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“Os fatos ndo deixam de existir s6 porque sao

ignorados.”

Aldous Huxley



RESUMO

A extracdo liquido-liquido (ELL) sob baixa temperatura foi empregada para extracdo de
benzo(a)pireno (B(a)P) em azeite de oliva. O extrato obtido foi analisado por espectroscopia
de fluorescéncia. A eficacia da fluorescéncia sincronizada a energia constante (FSEC) foi
avaliada, sendo o seu uso essencial para a detecgdo do B(a)P na concentragdo (2,0 pug L)
estabelecida pela comissdo da unido europeia como limite maximo da presenca desta
substancia em 6leos comestiveis. O analito foi extraido de 3,0 mL de azeite por 6,0'mL de
acetonitrila e acetona 3:2 (v/v) utilizando um agitador vortex a 1500 rotagdes por minutos
durante 5 minutos. A amostra foi submetida ao resfriamento a -18 °C onde apenas o residuo
de azeite se congela. O extrato liquido é evaporado a 45 °C até a secagem, sendo
ressuspendido em 2,5 mL de dimetilssulféxido. Os parametros de fluorescéncia foram
otimizados individualmente pela avaliagdao do solvente de analise, temperatura, abertura das
fendas dos moncromadores de emissao e excitacdo. O percentual de extra¢ao alcancado do
analito foi cerca de 40% por FSEC com a selecdo do comprimento de onda de excitagdo de 388 nm e
Av de 1230 cm™. A linearidade do método otimizado foi estabelecida na faixa de concentragdo
de B(a)P de 0,8 a 3,2 ug L', com LD tedrico de 0,008 ug L' e LQ de 0,8 pg L. A precisdo e
a exatidao foram avaliadas em trés niveis de concentracdo (0,8; 2,0 e 3,2 ug L") alcangando
coeficientes de variagao e erros relativos menores que 15%, respectivamente. O método se
apresenta como uma alternativa viavel em relacao a ISO 15753:2016 e outros trabalhos que
investigaram a presenca em concentragoes traco de B(a)P em 6leos, sendo simples, rapido,
seletivo e altamente sensitivo. A aplicacdo da ELL sob baixa temperatura e espectroscopia
de fluorescéncia dispensa etapas sucessivas de purificacdo como a extragao em fase sélida,

proporcionando um menor consumo de solventes organicos.

Palavras-chave: Benzo(a)pireno, Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, Fluorescéncia
sincronizada a energia constante, Extracao liquido-liquido sob baixa temperatura, Azeite de

oliva.



ABSTRACT

Low temperature liquid-liquid extraction was employed to extract benzo(a)pyrene (B(a)P)
from olive oil. The obtained extract was analyzed by fluorescence spectroscopy. The
efficiency of Constant energy synchronous fluorescence (CESF) was evaluated, since it is a
essential factor for the detection of B(a)P, in the concentration value (2,0 pug L") established
by the European Union Comission as the maximum limit of this substance in edible oils. The
analyte was extracted from 3,0 mL of olive oil by 6,0 mL of acetonitrile and acetone 3:2 (v/v) using
vortex mixer at 1500 rotations per minute during 5 minutes. The sample underwent cooling at
-18 °C which only the oil phase was frozen. The liquid extract was evaporated until dryness at
45 °C and resuspended by 2,5 mL of dimethyl sulfoxide. Fluorescence parametrs were
optimized individually through the evaluation of the solvent effect, temperature and the slit
length for both excitation and emission monochromators. After optimization, the extraction
efficiency for the analyte was about 40% utilizing CESF with the excitation wavelength of 388 nm and
Avin 1230 cm™. Linearity of the optimized method was established in the range 0,8 — 3,2 ug L™
to B(a)P, with theoretical LD was 0,008 ug L™ and LQ was 0,8 ug L. The precision and the
accuracy were assessed at three concentration levels (0,8; 2,0 and 3,2 pg L") with relative
standard deviation and bias values less than 15%, respectively. The method represents a
viable alternative in comparison to ISO 15753:2016 and other researchs that study the
presence of B(a)P in trace concentrations in oils, being simple, fast, selective and highly
sensitive. The aplication of low temperature LLE and fluorescence spectroscopy does not
require successive clean up steps such as solid phase extraction, providing a lower

consumption of organic solvents.

Key-words: Benzo(a)pyrene, polycyclic aromatic hydrocarbons, Constant energy

synchronous fluorescence, Low temperature liquid-liquid extraction, Olive oil.
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1 INTRODUCAO

A toxicologia dos alimentos € um campo de estudo que abrange amplas pesquisas
académicas. Pelos diversos efeitos pejudiciais que contaminantes podem acarretar a saude, o
desenvolvimento tecnolégico acerca da anélise de alimentos tem permitido um conhecimento
mais aprofundado da presenca destas substancias indesejaveis."

Neste contexto, uma classe de poluentes que recebe intenso interesse de investigacao
sdo os hidrocarbontes policiclicos aromaticos (HPAs). Atualmente, foram registrados mais de
100 HPAs no ecossistema e a inducdo do cancer em humanos por meio destas
substancias tem sido evidenciada.® O benzo(a)pireno é o HPA mais proeminente por
representar o maior risco bioldgico e a sua insercdo e permanéncia em diversos
componentes da dieta, principalmente 6leos, ocorre em fungcdo da sua natureza
lipossoluvel.®

A determinacdo de HPAs em dleos é dfificultada pela alta complexidade das matrizes
alimentares e pelo baixo nivel de concentragdo no qual estas substancias sdo encontradas (ug kg™').)
Portanto, sua deteccao requer a utilizagao de técnicas de preparode amostra com alto poder de
pré-concentracdo e clean up, associadas a analises de sensibilidade e seletividade
adequadas. que podem ser observadas nas técnicas de separacao acopladas a
espectroscopia de fluorescéncia e espectrometria de massas.®'"

Neste trabalho, a fim de simplificar o procedimento experimental convencional,
dispensou-se etapas sucessivas da extracdo liquido-liquido; a extracdo em fase soélida,
comumente utilizada foi substituida pelo clean up sob baixa temperatura e a analise direta
por fluorescéncia isenta 0 emprego da cromatografia. As vantagens detsas mudancgas sao a
reducao do tempo de execucdo do método e um menor consumo global de solventes. Além
disto, a configuracdo sincronizada da fluorescéncia possui um potencial de aumentar a

seletividade da técnica sem comprometer a sensitividade.
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1.1  Objetivo geral

Desenvolver um método analitico para a determinacdo de benzo(a)pireno usando a
extracdo liquido-liquido sob baixa temperatura como preparo de amostra e deteccdo direta

pela espectroscopia de fluorescéncia.

1.2  Objetivos especificos

Otimizar os parametros que afetam a fluorescéncia avaliando: temperatura, os solventes
utilizados para analise e a largura o das fendas dos monocromadores.
Avaliar a performance da fluorescéncia sincronizada a energia constante.

Estimar figuras de mérito do método proposto a partir da ISO 15753:2016.
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DA LITERATURA

2.1 Azeite de oliva

2.1.1 Producéo

O azeite de oliva é gerado a partir da azeitona, o fruto da oliveira (Olea Europaea L). De
acordo com as designagdes do Conselho Oleicola Internacional (COl), o azeite de oliva virgem
sdo0 os Oleos obtidos exclusivamente por processos mecéanicos e outros mecanismos fisicos sob
determinadas condic¢des, particularmente térmicas, que nao resultam em alteragbées no 6leo, nao
sendo submetido a quaisquer outros tratamentos além da lavagem, decantagao, centrifugacao e
filtracdo. Este érgdo define os critérios que indicam a qualidade do azeite baseando-se em sua
composicao e propriedades organolépticas. O azeite de oliva virgem deve apresentar uma acidez
total expressa em concentracdo de acido oleico que nao deve exceder 2,0 % m/m. O azeite de
oliva extravirgem deve apresentar uma acidez total expressa em concentragcdo de acido oleico
gue nao deve exceder 0,8 % m/m. Caso a acidez do azeite seja superior a 3,3% durante a sua
producao, ele deve ser refinado, o que reduz a concentragdo de componentes minoritarios,
tornando-o um bleo pertencente a outra categoria comercial.('?

A resolucao RDC n2 270/2005 da Agéncia de vigilancia sanitaria (ANVISA) acerca dos
6leos vegetais corrobora com a legislagdo do COIl sobre o azeite de oliva.(®

A producdo mundial de azeite de oliva tem aumentado constantemente. Estima-se uma
quantidade de 3,314 x 10° toneladas produzidas em novembro de 2018, representando um
crescimento de 29,4% desde 2001. A regiao mediterranea é a maior responsavel pela producao
global de azeite de oliva, dada as condicdes climaticas que favorecem o cultivo das oliveiras.
Atualmente, 75% da producao mundial esta concentrada em apenas trés paises mediterraneos:
Espanha, Italia e Grécia.('

O Brasil € um pais emergente em termos de producao de azeite de oliva, pois o mercado
deste produto € dominado pela importagdo. Entretanto, tem sido evidenciado o interesse em
ampliar o agronegocio deste produto por meio da expansdao das areas de cultivo, o
aprimoramento das tecnologias e os processos industrializados. Esta iniciativatem gerado um
aumento do indice de exportacao que, eventualmente, ira reduzir o custo de comercializacao do

azeite de oliva.("®
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212 Consumo

O cultivo das oliveiras e a obtencdo do azeite de oliva sdo observados desde a
antiguidade (3000 a.C.).("® Em fung&o de suas propriedades sensoriais, 0 consumo de azeite de
oliva tem se ampliado mundialmente. Entre os anos de 2001 e 2017, este consumo foi de 2,59 x
10% & 2,726 x 10° toneladas, correspondendo a um aumento de 5,2%. Também se estima que em
2018, o consumo mundial foi de 3,01 x 10° toneladas, registrando um aumento de 10,4% em
apenas um ano.(¥

No Brasil, o consumo vem crescendo nos ultimos 25 anos. Tem sido observada uma
tendéncia crescente pela taxa de 10% a 15% anualmente e 0 consumo per capta dobrou nos
altimos 15 anos. No ano de 2018 foi registado um consumo anual de 7 x 10*t. Somente 1% do
azeite de oliva consumido no Brasil é produzido no pais. Por meio do advento da producgao
nacional de azeite, é esperado que este 6leo se torne economicamente mais acessivel a
populacdo. Nota-se que os paises que mais produzem o azeite de oliva sdo os que mais o
consomem, portanto, o seu uso é prevalecido no mediterraneo. ('

A dieta do mediterraneo é uma das mais saudaveis. A alta insergao de frutas, legumes e
cereais associam este padrao de alimentacdo a prevencao de diversas doencgas. O azeite de
oliva é a principal fonte de lipidios nos paises desta regido. O seu consumo € estimulado de
acordo com os beneficios a saude que foram comprovados, como: acdo anti-inflamatoéria,
antialérgica, antiaterogénica e antitrombética; reducao dos riscos de cancer, diabetes do tipo 2,
obesidade, doencas cronicas, cardiacas e neurodegenerativas.('”)

Os efeitos mencionados sao atribuidos a atividade biolégica dos constituintes do azeite
de oliva. A elevada presenca de acidos graxos monoinsaturados, como o acido oleico, promove a
diminuicao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C), o colesterol ‘ruim’. As vitaminas E e K,
a clorofila, os carotenoides e os polifendis atuam como antioxidantes, sendo de grande
importancia contra o dano oxidativo dos radicais livres, moléculas capazes de degradar
proteinas, lipidios e o DNA, podendo induzir o cancer. Os polifendis também sao capazes de
modular o sistema imunolégico, protegendo o organismo contra o Alzheimer. O esqualeno pode
inibir o desenvolvimento de tumores e favorece a regeneracdo dos tecidos.'®

De acordo com o banco de dados da plataforma do Web of Science pela pesquisa do
termo “olive oil” nos dultimos dez anos, o numero de publicagcbes vem crescendo

consistentemente e as citagées tem se mantido regulares, como pode se visualizar na Figura 1.
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Figura 1. Gréaficos dos numeros de citagdes e artigos envolvendo o termo “Olive oil” nos Ultimos 10 anos

2.1.3 Composicao

O azeite de oliva é constituido majoritariamente (~98%) por triaciglicerideos que
representam a fracdo saponificavel e, em menor quantidade, acidos graxos livres, glicerol,
esterois, tocoferdis, polifendis e hidrocarbonetos; resultando nas caracteristicas singulares deste
6leo. A composicao dos triaciglicerideos, tal como outras substancias do azeite de oliva, varia de
acordo com as condi¢des de cultivo, o grau de maturacao do fruto, o clima e a altitude. Sao
formados principalmente pela combinagcdo dos seguintes acidos graxos com a respectiva
porcentagem no azeite de oliva: acido oleico (55% - 83%), acido linoleico (3,5% - 21%), acido
palmitico (7,5% - 20%) e acido estearico (0,5% - 5%). Distintivamente de outros 6leos vegetais, o
azeite de oliva possui uma maior proporcao de acidos graxos monoinsaturados em relacao aos
poliinsaturados, tornando-o mais resistente a oxidagéo.!'®

A acidez do azeite de oliva é decorrente da hidrolise que decompde os triaciglicerideos
em determinado grau, liberando os acidos graxos livres. Esta reagcdo quimica pode também
induzir a formagédo de diaciglicerdis, monoglicerdis e o glicerol. A ocorréncia de doencgas
fungicas, assim como o descuido no processo de extragao e o tempo entre colheita e extragao
séo fatores que aumentam a acidez do 6leo, sendo esta uma medi¢do direta da qualidade do
azeite de oliva.?

Os esterdis sdao os principais constituintes da fragdo insaponificavel e importantes
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indicadores da autenticidade do 6leo. As quatros classes que sao presentes no azeite de oliva
sdo: esterdis comuns, esterois 4a-metil, alcoois triterpenos e dialcoois triterpenos. A Comissao
da unido europeia estabelece o limite minimo de esterois totais de 1000 mg kg™!, uma vez que a
concentragdo encontrada varia entre este valor e 2000 mg kg™'. Os principais esterdis que
constituem essa fracdo sdo o B-sitosterol, o A5-avenasterol e o campesterol. O colesterol é um
dos marcadores de qualidade utilizados, embora seja encontrado em baixas quantidades, estas
s&o relativamente fixas."

Os tocoferdis sdo uma classe de fenodis metilados que agrupam oito isdmeros também
denominados vitamina E. No azeite de oliva sdo encontradas os homologos a, B, y € 0, sendo o
a-tocoferol em sua forma livre, correspondente a 90% deste conteudo, além de ser o antioxidante
natural mais abundante e potente. A concentracdo média de tocoferois reportada é
de 300 mg kg '. As vitaminas lipossoltveis A, D e K também estdo contidas no azeite de oliva,
atuando sinergicamente pela estabilizacdo térmica do éleo mediante a sua fritura.

Os polifendis sao significativos pelo fato de o azeite de oliva virgem ser isento de
refinamento, etapa presente em maior parte dos 6leos comestiveis que remove estes compostos
fendlicos de suas composicdes. Sao responsaveis pelo sabor amargo, picante e aroma
especificos do azeite de oliva, além de contribuem para a resisténcia ao aquecimento e
armazenamento. A concentracdo média de polifenois € 70 mg kg™', representada principalmente
pelo hidroxitirosol e o tirosol, dentre as 50 substancias que estdo presentes nesta fracao,
pertecentes as classes dos acidos fendlicos, alcoois fenilicos, flavonoides, lignanas e
secoiridoides.

O esqualeno é um dos hidrocarbonetos relevantes na composicéo do azeite de oliva. E o
constituinte em maior quantidade da fracdo insaponificavel, cuja concentracao varia entre 200 a
7500 mg kg'. Além disso, € um precursor direto da sintese de colesterol. O B-caroteno é um
hidrocarboneto que junto da clorofila (na forma de feofitina), atua como pigmento, fornecendo as
cores amarelo e verde que caracterizam o azeite de oliva.®

Por fim, aproximadamente 280 compostos volateis sao identificados no azeite de oliva,
sendo hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, éteres, pironas, tiois, pirazinas,
derivados do furano e do tiofeno. Deste grupo, 67 encontram-se em quantidades suficientemente

altas para contribuirem ao aroma do 6leo."®
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2.1.4 Contaminagdo em alimentos e azeite

A contaminacdo dos alimentos € um tépico de extrema importancia. Em inumeras
circunstancias, a presenca de microrganismos, material particulado e compostos quimicos
indesejados e em determinadas concentragcbes podem representar riscos a saude.
Recentemente, alguns casos tiveram grande repercussao nas midias de comunicagao, como
a presenca de melamina em leite na China e a detec¢do de dietilenoglicol em lotes de
cerveja no Brasil;, nos quais foram ressaltadas as casualidades advindas das
intoxicagdes.®324 Este problema estimula o desenvolvimento de diversos estudos e agoes
que possam minimizar tais danos, como: a elucida¢do da origem dos contaminantes e as
formas de contaminagao nos alimentos; a detecc¢ao e a eliminag¢ao destes compostos, assim
como os seus efeitos adversos a curto e longo prazo.®)

A insercao de contaminantes abrange a producao, o transporte, o0 armazenamento e
o preparo dos alimentos. Portanto, existem definicbes que incluem estas substancias em
grupos associados a sua incidéncia. Os contaminantes ambientais estdo presentes no
ecossistema pela sua formacado natural ou sdo introduzidos pela acdo humana. Os
contaminantes do processamento alimentar sdo produzidos durante o cozimento, assagem,
conserva, aquecimento, fermentacdo e hidrélise. A contaminagado pelo contato direto do
alimento com o material da sua embalagem pode levar a migracdo de compostos
prejudiciais. E, por fim, a contaminacdao pelo uso de aditivos e adulterantes nao
autorizados.®

O processo de obtencao do azeite de oliva que nao possui critérios de higienizacao e
controle de qualidade, possibilita a contaminacdao por multiplas fontes. As regulamentagoes
do Codex Alimentarius e o COIl reportam os limites maximos dos principais contaminantes
presentes no azeite de oliva. Esta relagao contém: micotoxinas, microorganismos, residuos
de pesticidas, bifenilospoliclorados, hidrocarbonteos policiclicos aromaticos (HPAs),
solventes organicos, ftalatos, lubrificantes e materiais particulados. ?”-?®
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2.15 HPAs em alimentos e azeite

A exposicao dos seres humanos aos HPAs ocorre via ambiental, ocupacional e pela
dieta. A alimentacdo corresponde a 88% destas fontes. Estudos demonstram que a
migracdo ambiental de HPAs pode ocorrer em plantagdes, atingindo 6leos vegetais, frutas,
legumes, cha, café, além de frutos do mar, laticineos, alimentos defumados e assados.
Processos de obtencao de alimentos que envolvem temperaturas elevadas e a oxidacao de
gorduras, proteinas e carboidratos, estimulam a formacdo de HPAs. A contaminacao
também pode ser provocada sob o armazenamento de alimentos em embalagens
contaminadas. )

Entre os anos de 1997 e 2017, o numero de citagdes envolvendo este tema na
plataforma Web of Science foi de 16667, indicando a relevancia e o desenvolvimento da
pesquisa acerca da problematica dos HPAs em alimentos.

Os dleos vegetais representam uma das principais fontes de HPAs na dieta humana,
devido ao seu elevado consumo e o carater lipofilico destes alimentos, o que viabiliza a
incorporacdo dos poluentes. A contaminagcdo ocorre mais frequentemente através do
processamento alimentar, durante a secagem, assagem e uso de solventes de extracao
contaminados.®?

O azeite de oliva, assim como outros Oleos comestiveis tem apresentado
quantidades preocupantes de HPAs.CG" Entretanto, certas condi¢cbes de producdo do azeite
de oliva induzem a formacgao de HPAs, principalmente pela difusdo do ar poluido em areas
industriais. Essas substancias sao adsorvidas em nanoparticulas sélidas e através do
contato direto com as oliveiras ou da precipitacdo pluviométrica, contamina as azeitonas,
propagando-se até o produto final. Os HPAs também podem ser gerados por sistemas
eletrogénicos que fornecem energia elétrica ao moinho.®

Geralmente, o azeite de oliva apresenta niveis de concentracdes superiores de HPAs
em comparagao a outros Oleos vegetais refinados. A etapa de refinamento reduz

drasticamente a contaminag&o por HPAs.?
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2.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

2.2.1 Origem e formacéo

Os HPAs sdao um grupo de compostos organicos constituidos por dois ou mais aneis
aromaticos condensados, em alguns casos possuindo grupos substituintes. Sdo originados
pela queima incompleta de matéria organica por fatores naturais ou por meios
antropogénicos. As principais fontes de HPAs consistem em erupg¢des vulcanicas,
gueimadas espontaneas, queima de carvao, combustiveis, 6leos lubrificantes, destilagdo de
petréleo, incineragio de residuos e fumaca de cigarro.®®

A concentracdo de HPAs no ecossistema tem aumentado em razdo do
desenvolvimento industrial. Atualmente, a quantidade de HPAs emitida excede a
porcentagem que é degradada naturalmente. Um informativo de alto impacto expressa uma
emissdo atmosférica global de 5x 10" g de HPAs em 2007, atribuindo este valor
principalmente a atividade industrial.®

Os HPAs sao considerados poluentes organicos persistentes, pois estdo amplamente
difundidos em todos os compartimentos da natureza: agua, ar, solo, sedimentos recém
formados e alimentos. Devido a sua prevaléncia, entre os HPAs que ja foram registrados, 16
foram classificados como contaminantes prioritarios pela Agéncia de protecdo ambiental
(EPA) dos Estados Unidos, sendo: nafltaleno, acenaftaleno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, benzo(b)fluoranteno, antraceno, fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, criseno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(ah)antraceno,
benzo(ghi)perileno.®® As féormulas estruturais destes HPAs estdo ilustradas a seguir na
Figura 2.



Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno

Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno
Benz[a]antraceno Criseno Benzol[b]fluoranteno Benzo[k]fluoranteno
Benzo[a]pireno Indenol[123cd]pireno Dibenz[ah]antraceno Benzo[ghi]perileno

Figura 2. Férmulas estruturais dos 16 HPASs prioritarios segundo a EPA

A formacao dos HPAs é determinada por uma combinacao complexa de variaveis. As
espécies de hidrocarbonetos gerados e a suas respectivas extensdes sao influenciadas
principalmente pela quantidade de calor fornecido ao sistema, a quantidade de oxigénio
disponivel e a pressao. Existe uma relacdo linear entre a temperatura e 0 aumento de
concentragdo de HPAs na faixa de 400 a 1000 °C.C® Sob as condigbes citadas, o
mecanismo reacional de formagdo de HPAs pode ser descrito como uma pirélise, na qual
compostos organicos de massa molecular elevada sao fragmentados e, pela geragdo de
radicais, cuja instabilidade leva a recombinagdo em nucleos aromaticos. A sintese do
benzo(a)pireno proposta em 1958 fundamentou o estudo da sintese de HPAs.G?

Alternativamente, as reagbdes de pirossintese explicam a estruturagdo a partir de
substratos saturados, principalmente o metano e o etano.®®
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2.2.2 Aspectos toxicologicos

Os riscos associados a presengca dos HPAs no ambiente foram registrados pela
primeira vez em 1922, a partir de dados que constataram o desenvolvimento de cancer em
animais por particulas orgénicas de fuligem. Os 16 contaminantes prioritarios previamente
mencionados, foram identificados na década de 70 de acordo com a sua ocorréncia e
possivel carcinogenicidade. Desta lista, 8 HPAs também estdo presentes na legislacdo da
comissdao da unido europeia que compreende 15 hidrocarbonetos caracterizados como
possiveis indutores do cancer, experimentalmente evidenciado em animais.

Através da ingestdo, os HPAs sao assimilados pelas células epiteliais do intestino por
difusdo, onde a intoxicacdo pode ser propagada. Caso sejam transformadas no organismo,
as moléculas de HPAs adquirem carater eletrofilico na forma de epdxidos e compostos
polihidroxilados, o que permite a formacdo de ligagcdes covalentes com centros nucledfilos,
tais como o DNA, cessando a sua replicagdo. Esta mutacdo estimula principalmente o
processo de desenvolvimento do cancer de pulmao, de pele e gastrointestinal. Alguns dos
efeitos a curto prazos notificados s&o a nausea, vémitos, inflamacgdes, irritacdo da pele e dos
olhos. Porém, como os intermediarios de HPAs produzidos metabolicamente sao sollveis
em agua, estas substancias podem simplesmente serem eliminadas pela urina.®®

O potencial carcinogénico e mutanogénico de alguns HPAs tem sido verificado pela
Agéncia internacional de pesquisas sobre o cancer (IARC). Estes estudos sado focados no
benzo(a)pireno, o unico HPA classificado no grupo 1, que o categoriza como carcinogénico

para humanos.“?
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2.2.3 Benzo(a)pireno

Dentre os HPAs prioritarios, o benzo(a)pireno (figura 3) € o composto mais avaliado.

Figura 3. Férmula estrutural do benzo(a)pireno

A EC (Comisséo europeia) estabelecem uma concentragdo maxima de 2 pg kg para o
benzo(a)pireno em 6leos comestiveis.*) Este HPA ¢ utilizado como o principal marcador da
presenca de HPAs e bebidas assim como os seus efeitos na indu¢édo do cancer. As pesquisas
relacionadas a estes poluentes originaram-se através do isolamento do B(a)P. Atualmente, é
reconhecido com um dos agentes carcinogénicos mais potentes em animais, além da atividade
embriotéxica e teratogénica. Peixes e mamiferos que sofrem exposicdo ao B(a)P manifestam
nitidamente a neoplasia apenas 6 horas apos terem sido contaminados por uma concentracao de
aproximadamente 250 partes por bilhdo (ug kg").“?%8) Na tabela 1 constam as principais

caracteristicas do B(a)P.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do benzo(a)pireno

Aparéncia Cristais amarelo palido
Foérmula molecular CooH12
Peso molecular 252,3 g mol!
Densidade 1,24 gcm™
Volatilidade Baixa
Ponto de fusido 178,1 °C
Ponto de ebuligédo 310 °C
Coeficiente de particéo Log Kow = 6,04 (lipossoluvel)

Solubilidade em agua 3,8ug L’
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2.3 Determinagéo de HPAs em azeite de oliva

A analise instrumental dos HPAs é comumente realizada por Cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta (HPLC-UV) ou detector de
fluorescéncia (FLD), cromatografia a gas acoplada ao detector de chamas (GC-FID) ou ao
espectrometro de massas (MS).*#” Estas técnicas sdo amplamente aplicadas devido a
capacidade de se quantificar simultdnea e individualmente os HPAs mediante a sua
separacgdo.“®5® Na Tabela 2, estdo listados trabalhos recentes que foram consolidados pelo
uso de HPLC-FLD.
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Tabela 2. Selecao de algumas publicacbes acerca da determinagdo de HPAs por cromatografia liquida de alta eficiéncia e detecgéo por fluorescéncia

Autor Ano Analitos Matriz Faixa linear
Li, L. 2020 PHE, ANT, FLA, PYR, BaA Agua 0,5-100 pg L*
Sess-Tchotch, D. 2018 BaA, CHR, BbF, BaP Manteiga de cacau 0-32,0pug L’
Zachara, A. 2017 BaA, CHR, BbF, BaP Cereais 0,20-10,00 pg L™
Shi, Y. 2016 PHE, BaA, CHR, BbF, DBahA, BaP, BkF Café e cha 0,002-20 pg L™
Akdogan, A, 2016 BaA, CHR, BbF, BaP Azeite de oliva, 6leos (je milho, girassol e 0,1-5,0 ug kg~
gergelim
. NAP, ACY, ACF, FLU, PHE, ANT, FLA, PYR, A
Liaud, C. 2075 BaA, ‘CHR, BbF, BKF, BaP, DahA, BghiP, IcdP Ar 0.1-92pgL
. NAP, ACY, ACF, FLU, PHE, ANT, FLA, PYR, . . 1
Krajian, H. 2014 BaA, CHR, BbF, BKF, BaP, DahA, BghiP, IcdP Azeite de oliva 100 - 2000 pg L
Zhou, Q. 2014 NAP, ACY, ACF, FLU, PHE, ANT, FLA, PYR, Agua 0,5-100 pg L™

BaA, CHR, BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP, lcdP

NAP = naftaleno; ACY = acenaftileno; ACF = acenafteno; FLU = fluoreno; PHE = fenantreno; ANT = antraceno FLA = fluoranteno; PYR = pireno;
BaA = benzo(a)pireno; CHR = criseno; BbF = benzo(b)fluoranteno; BkF = benzo(k)fluoranteno; BaP = benzo(a)pireno; DahA = dibenzo(a,h)antraceno;
BghiP = benzo(g,h,i)preileno; IcdP = indeno(1,2,3-cd)pireno
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O preparo de amostras deve remover uma parte suficientemente representativa do
analito presente na matriz, isolando-o de compostos que possam impossibilitar a sua analise.
Para HPAs, a extragcdo com solvente é o processo mais utilizado, seguida da purificagcdo por
remogao de residuos (clean-up) e a concentracdo do extrato.®® Em alimentos, as técnicas de
preparo de amostra variam de acordo com a natureza da matriz (lipidica ou ndo-lipidica), sendo
frequentemente notados o uso de extragdo em fase sélida, extracdo liquido-liquido, extragcao
por fluido supercritico e micro extragdo em fase solida®”%® A Tabela 3 destaca técnicas

utilizadas em publicagdes listadas nos ultimos anos.
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Tabela 3. Selecao de algumas publicacbes recentes acerca da determinacao de HPAs por diversos métodos de preparo de amostra

Autor Ano Analitos Preparo de amostra Matriz
. NAP, ACY, ACF, FLU, PHE, ANT, FLA, PYR, = . "
Wicker A. 2018 BaA, CHR, BbF, BKF, BaP, DahA, BghiP, IcdP Extracao por fluido supercritico Solo
Ji, W. 2017  PYR, ANT, CHR, FLA, BghiP, IcdP, DahA, BaP Extracdo em fase solida magnética Azeite de oliva, oleos de
amendoim, soja e milho
Zheng, H. 2016 CHR, BaA, BbF, BKF, BaP, DahA, BghiP, IcdP Extracdo em fase solida magnética Oleos de camélie), milho e
semente de girassol
NAP, ACY, ACF, FLU, PHE, ANT, FLA, PYR, 5 ALl Azeite de oliva, dleos de
Hao, X. 2016 BaA CHR, BbF, BKF, BaP, DahA, BghiP, IcdP Extragao liquido-liquido amendoim, soja & colza
. NAP, ACY, ACF, FLU, PHE, ANT, PYR, BaA, . TSR . . ; .
Sadeghi, R. 2016 CHR,BbF, BaP, DahA, BghiP Microextracao liquido-liquido dispersiva Agua mineral
Eslamizad, S. 2016 BaP QuEChERS Pao
Wang, J. 2014 FLU, ANT, FLA, PYR, BaA, BbF, BkF Extracdo em fase solida Agua
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A selecdo da técnica analitica e preparo de amostra para a determinacdo de um ou
mais analitos deve visar a aquisicdo de, preferencialmente, um método de execucado
acessivel, barato, rapido, seletivo. Em casos particulares, é essencial que a técnica possa
identificar e quantificar tais substancias mesmo quando estdo presentes em concentragcdes
trago (partes por bilhao, trilhao, ...).

Alimentos sdo matrizes complexas, como tal, possuem uma composi¢do muito
diversificada e manifestam uma alta variabilidade entre amostras semelhantes. Portanto, a
eficiéncia da metodologia baseada nos critérios citados, deve ser elaborada e verificada
ainda mais minunciosamente. 4

As técnicas espectroscépicas de absorcao e fluorescéncia no ultravioleta-visivel (Uv-
Vis) sdo altamente sensiveis para os HPAs, na ordem de 0,1 a 1,0 ug L' e séo
extensivamente utilizadas em sua analise. Ao avaliar a presenca de um numero inferior de
HPAs ou apenas um unico analito que atua como marcador para os demais (normalmente o
B(a)P), a analise direta é uma alternativa viavel, pois dispensa-se a aplicagdo da
cromatografia, reduzindo o tempo de obtencdo de dados e o consumo de reagentes.®72 A

Tabela 4 contém trabalhos recentes nos quais a fluorescéncia direta foi empregada
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Autor Ano Analitos Matriz Faixa linear Limite de deteccéo
Kumar, K. 2020 PYR, CHR, BaP Petréleo 0,06 - 4,08 pg L!
Cheng, W 2017 BaP Oleo de gergelim 0,5-10,5 ug kg™

Liu. Y. 2016 CHR, BaA, BaP, BbF Azeite de oliva, 6leos de girassol, amendoim, 10 - 400 pg kg™ 3,0; 8,64; 0,16 e 7,68 pg kg™’

xantoxilo, soja e canola
Pena, E. 2015 PHE, BbF, BaP, HPYR, PHT, HFLL Oleo de peixe 10 - 1000 pg L™
HNAP

Canas, A. 2014 BaA, ChR, BbF, BaP Agua 50 - 600 ng L' 0,11 ng L™’

Lin, L. 2014 BaP Leite 0,1-10pg L™ 0,03 pug kg™’
Zhou, N. 2011 BaP Agua 0-12pg L™ 0,11 pg kg™

Li, N. 2011 BaP Carne suina, peixes e ostras 0-50ng kg’ 0,14 pg kg™’

PHT = fenantrol; HFLU = hidroxifluoreno; HNAP = naftol; HPYR = hidroxipireno
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Ao complementar uma extragcdo, o método de clean up a baixa temperatura
apresenta alta capacidade de reduzir interferéncias por substancias lipidicas em amostras de
Oleos e gorduras. Esta técnica destaca-se pela sua simplicidade, alta frequéncia analitica e
baixo consumo de solventes organicos. Geralmente, a extracdo de HPAs nestes tipos de
matrizes é realizada pela adicdo de um solvente organico seguida do resfriamento da
mistura a -25°C, resultando no congelamento da gordura. Uma fragdo dos componentes
lipidicos presentes no extrato organico se precipitam ao se solidificarem. A alteracdo da
temperatura também altera o equilibrio de particdo entre as fases, concentrando o extrato
pela transferéncia de massa do analito. O extrato € separado e submetido a purificacdo por
extragdo em fase solida utilizando cartuchos contendo N-alumina.’*7®. Na tabela 5 estdo
listados trabalhos recentes que empregaram o clean up a baixa temperatura no preparo de

amostras em matrizes oleosas.
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Tabela 5. Selecao de algumas publicacGes acerca da aplicagdo do clean up a baixa temperatura

Autor Ano Analitos Matriz Preparo de amostra
. Azeite de oliva, 6leo de milho, éleo de canola, Extracgao liquido-liquido e extracdo em fase
Yu, X. 2019 Aflatoxina B1 Oleo de soja, 6leo de amendoim sélida magnética
C Azeite de oliva, 6leo de milho, éleo de canola, Extracgao liquido-liquido e extracdo em fase
Yu, X 2017 Inseticidas Oleo de soja, 6leo de girassol sélida magnética
Mo, R. 2017 BaP Oleo de camélia Extracao liquido-liquido
NAP, ACY, ACF, FLU, PHE, ANT, FLA, e ~
Taghvaee,Z. 2016 PYR, BaA, CHR, BbF, BKF, BaP, DahA,  Azeite de oliva e Gleo de bagago de oliva  —X1"a¢a0 llauido-liauido e extracgo em fase
BghiP, IcdP
Huang, J. 2014 Ivermectina, abamectina Azeite dg oliva, oleo de r_n|Iho, Oleo de soja, Extracao I|qU|do-I|qUJQO e extragcao em fase
Oleo de amendoim e banha sélida
NAP, ACY, ACF, FLU, PHE, ANT, FLA, Azeite de oliva, 6leo de milho, éleo de soja Extracéao liquido-liquido e extracdo em fase
Payanan, T. 2013 PYR, BaA, CHR, BbF, BkF, BaP, DahA, ’ ’ 13, aoliq q ¢

BghiP, lcdP

Oleo de girassol e 6leo de amendoim

solida

*Tetrametrina, fenpropatrina, cipermetrina, decametrina, fenvalerato, acrinatrina, permetrina, bifentrina
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2.4 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia é o estudo da interacdo da radiagdo com a matéria. As regides do
espectro eletromagnético denominadas ultravioleta (200 a 400 nm) e visivel (400 a 750 nm)
normalmente sdo unificadas como uma unica categoria, considerando o comportamento
observado nos compostos que sdo expostos a estas faixas de radiagao.

Quando uma molécula absorve um foton do UV-Vis, a molécula é elevada do seu
estado fundamental de energia para um estado eletrénico excitado. Este fendbmeno é
caracterizado como transicao eletrdnica e consiste no deslocamento de um elétron entre os
orbitais HOMO (Orbital ocupado de energia mais alta) e LUMO (Orbital ocupado de energia
menos baixa) de uma molécula.

Em geral, HOMO e LUMO sao respectivamente os orbitais = € n* de um grupo
funcional contendo ligagcbes duplas conjugadas. A diferenga de energia entre estes orbitais
corresponde a energia que deve ser absorvida pela molécula para que ocorra a transi¢ao.

A quantificacado desta energia é descrita pela equacéao de Planck:

E =hv ou E= h§ (1)

A energia (E) de um féton é proporcional a sua frequéncia (v) pelo fator constante de
Planck (h = 6,6 1034 J s) ou inversamente proporcional ao seu comprimento de onda (1),
onde c é a velocidade da luz. Ou seja, quao menor for a diferenca de energia entre HOMO e
LUMO, maior sera o comprimento de onda absorvido. A magnitude desta energia é
determinada principalmente pela extensdo do sistema conjugado: o aumento da conjugacao
indica uma menor energia. Os grupos funcionais adjacentes as ligacoes duplas também
influenciam no espagcamento entre os orbitais.

O comprimento de onda que é mais intensamente absorvido por uma substéncia é o
A maximo (Amsx), medido pela espectroscopia de absorcdo no UV-Vis. Nesta técnica, o
espectro exibe bandas de absorcao que abrangem uma ampla faixa de comprimentos de
onda. Este perfil é a resultante de um agrupamento de picos, sendo os comprimentos muito
préximos que por meio da excitacao, realizam simultaneamente transi¢coes eletrbnicas e
vibracionais. Os grupos funcionais responsaveis pela absor¢do sdo os croméforos.

A espectroscopia de fluorescéncia ou espectrofluorimetria é uma técnica
complementar a absor¢do. Envolve os mesmos orbitais mencionados, mas é subsequente
de um estado excitado que emite um féton de energia mais baixa em relagdo ao absorvido.

A variacdo de energia entre a absor¢do e a emissao é justificada pela organizacdo dos
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estados, de forma que um unico nivel eletrénico contém multiplos subniveis vibracionais nos
quais estdo contidos subniveis rotacionais. Em uma transicdo eletrbnica, ha energia
suficiente para que ocorra simultaneamente transi¢des vibracionais e rotacionais.

Quando a molécula absorve radiagédo do ultravioleta, o elétron desloca-se do HOMO
(estado eletronico fundamental) para o LUMO (primeiro estado eletrbnico excitado) em um
subnivel vibracional excitado. A molécula estara suscetivel a relaxacao vibracional, perdendo
de forma néo-radiativa (sem emissdo de um foton) parte da energia acumulada,
direcionando-se ao subnivel vibracional menos energético do estado eletrénico excitado.
Esta dissipacdo € provocada principalmente pela colisdo com moléculas vizinhas. A partir
desta condicdo, trés eventos se tornam mais provaveis: a ocorréncia de uma reagao
fotoquimica, o retorno ao estado eletrénico fundamental pela emissdo de calor ou o
decaimento radiativo da molécula pela emissdao de um foton. Este ultimo define a
fluorescéncia. O féton emitido possui menor energia (maior comprimento de onda) em
relacdo ao foéton absorvido inicialmente. Logo, € natural que a emissdo seja efetuada na
regido visivel do espectro eletromagnético. O diagrama de Jablonski ilustrado na figura 4
descreve estes processos.

Est?d.n ¢ Convers3o interna
eletrénico

excitado ¢

Absorgédo Fluorescéncia Fosforescéncia

Estado v \ {
eletrénico
fundamental

Figura 4. Diagrama de Jablonski simplificado

O espectro produzido indica a intensidade da emissao por fluorescéncia em funcao
do comprimento de onda (nm). Este perfil € aproximadamente a imagem refletida do
espectro de absor¢éo. A substancia capaz de produzir fluorescéncia no meio analisado € o
fluoréforo.
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A determinacdo de HPAs por fluorescéncia € mais sensitiva (10 a 1000 vezes) em
comparagdo a absorcdo no UV-Vis, além de ser mais seletiva pela possibilidade de
selecionar mais de um comprimento de onda para a determinagcdo de.HPAs normalmente
absorvem luz na faixa de 200 a 400 nm e sdao 0s compostos que apresentam a maior

fluorescéncia natural. tornando-os bastante compativeis com esta técnica analitica.”®

2.4.1 Fatores que alteram a fluorescéncia

O processo de desativagao, que a faz uma molécula excitada retornar ao seu estado
fundamental pela dissipagado da energia absorvida, compreende um conjunto de fendmenos
radiativos (emissdo por fluorescéncia) e n&o-radiativos que competem cineticamente.
Portanto, as formas de reduzir as probabilidades de eventos indesejados ocorrerem devem
ser consideradas.

A magnitude da eficiéncia da fluorescéncia estd associada ao rendimento quéntico
(), indice que relaciona o numero de moléculas fluorescentes (fl) ao numero total de

moléculas que foram excitadas (exc):
¢ =— (2)

A equacao pode ser reescrita em aspectos cinéticos e o denominador corresponde

ao somatério de todos os processos de desativagao:

Kkf
¢ = kf + ki + kce + kci + Kd

Onde:

ks = constante da emissao por fluorescéncia
ki = constante de conversao intersistema
kee = constante de conversao externa

ke = constante de conversao interna

kq= constante de dissociagc&o

As variaveis descritas dependem de parametros que podem ser manipulados com o

intuito de se otimizar o rendimento quantico, tais como:
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24.1.1 Estrutura molecular

A fluorescéncia mais intensa e util € encontrada em compostos aromaticos, sendo
que o rendimento quéantico aumenta com o nhumero de aneis e o grau de condensacao.
Moléculas alifaticas contendo o grupo carbonila ou ligagdes duplas altamente conjugadas
também fluorescem em menor intensidade. Estruturas rigidas favorecem a fluorescéncia por
possuirem maior coeficiente de absorcdo molar, de forma que moléculas mais flexiveis
(baixa conjugacéao) tendem a dissipar mais energia por meio de vibragdes. A flexibilidade

aumenta a constante de conversao interna, induzindo a desativagao nao-radiativa.

24.1.2 Solvente

O analito no estado excitado pode perder energia eletrénica ao realizar colisées com
moléculas do solvente, consequentemente, levando a uma diminui¢ao da fluorescéncia por
conversao externa. O aumento da viscosidade do solvente utilizado reduz a difusdo do meio
e a taxa colisional.

A polaridade e o carater prético do solvente € uma caracteristica importante para a
analise da fluorescéncia. Quando uma molécula se encontra em um estado excitado, o
ambiente ao seu redor se reorienta e a energia do estado excitado ap6s a emissao se torna
diferente em relacéo ao valor anterior ao processo de absor¢do. Quando ocorre a transicao n
- n*, a molécula no estado excitado é mais polar do que quando ela se encontra no estado
fundamental. Logo, o aumento da polaridade do solvente ocasiona uma diminuicdo da
energia relativa do estado excitado, com deslocamento batocrémico do espectro (em direcao
ao vermelho). Essa reducao de energia pode ampliar a conversao interna. No caso das
transicoes n - n*, 0 estado excitado € menos polar e o aumento da polaridade do solvente
produz deslocamentos hipsocrémicos (em direcao ao azul). Também é comum que ocorra
uma mudanca entre os estados excitados de n - n* para n - n* (principalmente quando as
energias destes estados sdo proximas) na presenca de solventes polares ou de maior
constante dielétrica. Este fato justifica o motivo de algumas substancias nao serem
fluorescentes ou demonstrarem fraca fluorescéncia em solventes apolares ou nao-préticos

enquanto fluorescem intensamente em solventes polares e proticos. %



39

2.4.1.3 Temperatura

Além de ser um fator que influencia diretamente na viscosidade do solvente, a
temperatura também se relaciona a constante de conversao interna. No estado excitado, a
energia eletrbnica é parcialmente convertida em energia vibracional. Como fenémenos
vibracionais sdo estimulados por processos térmicos, o aumento da temperatura diminui a
intensidade da fluorescéncia.

A equacao de Forster-Hoffmann expressa a relagdo entre estes parametros e o

rendimento quantico:

logd = C +xlogn 4)

Onde né a viscosidade, C é uma constante especifica do analito, e x € uma

constante dependente da temperatura do meio.®"

2.4.1.4 Concentracdo hidrogenidnica

Em moléculas aromaticas contendo grupos funcionais basicos ou acidos, o efeito do
pH se torna relevante, pois é possivel notar uma distin¢ao significativa entre a fluorescéncia
de moléculas na forma protonada e nao-protonada. Caso a molécula estudada ndo possua

grupos ionizaveis, o pH ndo é um paramatero significativo.

2.4.1.5 Concentracao de oxigénio dissolvido

O oxigénio molecular pode reagir com moléculas do analito no estado excitado,
sendo um agente supressor da fluorescéncia. Este parametro de supressado (quenching)
representa tanto a oxidag¢éo do fluoréforo quanto a alteracdo do spin do elétron excitado,
transferindo-o para um estado de menor energia pelo cruzamento intersistemas. Deste
modo, a probabilidade de se produzir a fosforescéncia, ao invés da fluorescéncia, se torna
mais expressiva. Embora, o oxigénio seja o principal supressor por este mecanismo, ions de
halogénios de massa elevada (I, Br) e metais pesados (Cd?*, Pb?*, Hg®" e TI*) podem
aumentar a velocidade da desativacio ndo-radiativa do analito.

A capacidade de um agente supressor reduzir a eficiéncia da emissdo por

fluorescéncia, pode ser expressa pela equacao de Stern-Volmer:
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2 = 1+ Kq7[Q] (5)

Onde F, e F sdo as intensidade relativas da fluorescéncia do analito na auséncia e
presenca do agente supressor, respectivamente. K, é a constante de velocidade da reacgéo
de desativacédo, 17, € o tempo de meia vida do fluoréforo e Q é a concentragcdo do

supressor.®?

2.4.1.6 Relagdo quantitativa

Como foi observado na equacao 1, a intensidade da emissao por fluorescéncia (Ig) é

proporcional a intensidade do feixe de radiagao que a molécula do analito absorve (I.x):

Ifl = (I) Iexc (6)

O indice de absorcdo é a diferenca entre a intensidade do feixe incidente e a

intensidade apds atravessar uma distadncia b do meio, entéo:

In=¢Uo—D (7)

A Lei de Beer-Lambert estabelece a relagao entre a concentracao do analito (c) e a

intensidade da radiagc&o absorvida

L = 10-¢bc (8)

0

Onde € é a absortividade molar caracteristica da molécula absorvente.

Combinando-a com a equacao 8 temos a equacao 9:
In= ¢l (1— 107°0) (9)
Considerando que na solucdo contendo o analito haja uma perda minima da

intensidade da radiagdo por espalhamento, esta igualdade pode ser expandida como uma

série de McLaurin, sendo escrita como:
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(2,303 ebc)? n (2,303 ebc)?
2! 3!

Iqg = ¢, [2,303 ebc —

(10)

Para sistemas de baixa concentracdo (ebc < 0,05) apenas o primeiro termo €&

relevante, obtendo-se:

In= $1,2303ebc ou F=ke (11)

Logo, para um sistema de caminho Optico fixo e cuja concentracdo obedecga tais
condigcbes,a fluorescéncia (F) é diretamente proporcional a concentracdo do fluoroforo.
Eventuais desvios da linearidade podem ser atribuidos as concentragbes elevadas, auto-
supressao e auto-absorg&o.®
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Reagentes

O padrao de B(a)P = 96% (HPLC) foi obtido da Sigma Aldrich (St Louis MO, EUA).
Os solventes metanol, cloroférmio e dimetissulfoxido foram obtidos da J T Baker (Center
Valley, PA, EUA), a acetonitrila da Merck (Darmstadt, HE, Alemanha), a acetona, hexano,
octanoato de etila e tolueno da Synth (Diadema, SP, Brasil) e o éter tercbutil metilico da

Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

3.2 Equipamentos e softwares

O B(a)P foi pesado em balanca analitica Shimadzu ATX 224. Para a extracdo do
analito utilizou-se vortex Velp Scientifica ZX Class. Para a evaporacgao utilizou-se chapa
aquecdora Corning PC420D. As analises foram realizadas no espectrofluorimetro Varian

Cary Eclipse. A aquisicao de dados foi realizada nos softwares: Microsoft Excel, OriginLab e Scan.

3.3 Preparo da solucéo estoque do analito

A solucédo estoque de B(a)P foi preparada & 98 mg L™". Para tal, pesou-se 0,0049 g do
padrao original. A massa foi solubilizada em 2,00 mL de cloroférmio e foi transferida
guantitativamente para um baldo volumétrico de 50,00 mL onde preencheu-se o menisco
com acetonitrila. As micropipetas e baldes volumétricos utilizados foram previamente
calibrados segundo as especificacoes da RBC 159. A solucdo estoque foi mantida a 4 °C
sob protecdo da luz. A partir dela foi preparada uma solugdo intermediaria @ 98 pg L' em

acetonitrila para ser utilizada eventualmente nos experimentos.
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3.4 Avaliagdo do espectro de fluorescéncia do
benzo(a)pireno em diferentes solventes

Solugbes de B(a)P a 98 g L' foram obtidas a partir de 25 pL da solugdo estoque e
com o respectivo solvente testado completou-se o volume em baldes de 25,00 mL. Os
solventes empregados foram: acetona, acetonitrila, cloroférmio, dimetilssulféxido (DMSO),
éter tercbutil metilico, hexano, metanol, octanoato de etila e touleno. Utilizou-se 2,5 mL de
cada amostra em uma cubeta de quartzo para analise em triplicata. Também realizou-se a
leitura dos solventes nao contendo o analito, sendo o branco referente as amostras.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas com a obtencao do espectro de
emissdo na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de excitagdo fixado em
295 nm. As demais condicbes ajustadas foram: temperatura de 20 °C, largura das fendas de

excitagao e emissdao em 5,0 nm.

3.5 Avaliacdo do efeito da temperatura no espectro de
fluorescéncia do benzo(a)pireno em diferentes solventes

Solugdes de B(a)P a 98 ug L' foram obtidas a partir de 20 pL da solucdo estoque e
com o respectivo solvente testado completou-se o volume em baldes de 20,00 mL. Os
solventes empregados foram: acetonitrila, DMSO e metanol. Utilizou-se 2,5 mL de cada
amostra em uma cubeta de quartzo para analise em triplicata. Também realizou-se a leitura
dos solventes ndo contendo o analito, sendo o branco referente as amostras.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas com a obtencdo do espectro de
emissao na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de excitacao fixado em 295 nm.
As temperaturas testadas foram de 10, 20 e 30 °C para acetonitrila e metanol; e 20, 25 e

30°C para o DMSO. A largura das fendas de excitacdo e emissao mantiveram-se em 5,0 nm.
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3.6 Avaliacdo da influéncia da abertura das fendas no
espectro de fluorescéncia do benzo(a)pireno em diferentes
solventes

Solugbes de B(a)P a 2 pg L' foram obtidas a partir de 10,2 pL da solugdo
intermediaria e com o respectivo solvente testado completou-se o volume em balbdes de
20,00 mL. Os solventes empregados foram: acetonitrila, DMSO e metanol. Utilizou-se 2,5
mL de cada amostra em uma cubeta de quartzo para analise em triplicata. Também realizou-
se a leitura dos solventes ndo contendo o analito, sendo o branco referente as amostras.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas com a obtenc¢do do espectro de
emissdo na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de excitagéo fixado em 295 nm.
As temperatura foi de 20 °C e as larguras das fendas de excitacdo e emissdao foram
ajustadas em 2,3; 5,0; 10,0 e 20,0 nm.

3.7 Construcao das curvas de calibracdo do benzo(a)pireno

Solugbes de B(a)P nas concentracées de 1,0; 2,0; 4,0; 8,0, 12,0; 16,0 e 20,0 pg L™
foram preparadas em baldes de 10 mL a partir da solucdo intermediaria. Este procedimento
foi realizado para os solventes acetonitrila e DMSO. Utilizou-se 2,5 mL de cada amostra em
uma cubeta de quartzo para analise em triplicata. Também realizou-se a leitura dos
solventes ndo contendo o analito, sendo o branco referente as amostras.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas com a obtencado do espectro de
emissao na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de excitagao fixado em 295 nm.
A temperatura foi de 20 °C e as larguras das fendas de excitacdao e emissao foram de 10,0

nm.
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3.8 Avaliacao do efeito quenching da acetona no espectro de
fluorescéncia do benzo(a)pireno

Solugdes de B(a)P na concentracdo de 6 ug L' foram preparadas a partir da solugéo
intermediaria. Adicionou-se volumes variados de acetona a estas soluc¢des obtendo-se as
concentragdes em % v/v: 0%, 1%, 0,5%, 0,25% e 0,125%. Este procedimento foi realizado
para os solventes acetonitrila e DMSO. Utilizou-se 2,5 mL de cada amostra em uma cubeta
de quartzo para analise em triplicata.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas com a obtenc¢do do espectro de
emissdo na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de excitagéo fixado em 295 nm.
A temperatura foi de 20 °C e as larguras das fendas de excita¢do e emissao foram de 10,0

nm.

3.9 Avaliacdo da combinacao das aberturas das fendas no
espectro de fluorescéncia do benzo(a)pireno no extrato da matriz

Os experimentos subsequentes a este serdo realizados na matriz estudada. O
procedimento empregado e descrito a seguir € uma adaptacdo da ISO 15753:2016®%, Em
um tubo de ensaio de vidro, adicionou-se 3,0 mL de amostra de azeite de oliva comercial.
Adicionou-se 6,0 mL de acetonitrila e acetona a 3:2 (v/v) e ap6és fechar o tubo, agitou-se a
mistura em um voértex a 1500 rotacbes por minuto durante 2 minutos e, em seguida, a
mistura permaneceu em repouso por 1 hora, antes de ser submetida ao congelador, onde
resfriou-se a -18°C. Apods 2 horas, o0 azeite se congelou e removeu-se a fase superior que se
manteve liquida. Transferiu-se o volume para um béquer e utilizou-se uma chapa
aquecedora a temperatura de 45°C até a completa secagem do extrato. Ressuspendeu-se
cada amostra com 2,5 mL dos solventes estudados (acetonitrila e DMSO) e acrescentou-se
510 pL da solugéo intermediaria de B(a)P obtendo-se uma concentragao final de 20 pg L.
Transferiu-se todo o volume de amostra para uma cubeta de quartzo para analise em
triplicata. Também realizou-se a leitura dos extratos ndo contendo o analito, sendo o branco
referente as amostras.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas com a obtencao do espectro de
emissao na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de excitacao fixado em 295 nm.
A temperatura foi de 20 °C e as larguras das fendas de excitagdo e emissao foram
selecionadas, respectivamente, em quatro diferentes combinagées: 5,0 € 5,0 nm; 5,0 e 10,0
nm; 10,0 e 5,0 nm; 10,0 e 10,0 nm.
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3.10 Avaliacdo da extracdo liquido-liquido sob baixa
temperatura pelos parametros otimizados

Amostras de azeite de oliva foram fortificadas a 2 ug L' de B(a)P a partir da solugéo
intermediaria. Realizou-se a extragcdo das amostras e ao final do procedimento,
ressuspendeu-se o extrato com 2,5 mL de DMSO. Transferiu-se todo o volume de amostra
para uma cubeta de quartzo para analise em triplicata. Para fins de comparacao, foram
preparadas amostras fortificadas apos a extragdo na mesma concentracdo estudada.
Também realizou-se a leitura dos extratos ndo contendo o analito, sendo o branco referente
as amostras.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas com a obtenc¢do do espectro de
emissdo na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de excitagéo fixado em 295 nm.
A temperatura foi de 20 °C e as larguras das fendas de excita¢ao e emissao foram ajustadas

em 10,0 e 5,0 nm, respectivamente.

3.11 Avaliacédo da viabilidade da fluorescéncia sincronizada

Amostras de azeite de oliva nao fortificadas foram extraidas. A insercao do analito foi
realizada somente ap6s a evaporacao da amostra. O extrato foi ressuspendido com 2,5 mL
de DMSO e fortificado & 10 pg L' de B(a)P a partir da solucdo intermediaria. Transferiu-se
todo o volume de amostra para uma cubeta de quartzo para analise em triplicata. Também
realizou-se a leitura dos extratos nao contendo o analito, sendo o branco referente as
amostras.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas no modo sincroinizado com a
obtencao do espectro de excitacao na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de
excitacao fixado em 388 nm. A variacdo de frequéncia (Av) entre os monocromadores foi
selecionada em 1230 cm™'. A temperatura foi de 20 °C e as larguras das fendas de excitagio

e emissao foram ajustadas em 5,0 nm, respectivamente.



47

3.12 Avaliagcdo da extracdo na concentracdo alvo de

benzo(a)pireno

Amostras de azeite de oliva foram fortificadas a 10 pug L' de B(a)P a partir da solugéo
intermediaria. Realizou-se a extragdo das amostras e ao final do procedimento,
ressuspendeu-se o extrato com 2,5 mL dos solventes testados, acetonitrila e DMSO.
Transferiu-se todo o volume de amostra para uma cubeta de quartzo para analise em
triplicata. Também realizou-se a leitura dos extratos n&o contendo o analito, sendo o branco
referente as amostras.

As analises no espectrofluorimetro foram realizadas no modo sincroinizado com a
obtencao do espectro de excitagdo na faixa de 300 a 600 nm e o comprimento de onda de
excitagao fixado em 388 nm. A variagcédo de frequéncia (Av) entre os monocromadores foi
selecionada em 1230 cm™'. A temperatura foi de 20 °C e as larguras das fendas de excitacao

e emissao foram ajustadas em 5,0 nm, respectivamente.

3.13 Estimativa de figuras de mérito de validacao

Por meio da otimizacao da analise por fluorescéncia, foram estimadas as figuras de
validacdo do método foi validado utilizando o azeite de oliva, aplicando a extracao liquido-
liquido descrita na se¢éo 3.9 e as condicoes de fluorescéncia descritas na se¢ao 3.12.

Os experimentos de validacao foram executados de acordo com as diretrizes do guia

da Eurachem®®, Os parametros avaliados estdo relatados a seguir:

3.13.1 Linearidade

Foi construida uma curva matrizada e extraida, em triplicata, nos niveis de
fortificacdo: 0,8; 1,4; 2,0; 2,6, 3,2 e 3,8 ug L. Foram realizados os testes para detec¢do de
outliers de Jacknife, de linearidade através da ANOVA e de homocedasticidade de Brown

Forsythe.
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3.13.2 Limites de deteccéo e quantificacdo

A determinacao dos limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ), foi realizada pela
extracdo de 10 amostras branco de azeite de oliva. Os valores de LQ e LD foram estimados

pelos calculos:

LD =3 sy LQ=10s,

Sendo s; definido pela relagao:
, So

SO:E

onde so € 0 desvio padrao das concentragdes encontradas para os extrados brancos e n € o

numero de amostras branco analisadas.

3.13.3 Precisao intra e interdias

A precisdo foi estimada em trés pontos da curva analitica (0,8; 2,0 e 3,2 ug L?) a
partir de uma sextuplicata de extracdo em cada um desses pontos, que foi realizada no
mesmo dia para a precisdo intradia (repetitividade) e em dois dias consecutivos para a
precisdo interdias, ou precisdo intermediaria. Os resultados foram expressos pelo

coeficiente de variacéo (CV) calculado por:

CV =

=————x100
Cg(a)p Média

onde s é o desvio padrdao das concentracdes de B(a)P encontradas e Cgnp média é a

concnetracao média.

3.13.4 Exatidao

A exatiddo foi estimada em trés pontos da curva analitica (0,8; 2,0 e 3,2 ug L?) a
partir de uma sextuplicata de extracdo em cada um desses pontos. Os resultados foram

expressos pelo erro relativo (Er) calculado por:

Onde C é a média das concentragdes encontradas e Cr € a respectiva concentragéo teorica.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo do espectro de fluorescéncia do benzo(a)pireno

em diferentes solventes

Este experimento visou definir em qual solvente o benzo(a)pireno apresenta maior
intensidade de emisséao por fluorescéncia e verificou-se a sua influéncia no espectro.

Na espectroscopia de fluorescéncia, o solvente utilizado tem grande influéncia na
emissdo gerada, envolvendo uma combinacdo complexa da fatores. Deve-se considerar
principalmente que a interacdo entre soluto e solvente serd amplamente alterada em fungéo
do momento de dipolo de cada solvente, modificando o indice de transi¢coes radiativas de
interesse. Além disso, € importante que o solvente nao seja fluorescente na mesma regiao
do analito.

O comprimento de onda de emissao (Aem) do B(a)P comumente ocorre em 407 nm, A
tabela 6 indica os valores observados de emissdo mais intensa do analito em cada solvente

estudado:

Tabela 6. Valores de Aem do B(a)P nos solventes estudados.

Solvente Aem
Acetona 405
Acetonitrila 405
Cloroférmio 406
DMSO 407
ETBM 404
Hexano 403
Metanol 404
OE 405
Tolueno 403

DMSO = dimetilssulfoxido, ETBM = éter tercbutil metilico, OE = octanoato de etila.

A diminuicdo do comprimento de onda maximo de emissao caracteriza o
deslocamento hipsocrémico. Este efeito € decorrente da interacao entre o analito e o
solvente, de forma a representar a transposi¢ao da transigédo eletrébnica para energias mais
altas. Os estados fundamental e excitado se reconfiguram para assumirem maior

estabilidade no ambiente quimico do solvente.
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Os espectros de fluorescéncia do B(a)P est&o representados na Figura 5, a seguir:
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[B(a)P 98 ppb - Metanol 1500 |B(a)P 98 ppb - Octanoato de Etila]
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Figura 5. Espectros de emissdo do B(a)P (98 ug L) em diferentes solventes.

Em cada replicata analisada, subtraiu-se a intensidade das respectivas amostras
branco em Aem € calculou-se a intensidade média do B(a)P, o desvio padrao e coeficiente de

variacdo. A Figura 6 contém as intensidades médias corrigidas.
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Figura 6. Gréfico correspondente as intensidade médias corrigidas do B(a)P (98 pug L) nos solventes
estudados (n = 3).

ACE = Acetona, ACN = Acetonitrila, CLR = Cloroférmio, DMSO = Dimetilssulféxido. ETBM = Eter
tercbutil metilico. HEX = Hexano. MET = Metanol, OE = Octanoato de etila. TOL = Tolueno.

Observa-se que o DMSO ¢é o solvente que produz o maior rendimento quéntico e,
consequentemente, proporciona a melhor eficiéncia de emissao do analito. Esse resultado ja
foi observado para o B(a)P em outros trabalhos da literatura.(86) Pode-se atribuir este
resultado ao efeito hipercrémico, aumentando a intensidade da fluorescéncia do B(a)P e
também devido a sua alta solubilidade neste solvente. O DMSO é o composto de maior
constante dielétrica dentre os testados. Sendo polar aprético, provavelmente, ndo contribui
para a perda da planaridade das moléculas de B(a)P, nao interferindo no sistema conjugado
do analito como os demais solventes.

Deve-se ressaltar que pelo espectro das amostras branco de DMSO e tolueno, estes
apresentam intensidades de emissao significativas na regido de fluorescéncia maxima do
analito, embora este fato ndo tenha comprometido a detecgao.

Pelo efeito hipocrdmico, podemos inferir que a acetona ocasionou a supressao da
fluorescéncia do analito no comprimento de onda de excitagéo utilizado, ndo sendo viavel de
ser utilizada como solvente. cada replicata analisada.

Conclui-se que o DMSO é o composto mais adequado para ser aplicado como o
solvente no qual o analito sera detectado. Deve-se avaliar o comportamento do solvente
diante de outros pardmetros que influenciam diretamente na intensidade da emissao. A
acetonitrila e o metanol apresentaram resultados favoraveis, sendo alternativas de
substituicdo do DMSO, dada a maior acessibilidade a estes.
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4.2 Avaliacao do efeito da temperatura no espectro de
fluorescéncia do benzo(a)pireno em diferentes solventes

Neste experimento observou-se como a dependéncia entre temperatura e rendimento
quantico da fluorescéncia. Mediante a analise, obteve-se os espectros de fluorescéncia e as
intensidades associadas ao pico mais intenso. A temperatura de detec¢do ao empregar o
DMSO néo deve ser inferior a 20 °C, pois este valor € proximo da sua temperatura de fusao
(19 °C).

A Figura 7 apresenta os valores de emissdo de fluorescéncia em Anax referente as
amostras branco foram devidamente subtraidos e construiu-se o grafico correspondente as

intensidades médias corrigidas.
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Figura 7. Intensidades médias de emissdo do B(a)P nos solventes testados em funcdo da variacdo
de temperatura.
ACN = Acetonitrila, DMSO = Dimetilssulfoxido, MET = Metanol

Verifica-se por uma tendéncia linear que a diminuicdo da temperatura favorece a
intensidade do sinal analitico. Além de ter sido o solvente com variagdo da intensidade de
emissao mais acentuada, o DMSO novamente produz a maior intensidade de fluorescéncia
na faixa de temperatura estudada. Deve-se verificar dentre os solventes testados, a

influéncia do comprimento de abertura das fendas dos monocromadores no espectro obtido.
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4.3 Avaliacao dainfluéncia da abertura das fendas no
espectro de fluorescéncia do benzo(a)pireno em diferentes
solventes

Neste experimento, verificou-se a possibilidade de detectar o analito na concentracao
alvo (2 ug L") de B(a)P, valor estabelecido pela CE como a quantidade maxima permitida
deste composto em 6leos comestiveis. A reducdo da concentracdo deste composto em
cerca de 40 vezes em relagcao aos testes anteriores diminuira drasticamente a intensidade
da fluorescéncia. Portanto, deve-se avaliar outras variaveis que favorecam a deteccdo do
analito.

As larguras das fendas de excitagdo e emissao interferem diretamente na intensidade
do sinal do analito. O sinal fluorescente é proporcional ao quadrado do produto das larguras
das fendas de excitacdo e de emissao, e, geralmente, o uso de larguras estreitas das fendas
resulta em um aumento da seletividade que, diminui a sensibilidade, enquanto que maiores
larguras das fendas produzem o efeito oposto.

O espectrofluorimetro utilizado é capaz de alterar as abertura dos monocromadores
de excitacdo e de emissao em valores pré-determinados. Aumentou-se e diminui-se as
fendas em relacéo ao valor padrao de 5,0 nm empregado nos primeiros testes.

Os valores de emissao de fluorescéncia em Aem referente as amostras branco foram
devidamente subtraidos. Construiu-se o grafico correspondente as intensidades médias

corrigidas representadas na Figura 8.
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Figura 8. Intensidades médias de emissdo do B(a)P nos solventes testados em funcdo da abertura
das fendas de excitacdo e emisséo. (n = 3)
ACN = Acetonitrila, DMSO = Dimetilssulfoxido, MET = Metanol

Observou-se que para a largura de 2,5 nm a intensidade do sinal é aproximadamente
equivalente ao sinal do branco, inviabilizando a analise. Os espectros gerados sob a
abertura de 20,0 nm também nao foram considerados, pois os dois picos caracteristicos do
B(a)P se associam de forma a nao ser possivel atribuir um valor discreto para a intensidade
maxima de emissdo. Como era esperado, a fenda de 5,0 nm gera uma fluorescéncia bem
fraca que, eventualmente, seria ainda mais comprometida pelo efeito de matriz e pela perda
decorrente do processo de extracao. Por fim, o aumento da fenda para 10,0 nm resulta em
uma intensidade de sinal satisfatoria.

Conclui-se que a modificacao da largura da fenda foi um parametro fundamental para
gue a deteccao nos limites legislativos seja factivel, visando as dificuldades futuramente
advindas da analise na matriz. Como a ordem das intensidades relativas aos solventes
utilizados se manteve entre as larguras das fendas, o DMSO produz o sinal analitico mais
intenso. Por ter representado um comportamento semelhante a acetonitrila, o metanol sera
excluido dios experimentos futuros. Deve-se constantar se existe uma dependéncia
constante entre a intensidade da fluorescéncia e a faixa de concentragdo do analito

estudada até entdo.
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4.4 Construcéo das curvas de calibracao do benzo(a)pireno

Neste experimento, avaliou-se a relagcdo entre a concentracdo e o sinal analitico do
B(a)P. A faixa selecionada de concentracdo dos padroes compreendem o valor alvo do
analito. Ao realizar uma regresséao linear estabelecendo-se um conjunto de pontos pela
concentracdo e a respectiva emissdo, verifica-se a existéncia da linearidade entre as
variaveis, atribuida por uma equacdo que descreva a intensidade da emissdo da
fluorescéncia em fung&o da concentragao de B(a)P.

A Figura 9 apresenta a regressao linear ajustada para os valores de emissao de
fluorescéncia em Aem referente as amostras. Os sinais analiticos da amostra branco foram
devidamente subtraidos em cada ponto de concentracdo e realizou-se a regressao linear
para ambos os solventes.
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Figura 9. Curvas de calibragéo do B(a)P nos solventes testados
ACN = Acetonitrila, DMSO = Dimetilssulfoxido

Pelo valor do coeficiente de determinacdo da curva (Tabela 7), nota-se a

dependéncia linear da intensidade em relagdo a concentragao de B(a)P.

Tabela 7. Equacédo da reta e coeficiente de determinagéo para a curva de B(a)P em solventes (n = 3)

Solvente Equacédo da reta R?
Acetonitrila y =65,94 x - 16,61 0,98577
Dimetilssulféxido y=127,15x-17,12 0,99749

A curva do analito em solvente possui maior sensibilidade para o DMSO, pois este
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parametro € dado pela inclinagdo da reta, sendo cerca de duas vezes maior em comparagao

a acetonitrila.

4.5 Avaliacao do efeito quenching da acetona no espectro
de fluorescéncia do benzo(a)pireno

O preparo de amostras empregado neste trabalho sera uma adaptacdao do método da
ISO 15753:2016 destinada a determinacao de HPAs em amostras de 6leos. Considerando o
uso da acetona com um dos solventes de extracao, verificou-se se uma quantidade residual
deste solvente possa comprometer ou dificultar a detec¢ao de B(a)P.

Como foi secdo 4.1, o analito tem a sua intensidade de fluorescéncia reduzida ao
nivel de ruido quando analisado sob a presenca de acetona no comprimento de onda de
excitagao de 295 nm.

Estabeleceram-se pequenas quantidades de acetona que pudessem ser suficientes
para observar o efeito quenching. O grafico da Figura 10 descreve a supressao da

fluorescéncia do B(a)P. As intensidades relativas as amostras branco foram devidamente

subtraidas.
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Figura 10. Intensidades médias de emissdao do B(a)P nos solventes testados para diferentes
concentragdes % v/v de acetona
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A partir destes dados notou-se que a presenca de acetona produz tendéncias
distintas comparando-se os dois solventes utilizados. No caso da acetonitrila, a supressao é
pouco pronunciada nesta faixa de concentracdo de acetona. Para o DMSO, observou-se
uma diminuigdo drastica da fluorescéncia a medida que se aumentou a quantidade de
acetona. Porém, analisando-se a os espectros das Figuras 11 e 12 sobreposicdo dos
respectivos espectros obtidos, constatou-se a perda da definicdo dos picos caracteristicos

do B(a)P em acetontrila para as porcentagens maiores de acetona.
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Figura 11. Espectros de emissdo do B(a)P (6 pug L'Y) em acetonitrila para diferentes concentragées

(% v/iv) de acetona.
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Figura 12. Espectros de emissdo do B(a)P (6 pg L') em DMSO para diferentes concentragdes (%

v/v) de acetona.

Conclui-se que a presenca de acetona prejudica a deteccdo de B(a)P em ambos os
solventes, seja em termos de diminuicdo do sinal analitica ou perda da definicdo do pico.
Embora seja reportado na literatura o efeito quenching da acetona em 3-metil-7-hidroxi-
cumarina, ndo foram encontradas publicacdes que demonstrem este efeito em B(a)P.®") E
possivel que este efeito se pronuncie pelo fato da acetona absorver radiacao ultravioleta.
Deve-se constatar futuramente se a analise do extrato da matriz sera inviabilizada mediante
uma presenca residual de acetona. Caso isto ocorra, a acetona devera ser substuida para se

gue o método empregado esteja isento do efeito quenching.
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4.6 Avaliacdo da combinacao das aberturas das fendas no
espectro de fluorescéncia do benzo(a)pireno no extrato da matriz

Neste experimento observou-se o perfil do espectro de fluorescéncia do analito sob
diferentes combinacdes de aberturas das fendas dos monocromadores de excitagdo e
emissdo. De forma a complementar os resultados obtidos na sec¢ao 4.3, foram avaliados o
efeito das fendas na analise do B(a)P na matriz estudada.

Utilizando os dois valores de largura com os quais foram possiveis efetuar
razoavelmente a analise (5,0 e 10,0 nm), foram estabelecidas as quatro combinacbes
testadas. A notacao utilizada foi: C1 (Exc: 5,0 nm, Em: 5,0 nm), C2 (Exc: 5,0 nm, Em: 10,0
nm), C3 (Exc: 10,0 nm, Em: 5,0 nm) e C4 (Exc: 10,0 nm, Em: 10,0 nm).

Pela adaptacao da ISO 15753, diminuiu-se a proporg¢ao entre o volume de amostra e
solvente 1:4 de para 1:2, nao foram realizadas extra¢des liquido-liquido em sequéncia e nao
foram executadas as extragbes em fase sélida, substituindo-as pelo clean-up sob baixa
temperatura.

Nas Figuras 13 e 14 estao representados os espectros obtidos para as combinagdes

de fenda nos solventes estudados.
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Figura 13. Espectros de emissdo do B(a)P (20 ug L) em acetonitrila para diferentes combinagdes
de aberturas de fendas - C1 (Exc: 5,0 nm, Em: 5,0 nm), C2 (Exc: 5,0 nm, Em: 10,0 nm), C3 (Exc: 10,0
nm, Em: 5,0 nm) e C4 (Exc: 10,0 nm, Em: 10,0 nm).
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Figura 14. Espectros de emiss&o do B(a)P (20 pg L'') em DMSO para diferentes combinacdes de
aberturas de fenda. C1 (Exc: 5,0 nm, Em: 5,0 nm), C2 (Exc: 5,0 nm, Em: 10,0 nm), C3 (Exc: 10,0 nm,
Em: 5,0 nm) e C4 (Exc: 10,0 nm, Em: 10,0 nm).

Observou-se que para a abertura de 2,5 nm a intensidade do sinal é
aproximadamente equivalente ao sinal do branco, inviabilizando a analise. Os espectros
gerados sob a abertura de 20,0 nm também nao foram considerados, pois os dois picos
caracteristicos do B(a)P se fundem de forma a nao ser possivel atribuir um valor plausivel
para a intensidade maxima de emissao. Como era esperado, a fenda de 5,0 nm gera uma
fluorescéncia bem fraca que, eventualmente, seria ainda mais comprometida pelo efeito de
matriz, pela reducdo da concentracao e pela perda de quantidade matéria decorrente do
processo de extragcdo. Por fim, o aumento da fenda para 10,0 nm resulta em uma
intensidade de sinal satisfatéria.

Conclui-se que a modificacdo da abertura da fenda foi um parédmetro fundamental
para que a posterior detecgao do analito na concentracao alvo seja facilitada.

Conclui-se que o efeito quenching da acetona nao foi suficientemente expressivo de
forma a impossibilitar a analise; Logo, pode-se deduzir que a quantidade de acetona
remanscente apds a evaporacao do extrato é desprezivel. Deve-se levar em consideracao
que embora, a concentracdo do analito neste experimento seja superior ao teste anterior, a

condi¢ao C3 é estabelecida como a mais favoravel.
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4.7 Avaliacao da extracao liquido-liquido sob baixa
temperatura pelos parametros otimizados

Neste experimento observou-se o perfil do espectro de fluorescéncia do analito em
um valor de concentracdo proximo do limite estabelecido pela legislacdo para verificar a

necessidade de aprimorar a qualidade do sinal analitico.
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Figura 15. Espectros de emisséo do B(a)P (10 pg L) nos extratos ressuspendidos por acetonitrila e

DMSO, respectivamente

Observa-se pelos espectros obtidos (e em concordancia com o resultado do teste
anterior) que para ambos os solventes utilizados, a matriz produz bastante interferéncia pela
emissdo na regido proxima ao Aem do analito. Embora seja possivel identifica-lo, o pico
correspondente ao B(a)P possui pouca definicdo. Além disto, pela analise do branco
respectivo, nota-se que as intensidades relativas de fluorescéncia do foram baixas.

Estes valores também podem ser atribuidos a impossibilidade de realizar a leitura da
amostra com reducao de temperatura, pois em funcao da pandemia, o nao funcionamento
do ar condicionado da sala acarretou instabiidade no controle térmico do
espectrofluorimetro.

Como a analise esta sendo realizada com o volume minimo de amostra necessaria,
nao é possivel buscar um aumento da intensidade da fluorescéncia por pré concentracao ao
diminuir o volume de ressuspensao. Portanto, € essencial tornar a detec¢gdo mais seletiva e
sensitiva. Para que se possa detectar o analito na concentrag&o alvo.

Conclui-se que deve se aplicar o modo sincronizado da fluorescéncia para favorecer
a deteccgao do B(a)P.

Pelos resultados obtidos, o DMSO foi selecionado definitivamente como o solvente
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de analise do B(a)P neste método

4.8 Avaliacao da viabilidade da fluorescéncia sincronizada

Neste experimento observou-se o perfil do espectro de fluorescéncia sincronizada do
analito e o comparou com a fluorescéncia convencional. A fluorescéncia sincronizada é
estabelecida pela varredura simultdnea dos monocromadores de excitacdo e emissdo. A
técnica utilizada €& a fluorescéncia sincronizada a energia constante (FSEC), na qual
mantem-se fixa uma variagdo do nimero de onda (cm™") ajustada entre os monocromadores
durante toda a varredura. Desta forma, obtém-se um espectro que evidencia transicoes
eletrbnicas geradas particularmente por este valor de Av, tornando a fluorescéncia ainda
mais seletiva. E conveniente que o Av selecionado corresponda ao deslocamento Stokes

(Figura 16) do fluoréforo, ou seja, a diferengca numérica entre os comprimentos de onda

maximos de emissao e excitacao.
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Figura 16. Deslocamento Stokes para a fluorescéncia

Desta forma, registra-se um espectro que contém apenas as substancias cujas
variacoes de energia entre a absorcao e a emissao que resultem em fluorescéncia. No caso
da FSEC, converte-se os comprimentos de onda em numeros de onda (diretamente
proporcionais a energia).®®

Embora o Aem maximo de excitagao do B(a)P seja 295 nm, este comprimento de onda
nao é adequado para ser utilizada na FSEC da matriz estudada, pois com a variacao de
energia associada, registra-se a fluorescéncia de interferentes presentes. O espectro de
excitacdo do B(a)P indica um pico de maximo local em 388 nm que é um comprimento
adequado para a analise, pois o Av correspondente registra a fluorescéncia do B(a)P de
forma mais destoante em relagdo aos demais compostos, favorecendo a deteccdo do
analito. Convertendo-se os valores de Aem = 408 Nnm € Aexc = 388 nm para numero de onda,
encontra-se o valor de Av = 1230 cm™. A Figura 17 indica o espectro obtido nesta condigao.
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Figura 17. Espectro de fluorescéncia sincronizada do B(a)P (10 pg L™?) no extrato ressuspendido em
DMSO

A FSEC fornece o espectro de excitacdo, observa-se um pico altamente definido no
comprimento de onda de 388 nm referente ao B(a)P. Comparando este resultado em relacao
ao experimento anterior, constata-se que a fluorescéncia sincronizada € um artificio de
grande importancia para a deteccao eficiente do analito nas concentracdes inferiores as
avaliadas até entdo. Desta forma, o aumento da seletividade é notado pela diminuicdo
expressiva da interferéncia da matriz. Embora a leitura tenha sido realizada com ambas as
aberturas de fendas em 5,0 nm. Nao é esperado que ao retornar a fenda de excitagao a 10,0
nm, a deteccao seja comprometida. Por fim, a intensidade do analito € comprovada pelo
branco da amostra que nao apresenta sinais significativos no Aexc, assegurando o efeito da
FSEC na sensitividade da anélise.

Conclui-se que o modo sincronizado favorece a deteccao do B(a)P na matriz pelo
aprimoramento da seletividade e sensitividade do sinal analitico.

Considerando o resultado obtido, deve-se avaliar a eficiéncia da extracdo na

concentracao alvo.
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4.9 Avaliacdo da extracdo na concentracao alvo de
benzo(a)pireno

Neste experimento foi possivel realizar a extracdo do analito na concentracdo alvo. A

Figura 18 compara os espectros obtidos com a amostra fortificada pelo analito antes e apos

a extragao.
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Figura 18. Espectro de fluorescéncia sincronizada do B(a)P (2,0 ug L) em duas condicdes distintas

Como pode se observar nos espectros obtidos, a sobreposicao representa o grau de
extracdo de analito por meio da extracao, pois considera-se que as amostras fortificadas no
final do procedimento experimental ndao possuem perda de quantidade de matéria (100%).
Desta forma, calcula-se a eficiéncia da extracdo pela razdo entre a intensidade do sinal
analitico na amostra inicialmente fortificada e a intensidade do analito quando inserido no
extrato ressuspendido. Destas intensidades foi subtraido o sinal do branco da matriz:

Recuperagao média = (39,63 £ 0,55) %

Este valor é suficientemente alto para identificar a presenca de B(a)P na

concentragido de 2 pg L' em uma amostra de azeite de oliva.
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E importante reiterar que este resultado foi obtido em temperatura ambiente. Sendo
possivel obter intensidades maiores nesta condi¢do pela reducao da temperatura da analise.
Além disto, como esperado, o aumento da abertura da fenda de excitagdo para 10,0 nm

produz um aumento da linha de base, o que nédo reduz a definigdo do pico.

4.10 Estimativa de figuras de merito de validacéo

4.10.1 Linearidade

Os dados do ensaio de linearidade passaram pelo teste de residuos de Jacknifee os
possiveis outliers foram removidos. Através dos testes de Ryan-Joiner, Brown-Forsythe e
Durbin-Watson, foi verificado que os residuos seguiram uma distribuicdo normal,
apresentaram-se homocedasticos, e ausentes de autocorrelagdo, respectivamente. A curva
analitica mostrou-se linear na faixa estudada de 0,8 a 3,8 pug L™, cuja equacéo e coeficiente

de determinacao correspondentes estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Equacao da reta e coeficiente de determinagao para a curva extraida de B(a)P. (n = 3)

Analito Equacédo da reta r2

Benzo(a)pireno 65,782 x + 46,656 0,9943

4.10.2 Limites de deteccdao e quantificacao

Os sinais obtidos para as amostras branco foram transformados em concentracéo
através da curva analitica e os limites de deteccao e quantificagcdo foram calculados. Seus

valores estao dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Limites de detecgdo e quantificacdo de B(a)P para o método. (n = 10).

Analito LD (ug L LQ (Mg L™)

Benzo(a)pireno 0,008 0,8

O valor de LQ encontrado de 0,027 pg L™ esta fora da faixa linear estudada, entdo
representa-se esta figura de mérito como o menor valor da curva analitica. O LD teérico é
menor em relacdo a outro trabalho que realiza a deteccédo direta de B(a)P no extrato de
azeite de oliva. Liu, Y e colaboradores encontraram LD de 0,16 pg L't em uma faixa linear de
10 - 400 pg kg™.
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4.10.3 Precisao inter e intra dias

A precisdo do método foi apresentada através do calculo do coeficiente devariacdo
(CV) de uma sextuplicata de extracdo em trés niveis de fortificacdo ao longo da curva
analitica. Para estimar a precisado interdias 0 mesmo procedimento de extragao foi repetido

no dia consecutivo. Os valores obtidos estao resumidos na Tabela 10.

Tabela 10. Valores de precisao intra e interdias para a determinagcdo de B(a)P em trés niveis de

concentracgédo (n = 6).

Preciséo (%)
Analito 0,8pg L 2,0 pg L! 3,2 yg L
intradia interdias intradia interdias intradia interdias

Benzo(a)pireno 11,5 12,5 6,5 9,1 4.4 5,9

Para o guia de validacao utilizado é estipulado que o CV deve ser menor que 15%, o

gue torna os resultados obtidos aceitaveis.

4.10.4 Exatidao

A exatidao do método foi apresentada através do erro padréo relativo (Er) de uma
sextuplicata de extracdo em trés niveis de fortificacdo ao longo da curva analitica. Os valores
obtidos estdo resumidos na Tabela 11.

Tabela 11. Valores de exatidao para a determinagao de B(a)P em trés niveis de concentragao (n = 6).

Exatiddo (%)
Analito 0,8 ug L 2,0 pg L™ 3,2 pg L

Benzo(a)pireno 11,2 1,6 2,6

Para o guia de validacéao utilizado ¢ estipulado que o modulo do erro relativo deve ser

menor que 15%, o que torna os resultados obtidos aceitaveis.
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5 CONCLUSAO

Um meétodo de extracdo liquido-liquido proposto a partir da I1ISO 15753:2016 foi
desenvolvido com a incorporacao do clean up sob baixa temperatura e subsequente analise
direta por fluorescéncia sincronizada a energia constante. Esta combinagcédo é adequada a
determinacéo de benzo(a)pireno em azeite de oliva.

Por meio do desenvolvimento do método verificou-se que os parametros avaliados
que mais influenciaram a anélise foram o solvente de deteccao, a largura das fendas dos
monocromadores € 0 modo sincronizado da fluorescéncia. Os resultados obtidos foram
condizentes com estes parametros bem estabelecidos na literatura sobre
espectrofluorimetria.

Apos a estimativa das figuras de mérito de validagao, constatou-se que o método é
exato, linear, preciso e com limites de quantificacdo e deteccéo aceitaveis. E como tal, ele
pode ser empregado como técnica de preparo de amostras e analise por fluorescéncia. Pela
simplicidade de execucdao € uma alternativa apropriada para analises recorrentes que
demandam alta frequéncia anlitica.

A fluorescéncia € uma técnica compativel para analise de matrizes alimentares
demonstrando alta sensitividade e capacidade de discriminar o analito diante das
interferéncias da matriz. E possivel que esta técnica possa identificar e quantificar outros
HPAs presentes na matriz sem a necessidade de separacao cromatografica. Por meio de um
aprimoramento mais minuncioso de outras variaveis do preparo de amostras e da analise

instrumental, existe um potencial de que este método torne-se ainda mais eficiente.
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