoldgico, ha
preferéncia pelo uso de madeiras duras, como carvalho, bétula, mogno e tipos de nogueira,
pois as madeiras macias sao mais ricas em lignina e mais resinosas, tendendo a formar mais
compostos cancerigenos (Simko, 2002; Sousa et al., 2010).

Os fumados e grelhados podem contribuir significativamente para o consumo de
PAHSs visto que estes produtos fazem parte da dieta humana. Por exemplo, grelhados de
carne foram o segundo maior contribuinte, apos o “pao, cereais e graos” do grupo, hum
estudo realizado nos EUA (EFSA, 2008). Quando os alimentos sao grelhados, no caso da
carne, a gordura cai sobre as brasas, sofre pirdlise e entao volta a carne, contaminada com
PAHSs na forma de fumo. Quanto maior o teor de gordura da carne, maior a quantidade de
PAHSs presente no produto. Por isso, processos culinarios que utilizam baixas temperaturas
sao as mais saudaveis, uma vez que reduzem a formagao destas substincias (Bettin et al.,
2005; Grainger et al., 2006).

Viérios estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar quais sao os alimentos
ou grupo de alimentos que mais contribuem na ingestao diaria de PAHs. Contudo, as fontes
de exposicao variam de acordo com o pais e os respetivos habitos alimentares, assim como,
as diferentes faixas etarias sendo que a populagao jovem/adulta € uma das mais afetadas,
devido a uma alimentagao inadequada com grande consumo de fast foods (sanduiches, pizzas,
salgados, entre outros), refrigerantes, carnes grelhada, bebidas alcodlicas, entre outros.

No grupo dos fast foods, as pizas sao as mais contaminadas pelos PAHs,
principalmente se forem preparadas em fornos a lenha (Camargo et al., 2002). Além disso,
esses alimentos sao compostos por muita margarina e maionese, sendo estas fontes de B[a]P

(Sousa et al., 2010).
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Segundo Galinaro e Franco (2009), até mesmo as bebidas alcodlicas, bastante
consumidas pelos jovens e adultos, incluem PAHs. A cachaga e o rum podem sofrer
contaminagao através da queima da cana-de-agUcar durante a colheita, por meio de adigao
de caramelo (utilizado para a corregao da coloragao da bebida envelhecida) no produto final
ou durante o periodo de maturagao (envelhecimento) em tlneis de madeira cuja parte
interior é submetida a queima durante a sua confecao.

De acordo com decisao do Comité Cientifico da Alimentacao Humana, da
Comunidade Europeia (CE), os niveis de PAHs nos géneros alimenticios devem ser
reduzidos a concentragoes tao baixas quanto possivel e é de extrema importancia a

monitorizagao em alimentos (EFSA, 2008; Marques et al., 2009).
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. II.METODOLOGIAS ANALITICAS PARA A
DETERMINACAO DE PAHs

Os elevados riscos para a saude humana associados a contaminagao dos alimentos
por metabolitos de PAHSs, resultam no desenvolvimento de metodologias analiticas sensiveis
para a determinagao dos mesmos nas matrizes alimentares (BLAHOVA, et al., 2010).

A grande maioria dos métodos descritos na literatura cientifica envolve extragao,
recorrendo a misturas de solventes, seguido de uma hidrdlise enzimatica e posteriormente,
um processo de purificagdo em extragao em fase solida (SPE). Posteriormente, a separagao
por cromatografia liquida de alta pressao com detegao por fluorescéncia (HPLC-FD) ou por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GS-MS) sao os métodos mais
frequentemente utilizados para a identificagao e quantificagao de metabolitos (BLAHOVA, et
al,, 2010).

Desde os anos 70, a cromatografia liquida de alta pressio tem vindo a ser
incrementada dada as vantagens que apresenta relativamente a outras técnicas de separagao
e de quantificagao destes compostos. A partir de 1980, verificaram-se progressos no uso do
HPLC para separagao, identificagdo e quantificacio dos PAHs, sobretudo em misturas
complexas Como tal, tem sido muito empregue na determinagao de metabolitos de PAHs
em alimentos, agua, lamas, bidtopos marinhos, amostras de ar, fumo de cigarro,

combustiveis, etc (Alpendurada, 1993).

I. 11. 1. Extracao

As técnicas de extragao devem ser simples de modo a proporcionar a obtengao de
extratos com o minimo de interferentes e que possua a maxima concentragao dos nossos
compostos em estudo (Castro, 2010).

A extragao liquido-liquido baseia-se na particao do composto em estudo entre duas
fases imisciveis, para que o analito passe de uma fase para outra fase. O processo de
extragao é repetido, de modo a maximizar a extragio do composto em estudo, com o
minimo de interferentes, para subsequente analise (Pereira, 2009).

Na extragcao com solventes organicos, a polaridade dos solventes, aliada a polaridade
dos compostos em andlise, a sua estabilidade e a sua relagio com a matriz, constituem
parametros condicionantes dos solventes a usar nesta fase (Pereira, 2009). Com o objetivo

de garantir uma extragao eficaz dos PAHs presentes em matrizes alimentares, o solvente
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mais utilizado tem sido o ACN (Manoli, 2004; Ramalhosa et al., 2012 a). Contudo, outros
solventes com o n-hexano (Rey-Salgueiro et al., 2009) e acetona (Cotta el at., 2009) também
se encontram descritos em outros estudos.

Apos a extragao procede-se a centrifugacao para separar a parte solida da amostra da
fase aquosa. Nesta etapa, varias velocidades e temperaturas sao utilizadas para efetuar uma
boa separagao, sendo normalmente efetuada mais do que uma centrifugacao. As

centrifugagdes com maior forga (g) e temperaturas mais baixas sao as mais rapidas e eficazes

(Pereira, 2009).

I. Il. 2. Hidrélise Enzimatica

Uma vez que os metabolitos hidroxilados resultantes da fase | de metabolizagao
podem ser conjugados com o acido glucoronico na fase I, é necessario proceder a hidrolise
enzimatica dos conjugados (Xue et al., 2005).

A obtencao de metabolismos hidroxilados na forma livre ocorre apds reagao com a

B- glucoronidase.

I. 11. 3. Extracao em fase solida

Introduzida em meados da década de 70 é uma técnica de separagao liquido-solido
que apresenta varias vantagens nomeadamente a rapidez de execugdo, simplicidade de
manuseamento, obtengao de extratos mais limpos e melhor precisao dos resultados. Esta
metodologia é adaptavel a automatizagao, conduzindo a uma melhor exatidio e precisao
(Wang et al., 2005; Pereira, 2009).

Para a efetivacdo desta etapa, pode recorrer-se a diferentes tipos de colunas, silica
C,; e colunas de fase reversa. As colunas mais utilizadas para SPE sao as Oasis HLB (colunas
de fase reversa) sendo estas compostas por um polimero macroporoso poli (divinilbenzeno-
co-N-vinilpirrolidona). Apresentam caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas e sao estaveis para
todo o intervalo de pH. O mondémero lipofilico é constituido pelo grupo divinilbenzeno que
possibilita uma maior retengcao dos metabolitos, particularmente importante na recuperagao
de compostos polares. O caracter hidrofilico é conferido pelo grupo N-vinilpirrolidona, que
confere ao enchimento propriedades hidrofilicas, evitando os problemas de humidade

encontrados para os enchimentos de silica octadeciligada (C,g) (Pereira, 2009).
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E necessirio proceder a um acondicionamento no material de enchimento para o
processo de ativagao, em que é utilizado um pequeno volume de agua, seguido normalmente
de metanol (Costa et al.,, 2001; Ferrari et al., 2002; Wang et al., 2005; Marder et al., 2010).

Apods passagem dos extratos da amostra, na qual ocorre a retengao seletiva do
analito no material de enchimento, procede-se a uma etapa intermédia de lavagem com agua
onde sao eliminados os interferentes polares. A eluicio dos analitos é efetuada com o
menor volume de solvente possivel para a completa remogao dos analitos retidas (VWang et
al., 2005; Marder et al, 2010).

Apos este passo, a solugao é evaporada a secura em corrente suave de azoto, para
evitar a decomposicao dos compostos, e depois redissolvida num solvente apropriado,
sendo este, antes da sua introducao no equipamento de Cromatografia Liquida (LC), filtrado

com um microfiltro de amostra (Pereira, 2009).

l. 11. 4. Outros métodos de purificacio MAE, SPME e Querchers

Outro Processo de Purificagio é a Microextracio em fase sélida (SPME). E uma técnica
de pré-concentragao baseada na particao do analito entre uma solugao e a fase de
recobrimento da fibra de extragao. Basicamente utiliza-se uma fibra de silica fundida coberta
com um polimero ou sélido adsorvente, que é exposta a amostra: os analitos sao absorvidos
e/ou adsorvidos pela fibra, de acordo com o seu coeficiente de particao entre a fase de
recobrimento da fibra e a amostra (Ferreira, 2006).

A SPME foi desenvolvida inicialmente para a andlise dos compostos volateis mas,
atualmente, tem sido utilizada na andlise de uma grande variedade de matrizes liquidas,
solidas e gasosas e para diversos analitos, de volateis e nao volateis (Menezes, 201 1).

O SPME ¢, frequentemente, considerada como uma outra forma da extragao em fase
solida.

Apesar de se tratar de um método simples de analise de PAHs, nao é um método exato

e sensivel uma vez que a extragao € demorada (Ferreira, 2006).

QuEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe) é um método de preparagao de
amostras recentemente utilizado na analise de residuos de pesticidas em matrizes
alimentares (Ramalhosa et al., 2009).

Esta técnica de extragao também pode ser aplicada para PAHs apresentando vantagens

uma vez que permite recuperagoes proximas a 100%, remove os possiveis compostos
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interferentes da amostra, apresenta boa precisao e robustez, baixo custo, rapidez, facilidade
e seguranc¢a (utiliza pequenos volumes de solventes de baixa toxicidade) (Prestes et al.,
2009).

Devido a rapidez do procedimento é adequado a analise de rotina de um grande numero

de amostras (Ramalhosa et al., 2009).

Um outro método de purificagao para analise de PAHs é a Extracao assistida por

micro-ondas (MAE). E um processo que utiliza energia por micro-ondas para promover o
movimento molecular e rotagao do liquido com o dipolo permanente levando a um rapido
aquecimento do solvente e da amostra, a fim de que ocorra a particao dos analitos de
interesse da matriz da amostra para o solvente (Prestes et al., 201 3).

A capacidade de aquecer rapidamente a mistura solvente da amostra € a principal
vantagem desta técnica. Contudo, é aplicavel apenas a compostos termicamente estaveis
(Eskilsson et al., 2000).

A técnica MAE possibilita que varias amostras sejam extraidas simultaneamente com
baixo consumo de solvente (10 a 30 mL) mas como solventes apolares nao absorvem
energia de micro-ondas, pelo menos algum solvente polar, como a agua, deve ser utilizado
neste método de purificagao (Prestes et al., 2013).

Outras das vantagens da MAE sio os altos percentuais de recuperagao dos analitos e a
possibilidade de extracao simultinea de diferentes amostras, sem interferéncias. No entanto,
a escolha do solvente é um fator limitante e geralmente é necessaria uma etapa adicional de

limpeza dos extratos (Prestes et al., 2013).

I. 11.5. Detecao e Quantificacao

I.11.5. |I. Cromatografia liquida

A cromatografia liquida é a técnica analitica de separagao mais usada. A razao desta
popularidade, além de residir na sua elevada sensibilidade, na sua capacidade para efetuar
determinagoes precisas e de separar espécies nao volateis, deve-se sobretudo ao facto de
possuir uma grande aplicabilidade a substdncias com interesse primordial para a industria e
na investigagao cientifica (Silva, 2008).

As colunas cromatograficas utilizadas sao na maioria as de fase reversa C para
separar pequenas quantidades dos metabolitos a serem analisados. A partir da analise da

literatura é possivel verificar que na maioria é utilizado uma coluna C18 PAHs 150 x 4 mm
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(Ramalhosa et al.,, 2012 a, 2012 b) ou C18 250 x 4,6 mm (Toriba et al., 2003; Cotta et al.,
2009; Ramalhosa et al., 2009; Sakiara et al., 2010; Ruczynska et al., 201 I).

Frequentemente é utilizado no sistema HPLC uma pré-coluna com o objetivo de reter
solidos que possam entupir os filtros da coluna. Apresentam as mesmas caracteristicas que a
coluna, e é colocada entre o injetor e a coluna. No que respeita ao tamanho da particula, a
escolha recai preferencialmente para colunas com 5 ym de tamanho de particula (Toriba et
al., 2003; Cotta et al., 2009; Ramalhosa et al., 2009, 2012 a, 2012 b).

No que diz respeito ao volume da amostra injetado no sistema cromatografico, utiliza-
se normalmente um volume de 20 pL (Ruczynska, 201 |; Vuontisjarvi et al., 2004; Richardson
et al., 2004; Sakiara et al., 2010; Dabrowska et al., 2008). Apesar de outros volumes serem
observados na literatura, tal como 10 pL (Benvenuti et al., 2011), I5 pL (Ramalhosa et al.,
2009, 2012 b) e 100 pL (Toriba et al, 2003), um volume de injecio mais elevado
proporciona um valor de Limite de Detegao (LOD) mais baixo (Silva, 2008).

Os fluxos adotados variam também de procedimento para procedimento. Porém, o
fluxo mais utilizado é de 0,8 mL min™' (Ramalhosa et al., 2009, 2012 b; Dabrowska et al,,
2008; Ferrari et al., 2002; Sakiara et al., 2010; Faria et al., 2004) ou | mL min"' (Toriba et al,,
2003; Vuontisjarvi et al., 2004; Ruczynska et al., 201 1) de modo a obter melhor resolugao de
picos.

A detecao por fluorescéncia é amplamente usada na andlise de metabolitos de PAHs.
As principais vantagens deste tipo de detetor consistem na alta sensibilidade e seletividade
(Wang et al.,, 2005). A detecao fluorimétrica é considerada um poderoso meio analitico na
analise de residuos, principalmente quando ha necessidade de reduzir ou mesmo eliminar as
interferéncias presentes nos extratos dos alimentos, uma vez que existem Ppoucos
compostos naturais que possuam fluorescéncia nativa (Pereira, 2009).

Contudo, existem estudos realizados de acordo com a literatura cientifica para a
determinagao de metabolitos de PAHs com LC, mas com detegao por MS, tal como,

procedeu Rey- Salgueiro et al. (2009).

I. 11.5.2. Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (GC) com detecio por espectrometria de massa (MS)
apresenta alta rapidez de anailise, elevada resolucao e boa sensibilidade, tendo capacidade de
detetar concentragoes na ordem dos picogramas. No entanto, para que esta técnica analitica
possa ser aplicada é necessario que os compostos a analisar sejam volateis e termicamente

estaveis, de modo a manterem as mesmas propriedades durante o processo de volatilizagao
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que ocorre a temperaturas relativamente altas. No caso de os compostos terem baixa
volatilidade ou serem termolabeis necessitam de processos de derivatizagao de PAHs de
baixa massa molecular, apresentando para estes casos uma 6tima resolugao (Castro, 2010).
Alguns sistemas sofisticados de cromatografia gasosa permitem a analise no modo
GC-MS/MS, ou seja, cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa em tandem.

Neste modo, as moléculas de interesse sofrem uma dupla fragmentagao.
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Il. 1. AMOSTRAGEM

Um total de amostras de cefalopodes, 12 amostras de lulas e 6 amostras de hemolinfa
de polvo (tabela 6 e 7), foram obtidas e conservadas a -20°C até ao momento da analise.

As lulas do género Loligo gahi, oriundas da Argentina Atlantico, Sudoeste (FAO:4l)
foram colhidas frescas no periodo de 24 a 30 de Novembro de 2011, a partir de superficies
comerciais na cidade do Porto, Portugal. As 6 amostras de hemolinfa de polvo do género
Octopus vulgaris, oriundas Noroeste Atlantico, foram colhidas pelo Centro Interdisciplinar de
investigacdo Marinha e Ambiente (CIIMAR) no Grupo de Reag¢oes e Analises Quimicas
(GRAQ) onde se procedeu a recolha da hemolinfa no polvo vivo.

A caracterizagao biométrica (tabela 6 e 7) foi realizada de acordo com os
regulamentos EPA Guide No. 823-B-00-07 e EC No. 333/2007 (US EPA, 2000; European
Commission, 2007).

Tabela 6: Caracteristicas das amostras de lulas analisadas.

Amostra lulas

(data recolha) m inteiro (g) comp. manto (cm) Comp' bracos (cm)
24/11/201 1 Fresca
Loligo gahi
LIOA 58.702 18.5/14.5 12.5
LI10B 54,537 22.5/85 14.5
LI0C 64.742 24.5/10.5 14.5
25/11/2011 Fresca
Loligo gahi
LI8SA 98.549 23/9 13
L18B 89.514 22/9 12
L18C 85.548 23.5/10 12.5
28/11/2011 Fresca
Loligo gahi
LI9A 105.242 28/14 12.5
LI19B 79.70 24/10.5 12.5
LI19C 84.624 25.5/12.5 12.0
30/11/2011 E
Loligo gahi resca
L24A 83.838 24/10.5 12.5
L24B 90.420 16.5/3.5 11.5
L24C 79.369 24/10.5 12.5
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H52 927.9 46.5 37.0 9.5 9.5
H53 654.0 42.0 33.0 9.0 8.0
H54 868.8 46.5 38.0 85 6.5
H55 965.3 49.5 395 10.0 6.5
H56 920.2 50.0 40.5 9.5 7.0
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Il. 2. MATERIAIS E METODOS

Il. 2. 1. Reagentes Quimicos

e Acetonitrilo para HPLC (Carlo ERBA, Milao, Italia)

e Metanol para HPLC (Carlo ERBA, Milao, Itdlia)

e Agua para HPLC obtida através do sistema Millipore (Milli-Q Integral 10,
Billerica, E.U.A)

o Acetato de etilo para HPLC (Panreac, Barcelona, Espanha)

e N, (airliquid)

e Padroes de |-OH-NF, 2-OH-Fl e 1-OH-P com grau de pureza superior a 98%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.A)

e [-glucoronidase Roche Diagnostics (Mannheim, Alemanha)

e Acido ascérbico (Sigma-Aldrich, St. Louis, E.U.A)

e Acido acético com grau de pureza superior a 99,7% (Panreac, Barcelona,
Espanha)

e Acetato de sodio (Merck, Alemanha)

Il. 2.2. Solucles

A solugao de tampao acetato de sodio 0,1 M foi preparada dissolvendo 1,36 g de
acetato de sodio em 250 mL de agua destilada, ajustando em seguida o pH 5,0 com acido
acético com grau de pureza superior a 99,7%.

A solugio de écido ascérbico | mg mL' foi preparada num baldo de 100 mL,
dissolvendo 100 mg em metanol, uma vez que este solvente apresenta melhor solubilidade
para diluir este antioxidante (Shalmashi et al., 2008).

As solugoes stock foram preparadas em baloes volumétricos de vidro ambar de 5 mL
dissolvendo-se 10 mg dos respetivos padroes em acetonitrilo: metanol (50:50), visto que os
metabolitos de PAHs s3ao mais estaveis em acetonitrilo do que em metanol para um
armazenamento de longa duragio, obtendo-se concentragdes finais de 2 mg mL™". Solugdes
intermédias foram preparadas a 250, 50 e 5 pyg mL' com 5 mL de acetonitrilo: metanol
(50:50) para cada um dos compostos. De seguida, foram preparadas solugoes padrao de

trabalho mistura com 750 de |-OH-NF/ 30 de 2-OH-FI/ 150 de I-OH-P ng mL"', 1000 de |-
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OH-NF/ 50 de 2-OH-FI/ 200 de 1-OH-P ng mL"' e 2000 de |1-OH-NF/ 75 de 2-OH-FI/ 300
de I-OH-P ng mL"".

Para a curva de calibragao para o HPLC-FD foram usadas as seguintes concentragoes:
750 de 1-OH-NF/ 30 de 2-OH-FI/ 150 de 1-OH-P ng mL", 850 de |1-OH-NF/ 40 de 2-OH-FI/
175 de 1-OH-P ng mL"', 1000 de |-OH-NF/ 50 de 2-OH-FI/ 200 de I-OH-P ng mL", 1500 de
|-OH-NF/ 60 de 2-OH-FI/ 250 de I-OH-P ng mL ™' e 2000 de 1-OH-NF/ 75 de 2-OH-FI/ 300
de I-OH-P ng mL"".

Todas as solugoes foram mantidas em baldes de vidro ambar para estarem protegidas

da luz e armazenadas a -20°C quando nio se encontravam em utilizagao.

Il. 2.3. Materiais e equipamentos

Material de vidro ambar

Balanga analitica Mettler Toledo modelo AG 285 (Toledo, Suiga)

Aparelho de ultrasonificagaio modelo Sonorex RK 100 (Berlim, Alemanha)
Vortex Retsch Mixer (Alemanha)

Sistema de vacuo para filtragao de fase movel Buchi (Suiga)

Filtro de membrana com poro de 0,2 pm e de didmetro de 50 mm (Whatman,
Dassel, Alemanha)

Membrana para as amostras com poro de 0,45 ym (Millipore, Dassel, Irlanda)
Centrifuga Sigma Modelo 3-16 K (St. Louis, E.U.A)

Evaporador Labconco rapidvap vertex (Kansas)

Eletrodo pH Jenway 3505 (Reagente 5, Porto, Portugal)

Estufa Memmert (Schwabach, Alemanha)

Colunas de extracio de fase sodlida Oasis HLB 6cc/ 200 mg (Damstadt,
Alemanha)

Sistema de vacuo para extragao em fase sélida Dinko (Barcelona, Espanha)
Sistema de cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) 321 Pump Module
Gilson com loop de 20 pL (Villieres le Bel, Franga)

Coluna de HPLC Waters PAH C18 5 um (Milford, Massachusetts)

Forno para Coluna HPLC (Reagente 5, Porto)

Detetor Fluorimetro LabAlliance (USA)

Injetor Automatico 234 (Gilson, Franga)
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1. 2.4. Metodologia Analitica

Il. 2.4.1. Extracdo

A metodologia analitica aplicada na extragao da lula abrange as seguintes etapas:

I. Pesar | grama de lula para um tubo de centrifuga e adicionar | mL da solugao de
acido ascorbico em metanol.

2. Adicionar 6 mL de ACN ao tubo de centrifuga.

3. Agitar no vortex, seguido de ultrassonificagao durante 5 minutos.

4. Centrifugagao a 4°C a 10 000g, durante 10 minutos.

5. Separar o sobrenadante do tubo de centrifuga e colocar num tubo de ensaio.

6. Concentragdo a secura a 37°C sob uma corrente suave de azoto.

1. 2.4.2. Hidrodlise enzimatica

7. Adicionar 4 mL de tampao acetato de sodio ao tubo de ensaio, seguido de agitagao
no vortex e submetido a ultrassonificacao durante 5 min.

8. Adicionar 20 pL de B-glucoronidase e substituir o oxigénio por uma atmosfera de
N,.

9. Incubagao a 37°C durante 40 min.

10. Apos a reagao enzimatica, arrefecer a amostra a temperatura ambiente e

proceder a nova centrifugagio a 10 000g, durante 10 min a 4°C.

Il. 2.4.3. Purificacdao

Na extracao em fase soélida (SPE) utilizou-se uma coluna Oasis HLB, 200 mg (6cc)

através das seguintes etapas:

I 1. Acondicionamento das colunas com 5 mL de Agua Milli Q, seguido de 5 mL de

MeOH.

12. Passagem do extrato da amostra, seguida de lavagem com 2 mL de Agua Milli Q e

secagem durante |0 mina 10 mm de Hg.

I3. Eluigao dos metabolitos com 10 mL de MeOH: Acetato de etilo (50:50).

14. Concentragio a secura a 37°C sob uma corrente suave de N,.

I5. Redissolugao com | mL de ACN: MeOH (50:50) seguido de agitagao no vortex e
submetido a ultrassonificagao durante 5 min.

16. Antes de injetar, filtrar o extrato através de um filtro de membrana 0,45 ym.
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Il. 2.4.4. Cromatografia Liquida com detecdo por fluorescéncia

O cromatografo consistiu no equipamento descrito no subcapitulo Il. 2.3 na qual a
fase movel foi constituida por acetonitrilo e 4gua bidestilada, filtrada através de uma
membrana com poros de 0,2 pym sob vacuo e desgaseificada por ultrassons durante |5
minutos.

A coluna utilizada foi a PAHs CI8 12 pym 4.6 x 250 mm, mantida a temperatura de
30°C e com o fluxo de | mL min', sendo o volume de injegio de 20 uL.

O tempo de andlise foi de 32 minutos utilizando o seguinte sistema de gradiente da
fase movel: nos primeiros 5 minutos era constituido por acetonitrilo: agua (50:50), dos 5 aos
20 minutos aumentava gradualmente a quantidade de acetonitrilo até concluir os 100% e
mantinha-se durante 5 minutos. Dos 25 aos 30 minutos aumentava a percentagem de agua e
nos dois ultimos minutos voltava as condigoes iniciais de acetonitrilo: agua (50:50).

As condig¢oes do detetor fluorimétrico, acoplado ao sistema HPLC, foram de 500 V e
comprimento de onda de excitagao de 290 nm e de 336 nm de emissao nos primeiros 6,50
minutos, 266 nm de excitagao e 336 nm de emissao dos 6,51 aos 9 minutos e por fim, 346
nm de excitagao e 390 de emissao dos 9,01 aos 30 minutos, tal como podemos verificar na

tabela 8.

Tabela 8: Comprimentos de onde de excitagao e emissdo dos 3 metabolitos em estudo.

Tempo Comprimento de Comprimento de
Metabolito . P onda de excitacdo onda de emissiao
(min)
(nm) (nm)
1-OH-NF 0-6,5 266 348
2-OH-FI 6,51 -9 266 336
1-OH-P 9,01 - 30 346 390
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Il. 3. VALIDAGAO DA METODOLOGIA ANALITICA

Para validar a metodologia analitica, foi necessirio observar quatro condigoes

essenciais: linearidade, seletividade, exatidao e precisao.

Il. 3.1. Linearidade

A linearidade define-se como a capacidade de determinado método, permitir a
obtencao de resultados diretamente proporcionais entre as areas obtidas e as
concentragoes existentes nas amostras, sendo que, quanto mais proximo for o valor do
coeficiente de correlagdo (r*) da unidade, maior serd a sua relagao (Ribani et al., 2004).

Neste estudo, procedeu-se a da curva de calibragao para cada um dos metabolitos
em causa, através de 5 niveis de concentragio sendo os intervalos entre 750 e 2000 ng mL"

para o 1-OH-NF, 30 e 75 ng mL"' para o 2-OH-Fl e 150 e 300 ng mL" para o 1-OH-P.

Il. 3.2. Seletividade

A seletividade ¢ avaliada através da comparagao entre a matriz isenta das substancias
de interesse e a matriz adicionada de padriao, de modo a poder verificar se nao existe
nenhum interferente nos tempos de reten¢ao dos compostos em estudo (Ribani et al,
2004).

Sendo assim, foram analisadas amostras de lulas utilizando a metodologia referida no
ponto Il. 2 4., para verificar se surgiam interferentes que pudessem comprometer a

identificacao e quantificagao de |-OH-NF, 2-OH-Fl e |-OH-P.

Il. 3.3. Exatidao e Precisao

A exatidao é avaliada pela percentagem de recuperagao, calculada através da razao
entre a quantidade de substincia adicionada e a quantidade de substincia recuperada (Ribani
et al.,, 2004).

Para avaliagao deste parametro, foram usados 3 niveis de fortificagao com padroes de
concentragoes conhecidas, sendo a concentragao do nivel | de 750 de |-OH-NF/ 30 de 2-
OH-FI/ 150 de 1-OH-P ng mL"', nivel 2 de 1000 de |-OH-NF/ 50 de 2-OH-FI/ 200 de |-OH-
P ng mL"' e nivel 3 de 2000 de |-OH-NF/ 75 de 2-OH-FI/ 300 de |-OH-P ng mL". As
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amostras foram analisadas em triplicado, nas mesmas condigoes analiticas, seguindo o

procedimento de extragao, hidrolise enzimatica e purificagao descrito no sub-capitulo Il. 2.4.

A precisao, definida como o grau de concordancia dos resultados obtidos numa série
de analises de uma mesma amostra, é avaliada pelo desvio padriao absoluto através da
repetibilidade intra-dia (n=3) e repetibilidade inter-dia (3 dias).

A precisao intra-dia calculou-se através da média dos desvios padroes das
percentagens de recuperagao de cada dia, para cada composto analisado.

A precisao inter-dia foi calculada através da média dos desvios padroes das

percentagens de recuperagao dos trés dias, para cada composto analisado (Pereira, 2009).
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Il. 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Il. 4.1. Otimizacao das condicbes cromatograficas

Relativamente a fase movel, tal como indicavam a maior parte dos artigos, foi usado
uma mistura de agua bidestilada e ACN. Contudo, o gradiente nao foi igual ao longo da
analise, uma vez que o |-OH-NF lanca o seu pico com um gradiente de 50:50 dos solventes
da fase moével, enquanto os outros 2 metabolitos surgem com um aumento da quantidade de
ACN. Foram testados também varios tempos de andlise e os melhores resultados foram
obtidos num tempo de 32 min de modo, a que nos minutos finais a coluna sofresse um
processo de lavagem com a fase movel. Foi utilizado diferentes velocidades do fluxo,
divergindo entre | e I,5 mL min”' e devido ao aumento de pressio no sistema optou-se por
| mL min™.

Foi utilizado um forno de coluna, de modo a trabalhar a uma temperatura constante,
diminuindo a viscosidade da fase movel, a pressao do sistema e melhorando a separagao dos
compostos.

Foram efetuados ensaios a 30°C (Rey-Salgueiro et al., 2009) e 40°C (Wang et al,,
2005) e obtivemos melhores resolugoes dos picos cromatograficos a 30°C.

Uma vez que os metabolitos apresentam diferentes comprimentos de onda, e de
modo a maximizar a sensibilidade dos compostos procedeu-se a detegao em modo de
comprimento de onda variavel (de acordo com a tabela 8 ja apresentada) para a

determinagao simultanea dos 3 metabolitos em estudo.
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Figura 3: Cromatograma dos picos dos metabolitos |-OH-NF, 2-OH-Fl e |-OH-P, respetivamente.
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Il. 4.2. Otimizacao do procedimento de extracao

Foram testados diferentes parametros do método de extragao, de acordo com a
literatura cientifica, com o objetivo de otimizar a metodologia analitica.

Primeiramente destaca-se a importancia da adicdo de um antioxidante para a
extragao de metabolitos de PAHs, visto que estes compostos sao bastantes sensiveis e de
facil degradacao. De acordo com a literatura cientifica a utilizagao do acido ascorbico pode
ser feita através da adicdo de | mg mL"' na fase mével ou, proceder a adigio terc-butil-
hidroquinona (TBQH) na preparagao das solugoes padrao e a amostra.

Neste estudo, procedeu-se a avaliagao da agao destes 2 antioxidantes, procedendo a
sua adicao antes da hidrolise enzimatica. Deste modo foram adicionados 0,2 mg e 3 mg de
acido ascorbico e TBQH, respetivamente nos dois ensaios realizados. VerificAmos que a
adicao do TBQH provoca o aumento de fluorescéncia nao permitindo a determinagao dos
metabolitos em estudo.

Relativamente ao acido ascorbico, verificou-se que os resultados mantiveram-se
semelhantes aos do ensaio sem a adigao deste antioxidante. No sentido de proceder a uma
melhor avaliagao da sua agao antioxidante, adicionou-se o acido ascorbico a amostra apos a
sua pesagem, o que resultou nem aumento da percentagem de recuperagao dos metabolitos
em estudo.

Outros dos parametros analisados foram a quantidade de reagente de extragao e o
tempo de extragao de modo a maximizar a extracdo destes compostos. Esta foi realizada
com ACN devido ao facto dos PAHs apresentarem elevada solubilidade neste solvente e,
num primeiro ensaio foram efetuadas duas extragoes com 5 mL de ACN em 20 min.
Contudo, os resultados nao foram satisfatorios uma vez que estes compostos sao
fotossensiveis e, apesar de se utilizar material de vidro ambar, procedemos a estudos
comparativos com diferentes tempos de extragao de modo a minimizar a degradagao por
exposicao a luz solar. Os melhores resultados foram obtidos apés uma Unica extragao com 6
mL de ACN.

A centrifugagao foi crucial pois permitiu uma boa separagao entre o residuo da
amostra e o solvente de extragao, quando uma forga de 10 000 g foi aplicada durante 10
minutos, a 4°C.

A concentracio sob fluxo de azoto foi avaliada entre 37°C e 42°C, tendo-se
verificado que temperaturas superiores a 37°C conduziam a degradagao dos metabolitos dos
PAHs. O mesmo foi verificado por Martinez-Salinas et al. (2010) para o metabolito |-

hidroxipireno.
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Il. 4.3. Otimizacao da hidrolise enzimatica

A hidrolise enzimatica consiste numa reagao quimica catalisada pela B-glucoronidase
sendo necessario a adicdo de agua para quebrar a ligagio do conjugado glucuronido. A
utilizagao de uma solucao tampao apresenta varias vantagens nomeadamente na manutengao
de um valor de pH constante, que previne a degradacao e promove a conservagao dos
compostos em estudo.

Nesta etapa foram testadas varias concentragoes de tampao acetato de soédio a pH 5:
0,05 M, 0,1 M e 0,5 M. Verificou-se que a utilizagao de 4 mL da solugao tampao acetato de
sodio 0,1 M a pH 5 é ideal para evitar a degradagao dos metabolitos em estudo. Bouchard et
al. (2002) também utilizaram o mesmo volume desta solugao tampao na determinagao do |-
hidroxipireno.

De acordo com a maioria dos estudos publicados na literatura cientifica, a quantidade
de enzima B-glucoronidase utilizada é de 20 pL sendo o volume suficiente para que ocorra a
reagao e se obtenha percentagens de recuperagao elevadas.

Também verificdmos que durante a hidrolise enzimatica é indispensavel a substituigao
do Oxigénio (O,) por N,, logo apds a adicao da B-glucoronidase, uma vez que também
ocorre degradagao dos metabolitos na presenga de O,.

A temperatura e o tempo de reagao sao também parametros cruciais. Neste estudo
foram testadas varias condicoes tais como, 42°C durante 2h30, 40°C durante |h e 40°C
durante 40 min. Os resultados obtidos nestes ensaios demonstraram a ocorréncia de
degradacao dos metabolitos em estudo. De modo a evitar a sua degradagao, procedemos a
um quarto ensaio realizado a uma temperatura mais baixa, de 37°C durante 40, 45 e 50 min.
A esta temperatura nao ocorreu a degradacio dos metabolitos e também podemos
constatar que o tempo de reagao de 40 min, foi suficiente para que ocorresse a reagao de
hidrolise dos trés metabolitos em estudo. Estes resultados estio de acordo com os
reportados por Rey-Salgueiro et al. (2009), que para a determinagao dos metabolitos |-
hidroxipireno e 2-hidroxibenzo[a]pireno, procederam a incubagao a 37°C durante 45 min.

Apods a hidrdlise enzimatica, procedeu-se a centrifugagao para que ocorra uma

melhor separagao das fases, fundamental na SPE.
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Il. 4.4. Otimizacao da SPE

Neste estudo, testou-se dois tipos de colunas, Waters CI8 (500mg/6cc) e Oasis HLB
(200mg/6cc).

O primeiro procedimento de SPE estudado, baseado no estudo de Rey-Salgueiro et
al. (2009) e Wang et al. (2005), procedeu a avaliagao das colunas Waters CI8. Verificou-se
uma grande variabilidade nos resultados da exatidao obtida nos diversos ensaios realizados
com estas colunas, como podemos verificar na tabela 9.

Os melhores resultados foram obtidos com as colunas Oasis HLB 200 mg que
permitem um equilibrio hidrofilico-lipofilico. No entanto, foi necessario proceder a varios
estudos de otimizagao, com solugao padrio, de modo a maximizar a retengao destes
compostos nestas colunas. Varios parametros foram otimizados, nomeadamente o volume e
tipo de solventes a ser utilizados no processo de lavagem, eluicao e redissolugao.

Através da analise da tabela 9 que apresenta os varios ensaios realizados, é possivel
verificar que o acondicionamento com agua e metanol sao essenciais uma vez que estes
solventes s3o os ideais para ativagao das colunas Oasis. Relativamente ao processo de
lavagem das colunas Oasis, foram testados alguns solventes ou mesmo numa fase posterior,
procedeu-se a eliminagao deste passo. Conclui-se assim, que para eliminar os interferentes, a
agua seria o solvente polar ideal uma vez que possui um poder de dissolugao suficiente para
remover materiais fracamente absorvidos (interferentes) e nao remover espécies
fortemente absorvidas (analito).

A eluicao foi realizada com solucoes diferentes e utilizando varios volumes. Os
resultados obtidos demonstraram que a presen¢a do metanol na solugao de eluigao é crucial
nesta etapa, de modo a eluir todos os metabolitos em estudo retidos na coluna HLB. Outros
ensaios efetuados consistiram na realizagao de varias eluicoes consecutivas, com diferentes
volumes de solugao de metanol, de modo a maximizar a eficiéncia da eluigao dos compostos
retidos na coluna com o menor volume de metanol. Concluimos que 10 mL da mistura
MeOH: Acetato de etilo sao necessarios para eluicao completa dos metabolitos em estudo.
Quanto a evaporagao do extrato a secura sob fluxo de azoto foi primordial a sua realizagao
a 37°C, de modo a evitar a sua degradagao.

Por ultimo, redissolveu-se o extrato seco em | mL do mesmo solvente em que

estavam preparados as solugoes padrao.
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Tabela 9: Ensaios de otimizagao do procedimento SPE.

Colunas Procedimento % Recuperacao
= Acondicionamento: 5 mL de H,O; 5 mL de MeOH 1-OH-NE: 67 1 1%
. = Amostra: | mL de padrio [I-OH-NF/2-OH-FI/[-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN Dl Svsi
Oasis HLB o o .- 2-OH-Fl: 93%
200 6 = Lavagem: 5 mL de 20% MeOH em 2% de acetato de amédnia 1-OH-P: 10.6%
mgil 6cc = Eluicdo: 8 mL de 2 % de acido acético em MeOH TN TR
Redissolugcao: | mL de ACN
=>» Acondicionamento: 5 mL de H,O; 5 mL de MeOH |-OH-NF:
H a - - - - - -Pl = -1 = = e =
Oasis HLB = Amostra: | mL de padrio [|-OH-NF/2-OH-FI/|-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN 2.OH-FI: 78%
200 6 = Lavagem: 5 mL de H,O |-OH-P:
mgl bcc = Eluicdo: 8 mL de 2 % de acido acético em MeOH ) e
Redissolucao: | mL de ACN
= Acondicionamento: 5 mL de Diclorometano (DCM); 5 mL de MeOH; 5 mL de H,O
. = Amostra: | mL de padrio [|-OH-NF/2-OH-FI/|-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN 1-OH-NF: 39,5%
Oasis HLB
200/ 6 = Lavagem: 5 mL de H,O 2-OH-FI: 88%
oo S Fluicdo: 8mL de DCM 1-OH-P: 7,8%
Redissolucao: | mL de ACN
= Acondicionamento: 5 mL de DCM; 5 mL de MeOH; 5 mL de H,O 1-OH-NF: 13,32%
Oasis HLB = Amostra: | mL de padrio [|-OH-NF/2-OH-FI/|-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN + 5 mL de ACN 2-OH-Fl: 39,23%
= Lavagem: 5 mL de H,O 1-OH-P: 4,38%

LSS 5 Elyicio: 8 mL de DCM

Redissolucido: | mL de ACN
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Acondicionamento: 5 mL de H,O ; 5 mL de MeOH

Amostra: | mL de padrao [1-OH-NF/2-OH-Fl/ 1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN + 5 mL de tampao [0,05] M
Lavagem: 5 mL de H,O

Eluicao: 8 mL de 2 % de acido acético em MeOH

AR

Redissolucao: | mL de ACN

= Acondicionamento: 5 mL de MeOH ;5 mL H,O

= Amostra: | mL de padrio [|-OH-NF/2-OH-FI/|-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN + 5 mL de tampao [0,05] M
= Lavagem: 5 mL de 20 % MeOH em H,O

= Elui¢do: 10 mL de MeOH: acetato de Etilo (50:50)

Redissolugcao: | mL de ACN

Acondicionamento: 5 mL de ACN; 10 mL H,O;
Amostra: | mL de padrio [I-OH-NF/2-OH-FI/1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-'em ACN + 5 mL de tampao [0,05] M
Lavagem: ----
Eluicdo: (1*) 10 mL de MeoH: acetato de Etilo (50:50)
(2%) 5 mL de MeOH
(3*) 5 mL de MeOH

AR A

Redissolucao:| mL de ACN

Acondicionamento: 5 mL de MeOH; 5 mL de H,O;
Amostra: | mL de padrio [I-OH-NF/2-OH-FI/1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-'em ACN + 5 mL de tampao [0,05] M
Lavagem: ----
Eluicdo: (1*) 5 mL de MeOH
(2*) 5 mL de MeOH

LA 7

(3*) 10 mL de MeOH: acetato de etilo (50:50)

Redissolucao: | mL de ACN

I-OH-NF: 55,77%
2-OH-FI: 88,05%
1-OH-P: 3,04%

1-OH-NF: 34,03%
2-OH-FI: 81,59%
1-OH-P: 32,19%

(1%) 1-OH-NF: -
2-OH-FI: 68,31%
1-OH-P: -

(2*) 1-OH-NF: -
2-OH-FI: 0,48 %
1-OH-P: -

(3*) Nao foram encontrados

metabolitos de PAHs.

(1*)1-OH-NF: 15,17%
2-OH-FI: 55,53%
1-OH-P: 32,25%

(2*) 1-OH-NF: -
2-OH-FI: 0,57%
1-OH-P: 0,78%

(3%) 1-OH- NF: -
2-OH-FI: 0,51%
1-OH-P: 0,23%
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= Acondicionamento: 5 mL de H,O; 5 mL de MeOH (1*) 1-OH-NF: 62%
= Amostra: | mL de padrio [|-OH-NF/2-OH-FI/|-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em MeOH + 5 mL de tampao [0,05]M 2-OH-FI: 113,04%
. + 5 mL MeoH 1-OH-P: -
2(335: I;“chc = Lavagem: 5 mL de 20 % MeOH em H,O
g = Eluigdo: (1*) 5 mL de ACN:MeOH (70:30) (2%) 1-OH-NF: -
(2*) 5 mL de ACN:MeOH (70:30) 2-OH-FI: 95 %
1-OH-P: -
Redissolucdo: | mL de MeOH
= Acondicionamento: 5 mL de H,O ; 5 mL de MeOH (1%)1-OH-NF: -
= Amostra: | mL de padrio [|-OH-NF/2-OH-FI/1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (50:50) + 5 mL 2-OH-FI: '43 %
tampio [0,05] M + | mL MeOH I-OH.P: °
Oasis HLB > Lavagem: ---- Dkl
200 mg/ 6cc = Eluicdo: (1?) 5 mL de ACN:MeOH (70:30) a NI
(2%) 5 mL de ACN:MeOH (70:30) (2%) Néo foram
encontrados metabolitos
de PAHs.
Redissolucdo: | mL de ACN: MeOH (50:50)
2 Acondicionamento: 5 mL de H,O ; 5 mL de MeOH (AI)IZ-.?):-.R-F:S%Z{;
= Amostra: (ensaio A) 2> | mL de padrio [I-OH-NF/2-OH-FI/1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH I-OH-P: 68 0’77 °
(50:50) + 5 mL tampao [0,05] M TR
i a = = . - - -P1 = -1 .
(ensaio B)_% 2,5 mL de padrao [I-OH-NF/2-OH-FI/|-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (B1)1-OH- NF:168,13%
(50:50) + 2,5 mL tampao [0,05] M 2.OH-FI: 310.12%
(ensaio C) - | mL de padrao [I-OH-NF/2-OH-FI/|-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH I-OH-P-. I804’I‘7°
Oasis HLB (50:50) + 5 mL tampdo [0,05] M + 0,3 mL MeOH T
200 mg/ 6cc EN T (C1)1-OH- NF:40,70%
e 2-OH-FI: 131,98%
= Eluicdo: (1*) 5 mL de MeOH: Acetato de etilo (50:50) |-OH-P: -
(2*) 5 mL de MeOH: Acetato de etilo (50:50) ’
(A2, B2, C2) Nao foram
Redissolugdo: | mL de ACN: MeOH (50:50) encontrados metabolitos

de PAHs.
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Acondicionamento: 5 mL de H,O; 5 mL de MeOH

Amostra: (ensaio A) 2> | mL padrio [1-OH-NF/2-OH-FI/|-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (50:50)
+ 4 mL tampao [0,05] M

(ensaio B) 2 | mL padrao [I1-OH-NF/2-OH-FI/I-OH-P] = [1000/50/150] ng mL:' em ACN: MeOH (50:50)  (A)1-OH-NF: 47,39%

L7

+ 4mL tampao [0,05] M 2-OH-FI: 80,63%
(ensaio C) > | mL padrio [I-OH-NF/2-OH-FI/[-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (50:50) I-OH-P: 9,72%
. + 4 mL tampao [0,05] M
Oasis HLB (B) 1-OH-NF: 68,57%
200 mg/ 6cc = Lavagem: (ensaio A)~> ---- 2-OH-Fl: 92,06%
(ensaio B) 2 3 mL de H,O 1-OH-P: 40,89%
(ensaio C) = 3 mL de solugdo de 2% MeOH (C) 1-OH-NF: 60,52%
2-OH-FI: 90,72%
=> Eluicdo: |10 mL de MeOH: acetato de etilo (50:50) 1-OH-P: 41,49%

Redissolucdo: | mL de ACN: MeOH (50:50)

= Acondicionamento: 5 M| H,O; 5 mL de MeOH

= Amostra: (ensaio A) 2> | mL padrio [I-OH-NF/2-OH-FI/1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (50:50) (A)1-OH- NF: 60

+ 4 mL tampdo [0,05] M <

(ensaio B) > | mL padrio [1-OH-NF/2-OH-FI/I-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (50:50) f'g:";'f gl
Oasis HLB + 5mL tampio [0,05] M T
200 mg/ bcc > Lavagem: — (B) 1-OH- NF: 30,74%
> Eluicdo: 10 mL de MeOH: acetato de etilo (50:50) o, e

Redissolucdo: | mL de ACN: MeOH (50:50)
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= Acondicionamento: 5 mL de H,O; 5 mL de MeOH
= Amostra: (ensaio A) > | mL padrio [|-OH-NF/2-OH-FI/1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (50:50)
+ 4 mL tampao [0,05] M (A)1-OH- NF: 75,57%
(ensaio B) 2> | mL padrio [I-OH-NF/2-OH-FI/1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (50:50) 2-OH-FI: 57,88%
Oasis HLB + 4 mL tampio [0,05] M 1-OH-P: 85,24%
LS 5 | .vagem: (ensaio A) S 3 mL de H,0 (B) 1-OH- NF: 65,64%
(ensaio B) 2 3 mL de 2% de MeOH 2-OH-FI: 40,28%

1-OH-P: 22,27%
=> Eluigdo: 10 mL de MeOH: acetato de etilo (50:50)

Redissolucdo: | mL de ACN: MeOH (50:50)

- Acondicionamento: 5 mL H,O; 5 mL de MeOH

- Amostra: | mL padrio [I-OH-NF/2-OH-FI/1-OH-P] = [1000/50/150] ng mL-' em ACN: MeOH (50:50)) + 4 mL tampao

Oasis HLB [0,05]1 M I-OH- NF: 86,93%
200 mg/ 6¢cc - Lavagem: 2 mL de H,O 2-OH-Fl: 67,76%

- Eluicdo: 10 mL de MeOH: acetato de etilo (50:50) 1-OH-P: 74,7 1%

Redissolucdo: | mL de ACN: MeOH (50:50)
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Il. 4. 5. Validacao

Il. 4.5.1. Linearidade

A avaliagao da variagao da resposta linear foi efetuada quer com solugdes padrao,

quer com extratos de amostras fortificadas.

Os resultados da avaliagao da linearidade do método analitico foram adequados, no

intervalo de concentragao estudado para as solugoes patrao, observando-se, coeficientes de

correlagio (r*) de 0,9987 para |-OH-NF e 0,9959 para o 2-OH-Fl e para o |-OH-P, tais

como demonstram as figuras seguintes (figura 4, 5 e 6).

Area

500000
400000
300000
200000
00000

0

1-OH-NF

y = 213,69x-41557
R?=0,9987

¢ [|-OH-NF
—— Linear (1-OH-NP

0

500 000 1500 2000 2500

Concentracdo (ngmL")

Figura 4: Curva de calibragdo para a solugio padriao do 1-OH-NF.

Area

7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
000000

0

2-OH-FI

y = 88468x - 652362
R?=0,9959

¢ 2-CH-A
—— Linear (2-OH-F)

0 20 40 60 80
Concentracdo (ngmL")

Figura 5: Curva calibragao para a solugao padrao do 2-OH-Fl.
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6000000 -
5000000 - y = 15926x+ 180433
R?=0,9959

o 4000000 -

E 3000000 - onr
2000000 - ¢ |-CH-
1000000 - —— Linear (1-OH-P)

0 | : | |
0 100 200 300 400
Concentracdo (ngmL")

Figura 6: Curva de calibragao para a solugao padrao do |-OH-P.

Procedeu-se também a avaliacao da linearidade em amostras fortificadas, tendo-se
obtido linearidade com boa correlacao (rz) de 0,9949, 0,9901 e 0,9903 para |-OH-NF, 2-
OH-Fl e 1-OH-P, respetivamente, tais como demonstram as figuras seguintes (figura 7, 8 e

9).

250000
200000 y= 131,3x-4427|
R? = 0,9949

g 150000 |
€ 100000 | o 1-OHNE

50000 1 — Linear (1-OH-NF)

0 | | | | |
0 500 1000 [500 2000 2500
Concentracio (ngmL")

Figura 7: Curvas de calibragio das amostras fortificadas relativamente ao 1-OH-NF.
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3500000 -
3000000 - y =32715x+ 658188
2500000 - R?=0,9901
$ 2000000 -
& 1500000 - ¢ 2-OH-A
1000000 - ,
500000 - — Linear (2-OH-F)
0 T T T 1
0 20 40 60 80
Concentracio (ngmL-")
Figura 8: Curvas de calibragao das amostras fortificadas relativamente ao 2-OH-FI.
3500000 -
2500000 R*=0,9903
@ 2000000 -
«L 500000 - ¢ |-OH-P
1000000 - :
500000 - ——Linear (1-OH-P)
0 T T T 1
0 100 200 300 400
Concentracio (ngmL")
Figura 9: Curvas de calibragao das amostras fortificadas relativamente ao |-OH-P.

Il. 4.5.2. Limites de Detecdo e limites de quantificacdo

Os limites de detecao (LODs), para um sinal ruido de 3:1, foram de 227,3 ng g' para
o |-OH-NF, 9,09 ng g"' para o 2-OH-Fl e 45,5 ng g para o |1-OH-P.

Relativamente aos limites de quantificagao (LOQs) obtidos, para um sinal ruido de

10:1, foram de 750 ng g', 30 ng g' e 150 ng g' para o |-OH-NF, 2-OH-Fl el-OH-P,

respetivamente, sendo estas as concentragoes utilizadas no ensaio de fortificagio mais baixo.
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Tabela 10: Limites de Deteciao e Quantificagio do estudo em causa.

LOD (ng g') LOQ (ngg')
I-OH-NF 227,3 750
2-OH-FI 9,09 30
1-OH- P 45,5 150

Il. 4.5.3. Seletividade

O procedimento analitico mostrou ser eficaz para esta matriz alimentar, pelo que se

obter brancos limpos sem interferentes na zona de eluigao dos compostos em estudo.
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Figura 10: Cromatograma da amostra sem metabolitos de PAHs (ensaio em branco).

Il. 4.5.4. Exatiddo e Precisdo

Relativamente aos ensaios de fortificagao, foram avaliados 3 niveis de fortificagao,

sendo eles referidos anteriormente no subcapitulo Il. 3.3. Na figura || representa o

cromatograma da amostra fortificada com os |-OH-NF, 2-OH-Fl e 1-OH-P.
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Figura | 1: Cromatograma de uma amostra fortificada com |- OH-NF, 2-OH-Fl e |-OH-P, respetivamente.

Relativamente a exatidio do método, os resultados das percentagens de recuperagao
nas amostras fortificadas foram adequados, como podemos constatar na tabela I1. As
percentagens de recuperagao foram mais elevadas para o metabolito |-OH-NF, com valores
superiores a 98,65%, para todos os niveis de fortificagao, oscilando entre 98,65% e 107,37%
para niveis de fortificagdo entre 750 e 200 ng g”', respetivamente. No que respeita ao 2-OH-
FI as percentagens variaram entre 70,31% e 79,03% para niveis de fortificacao entre 30 a 75
ng g' e para o |-OH-P os valores foram de 62,23% a 79,93% para niveis de fortificagio entre
1502300 ng g

De realgar que na literatura cientifica nao se encontra descrito nenhuma metodologia
analitica que permita a determinagao simultinea do [|-OH-NF, [-OH-P e 2-OH-FI.
Comparando os valores das percentagens de recuperagao obtidos nos estudos descritos na
literatura cientifica, podemos constatar que os valores obtidos sao idénticos para |-OH-P,
com percentagens que variam entre 68% e 83%, e para o 2-OH-FlI a percentagens de
recuperagao reportada foi de 63% (Wang et al., 2005). Relativamente ao |-OH-NF
Ramalhosa et al. (2012b) apresentaram percentagens de 90%.

Como ja foi descrito anteriormente, a metodologia analitica descrita neste estudo
apresenta percentagens de recuperagao superiores para o |-OH-NF e 2-OH-FI.

Os valores de precisao intra-dia mais altos foram obtidos nos niveis de fortificagao
mais elevados, exceto para o |-OH-P apresentando valores de 12,21% para o |-OH-NF e

7,50% para 2-OH-Fl. Relativamente ao |-OH-P o valor mais alto (1,85%) foi obtido para o
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nivel de fortificagao mais baixo. Quanto aos valores mais baixos, destaca-se os valores para o
2°nivel de fortificacado do 2-OH-FI e do |-OH-NF, sendo eles de 0,09% e 0,53%,
respetivamente. No caso do |-OH-P foi de 0,84% para o nivel de fortificagao mais alto.
Relativamente a precisao inter-dia, o valor mais alto verificou-se para o |-OH-NF,
no nivel de fortificagao mais alto, com 15,27%. Nos restantes niveis, os valores oscilaram
entre 4,49% e 9,52%. Para o 2-OH-Fl e o |-OH-P os valores oscilaram entre 5,97% e 7,24%

entre 3,65 e 8,61%, respetivamente.

Tabela I I: Valores relativos a exatidao e precisao do |-OH-NF, 2-OH-Fl e |1-OH-P.

Precisao Precisao
Nivel de
Recuperagao (%) intra-dia inter-dia
fortificagio (ng g")
(% RSD) (% RSD)
750 98,65 6,75 9,52
I-OH-NF 1000 110,05 0,53 4,59
2000 107,37 12,21 15,27
30 70,31 1,62 5,97
2-OH-FI 50 77,60 0,09 7,24
75 79,03 7,50 6,13
150 79,93 1,85 8,6l
1-OH-P 200 62,23 1,39 4,82
300 67,42 0,84 3,65

Il. 4.6. Niveis de 1-OH-NF, 2-OH-Fl e 1-OH-P nas amostras

Das 18 amostras analisadas, apenas 39 % encontravam-se contaminadas com |-OH-
NF, sendo este o Unico composto possivel de detetar. Apenas 5 dessas amostras foram
possiveis de quantificar o valor de 1-OH-NF, sendo o intervalo entre 786 e 1145 ng g ', tal
como é possivel verificar na tabela 12. E de realcar que apenas as amostras de Loligo Gahi se

encontravam contaminadas.
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Tabela 12: Resultados obtidos nas amostras.

Amostras I-OH-NF |
LI8A 830 ngg’
LI8B 786 ng g
LI10B 788 ng g’
LIOC <LOQ
L24A 1013 ng g
L24B 1145 ng g
L24C <LOQ

A comparagao dos valores obtidos nas amostras de cefalopodes através da
metodologia analitica descrita neste trabalho, nao é possivel uma vez que, de acordo com o
nosso conhecimento, nao ha relato de contaminagao de metabolitos de PAHs nesta matriz
alimentar.

Contudo, varios estudos tém sido realizados para deteg¢do e quantificagao de
metabolitos em outras matrizes alimentares como por exemplo, Ramalhosa et al., (2012 a)
determinou o acenafteno, fluoreno e fenantreno entre espécies de peixes consumidos em
Portugal e verificou que a maior quantidade de PAHs estava presente na espécie de peixe
Cavala, com 55% de naftaleno.

O leite comercial e cereais para bebés, foi outra das matrizes alimentares analisadas
para determinar os metabolitos |-OH-P e 3-OH-B[a]P, estudo este, realizado por Rey-

Salgueiro et al. (2009). Estes dois metabolitos foram detetados.
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Conclusao

CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado, pela primeira vez, um método analitico SPE-HPLC-FD
para a determinagao simultinea dos trés metabolitos hidroxilados |-OH-NF, 2-OH-Fl e |-
OH-P.

O método otimizado foi sensivel, exato e preciso com percentagens de recuperagao
entre 62 e 110% e limites de detegdo de 227, 9 e 46 ng g' para o |-OH-NF, 2-OH-Fl e |-
OH-P, respetivamente.

A metodologia analitica aplicada a andlise de 18 amostras adquiridas demonstrou que
39% encontravam-se contaminadas com |-hidroxinaftaleno com concentragées que variaram
entre 786 e 1145 ng g'. Nenhuma das amostras continha 2-OH-Fl e|-OH-P.

A metodologia analitica descrita apresenta-se como uma técnica promissora em
programas de monitorizagao para avaliagao dos niveis de contaminagao de metabolitos de
PAHs em amostras de cefalopodes.

Dada a elevada toxicidade destes compostos, e tendo como objetivo principal a
garantia da Sadde Publica, é de extrema importancia a continuagao destes estudos para uma
avaliagao global da contaminagao dos cefalopodes a nivel nacional de modo a garantir a

Seguranga Alimentar-.
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