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RESUMO

Neste estudo foi proposto o uso de fibras de polidimetilsiloxano (PDMS) para
microextragcdo em fase sélida (SPME) para a extragdo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) em saliva humana com detecgédo por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os HPAs estudados foram
o acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno para o desenvolvimento
de uma metodologia para quantificagcdo dos mesmos. Para analise dos parametros
que influenciam a extracao, foi feito um estudo univariado da diluigdo de saliva com
agua ultrapura de 2 a 30 vezes. Também foram avaliados simultaneamente a
influéncia da temperatura, tempo de extragao e forca ibnica da solugao, utilizando
um planejamento do composto central. As condigdes otimizadas do método foram
constituidas por diluicao de 30 vezes de saliva, tempo de extracdo de 50 min a 70° C
e nao adigao de cloreto de sddio. A metodologia desenvolvida foi avaliada por meio
de parametros analiticos de mérito obtidos pela construcdo de uma curva de
calibracdo através da fortificacdo de HPAs em saliva humana. Os limites de
deteccdo e de quantificacdo variaram de 0,3 a 152 ng L' e de 1 a 50 ng L™,
respectivamente. A precisdo do método proposto foi avaliado por meio de extragdes
em amostra de saliva humana, apresentando valores de RDS (%) menores que 31%
(n=3). A exatiddo do método foi avaliado por estudos de recuperagao relativa nos
quais obteve-se valores de 72 a 133%. O método desenvolvido foi aplicado em

saliva coletadas de doadores fumantes e ndo fumantes.

Palavras-chave: HPAs, PDMS, SPME, saliva humana, cromatografia gasosa.
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1 Introducgéao

Atualmente, em decorréncia de agdes antropogénicas, houve um aumento no
nivel de poluentes organicos presentes no meio ambiente. Dentre esses poluentes,
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s&o considerados poluentes
ambientais prioritarios devido ao risco que oferecem a saude humana e aos
ecossistemas'. Varios componentes desse grupo e seus derivados sao capazes de
reagir diretamente com o DNA ou, apés sofrerem transformagdes metabdlicas,
tornando-se potenciais carcinogénicos e eficientes mutagénicos e teratogénicos?.

Além disso, os HPAs sao considerados desreguladores enddécrinos, podendo
danificar diretamente um érgéao endécrino ou sua fungao, interagir com um receptor
de horménios ou alterar seus metabolismos®*. Esses compostos sdo gerados
através da combustdo incompleta da matéria organica, havendo trés principais
fontes de exposicdo para seres humanos: ingestdo de alimentos ou agua
contaminada; por inalagdo ou por contato dérmico®.

Diante disso, existe um interesse no desenvolvimento de metodologias para
a detecgdo e quantificagdo desses compostos em amostras biolégicas. O
biomonitoramento humano da exposi¢ao a maior classe de carcinogénicos quimicos,
os HPAs, pode servir como um forte indicador da deteccao precoce a predisposicao
ao cancer®. Esses compostos s&o encontrados em baixa concentracdo em matrizes
biolégicas e ambientais, sendo necessario uma etapa para pré concentrar esses
analitos antes de analises instrumentais. Com a intencao de utilizar uma técnica de
preparo de amostra para enriquecer os HPAs para analise que seja menos
prejudicial ao meio ambiente, a Microextragdo em Fase Sdlida (SPME, do inglés
Solid-Phase Microextraction) se torna uma técnica de interesse devido a utilizagao
de pouco ou nenhum solvente organico, reduzindo os residuos gerados pela analise.
Com esse objetivo, este estudo propde o uso da fibra comercial de PDMS para
analises por SPME para determinar os niveis dos HPAs em amostras de saliva
humana, com intuito de verificar quantidade de exposicdo desses compostos em

grupos de pessoas fumantes e ndo fumantes.
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2 Revisao da literatura

2.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os HPAs compdem uma familia de compostos caracterizada por possuirem
dois ou mais anéis aromaticos condensados, constituidos exclusivamente por
atomos de carbono e hidrogénio”®. A principal forma de emissdo dessas substancias
€ por meio da combustdo incompleta da matéria organica, podendo ter origem
natural, através da erupcao vulcanica e das queimadas espontaneas, ou pela acao
humana através do derramamento de petréleo, queima de combustiveis, produgao e
aplicacao industrial de pesticidas, liquidos refrigerantes, producao e processamento
de plasticos, corantes e pigmentos, entre outros®.

Ha trés principais meios de exposicao dessas substancias para os seres
humanos: ingestdo de alimentos ou agua contaminada; inalagdo ou por contato
dérmico’®. Com isso, tudo em que ha combustdo incompleta da matéria organica e
possa ser consumido, inalado ou ter algum tipo de contato dérmico, pode ser
transferido ao corpo humano, sendo encontrados quando analisados em amostras
bioldgicas como demonstram estudos realizados por Gruber et al. 2017"", Singh et
al. 2008'?, Beach et al, 2000", Santos et al., 2018, entre outros. A Comissao
Europeia estabeleceu niveis maximos para os HPAs em varias matrizes, como por
exemplo, em produtos alimentares, no qual os niveis maximos permitidos estdo na
faixa de pg kg™ "°.

Estudos epidemiolégicos e em animais mostraram uma forte acgao
cancerigena e mutagénica de muitos HPAs. Além disso, os produtos gerados da
metabolizacdo de HPAs como produtos da fotooxidagdo ou produtos de sua mistura
com outros poluentes atmosféricos sdo mais toxicos do que sua molécula de

partida16,17,18

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (em inglés, U.S.
Environmental Protection Agency — EPA) lista 16 HPAs como poluentes prioritarios
por serem considerados carcinogénicos e mutagénicos'®, como é demostrado na
Tabela 1, além da classificacdo desses compostos pela IARC e a sua capacidade de

produzir efeitos toxicos e genotdxicos, sobre o material genético (genotoxicidade).
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Tabela 1. 16 HPAs considerados prioritarios pela Agéncia de Protecéo

Ambiental Americana (EPA)'® e sua classificacdo segundo a Agéncia Internacional
para Pesquisa do Cancer (IARC)'®. Fonte: Adaptado 2018 de Singh et al., 2015%.

Composto EPA Genotoxicidade IARC
Acenafteno Prioritario Questionavel N&o avaliado
Acenaftileno Prioritario Questionavel N&o avaliado
Antraceno Prioritario Negativo 3
Benzo(a)antraceno Prioritario Positivo 2B
Benzo(b)flouranteno Prioritario Positivo 2B
Benzo(k)flouranteno Prioritario Positivo 2B
Benzo(g,h,i)perileno Prioritario Positivo 3
Benzo(a)pireno Prioritario Positivo 1
Criseno Prioritario Positivo 2B
Dibenzo(a,h)antraceno Prioritario Positivo 2A
Fenantreno Prioritario Questionavel 3
Fluoranteno Prioritario Positivo
Fluoreno Prioritario Negativo 3
Indeno(1,2,3-cd)pireno Prioritario Positivo 2B
Naftaleno Prioritario Positivo 2B
Pireno Prioritario Questionavel 3

1- Carcinogénico, 2A = Possivel Carcinogénico para humanos — limitada evidéncia
em humanos e suficiente em animais (IARC); 2B = Possivel carcinogénico para
humanos - limitada evidéncia em humanos e insuficiente em animais (IARC); 3 =
Nao é classificado como carcinogénico para humanos (IARC).

Dentre esses 16 HPAs, o acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e
benzo(a)pireno foram estudados em saliva humana, neste trabalho, por ser uma
amostra bioldgica, para o desenvolvimento de uma metodologia para quantificacéo
dos mesmos. A Figura 1 apresenta a estrutura desses compostos estudados

enquanto suas propriedades estao descritos na Tabela 2.
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Figura 1. Estrutura dos HPAs usados como analitos no presente estudo.

Fonte: Autoria propria (2018).

SO0

Acenaftileno Fenantreno
Antraceno Pireno Benzo(a)antraceno

Benzo(k)fluoranteno
Criseno Benzo(b)fluoranteno

5

Benzo(a)pireno
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos HPAs estudados neste trabalho.
Fonte: Autoria propria (2018). Dados obtidos de PUBCHEM?".

Analitos Formula Massa Mc1>lar Ponto de Log Kou
Molecular (g mol™) Ebulicdo (°C)

Acenaftileno C12Hs 152,19 265-275 3,93
Fluoreno CizH1o 166,22 294 4,18
Fenantreno CiaH1o 178,23 340 4,5
Antraceno C1aH1o 178,23 342 4,45
Pireno CieH1o 202,25 404 4,88
Benzo(a)antraceno CigH12 228,29 437,6 5,76
Criseno CigH1z 228,29 448,0 5,73
Benzo(b)fluoranteno CaoH12 252,32 481,0 5,78
Benzo(k)fluoranteno CaoH12 252,32 480,0 6,11
Benzo(a)pireno CaoH12 252,32 310-312 6,13

2.2 Amostras Bioldgicas

Amostras bioldgicas sdo matrizes complexas com diversos constituintes,
dentre estes marcadores biolégicos como HPAs e interferentes presentes,
necessitando de uma etapa de preparo de amostra, para assim, limpar a amostra
deixando o analito livre para analise e também evitar danificar o instrumento utilizado
para a analise. Na literatura, varios estudos envolvendo diversas matrizes biolégicas
e diversos analitos ja foram reportados, desde a analise de drogas de abuso no
suor®?, cabelo?, saliva® e seus metabdlitos em urina® & analise multi-residuo em

filetes de salm&o e em tecidos moles dos mexilhdes azuis?®.

2.2.1 Saliva
A saliva € um fluido bioldgico clinicamente informativo, util para novas
abordagens de progndstico, diagndstico laboratorial ou clinico, e monitoramento e
tratamento de pacientes com doencas tanto orais quanto sistémicas?’. Ela pode ser

facilmente coletada e armazenada fornecendo uma alternativa barata e ndo invasiva
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aos testes de sangue ou urina®®. E ideal para a detecgdo precoce de doencas, pois
contém marcadores bioldgicos soluveis especificos (biomarcadores)?’.

A saliva é um fluido muito diluido, composto por mais de 99% de agua,
composta por uma variedade de eletrdlitos (calcio, magnésio, sodio, potassio,
cloreto, bicarbonato, fosfato) e varias proteinas, representadas por enzimas,
imunoglobulinas e outros fatores antimicrobianos, glicoproteinas da mucosa, tragos
de albumina e alguns polipeptideos e oligopeptideos. Também contém glicose e
alguns produtos metabdlicos nitrogenados, como ureia e amodnia®®. Esses
componentes interagem e sao responsaveis pelas varias fungdes atribuidas a saliva,
e podem ser organizadas em 5 categorias principais que servem para manter a
saude bucal e criar um equilibrio ecolégico apropriado: (1) lubrificacdo e protecao,
(2) acédo e depuragao tamponantes, (3) manutencdo da integridade dentaria, (4)

atividade antibacteriana e (5) sabor e digestao™.

2.3 Preparo de Amostras

Devido a complexidade das amostras biologicas, o preparo de amostras é
uma parte fundamental para analises quimicas e biolégicas e pode ser considerada
uma etapa importante em um procedimento analitico®'. O principal objetivo de um
preparo de amostra € a remocido de possiveis interferentes presentes na matriz,
concentracdo dos analitos e, se necessario, adequagao dos analitos para detecgao
e/ ou separacdo instrumental®’. Essa etapa é dependente da interagdo analito-
matriz, exigindo otimizagdo adequada dos parametros que influenciam nessa
interagdo para aumentar a eficiéncia de extragdo do método aplicado®.

Apesar do avango nas técnicas de separagao e quantificagao, ainda se utiliza
métodos tradicionais de preparo de amostra, tais como extragao liquido-liquido (LLE)
e extracdo em fase sdlida (SPE, em inglés Solid-Phase Extraction)**. Apesar de
terem alta eficiéncia de extragdo, possuem algumas desvantagens por serem
métodos laboriosos, que precisam de longos tempos de extragdo, utilizam alta
quantidade de solventes toxicos e possuem multiplas etapas que aumentam a
chance de perda de analito®'**.

Atualmente, estudos estdo sendo desenvolvidos para melhoria dessa
importante etapa em um procedimento analitico. Nesse sentido, se busca a

simplificagdo, miniaturizagdo e automacgado desse processo, englobando o uso de
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solventes menos toxicos e procedimentos ecologicamente corretos além da reducéo

do tempo a fim de manter boas eficiéncias de extracdo>°.

2.3.1 Microextragao em fase sélida

A microextragcdo em fase solida (SPME), proposta em 1990 por Pawlisyn e
colaboradores®, ¢ uma técnica de preparo de amostras livre de solventes. A SPME
apresenta vantagens sobre a SPE, como a eliminacdo de solventes organicos
extratores e ainda melhora algumas limitagbes da técnica, como a reducédo da
variacao entre os resultados gerados devido a diferenga dos fabricantes ou dos lotes
de cartuchos de SPE, o tempo de extragao pode ser reduzido para alguns minutos®’.

A SPME é uma técnica nao exaustiva, portanto, seu principio operacional
baseia-se no equilibrio de particdo dos analitos entre a matriz da amostra e a fase
extratora®*®. Para que a extragdo ocorra, o analito tem que se deslocar da matriz e
penetrar o recobrimento da fibra, vencendo a resisténcia contra a transferéncia de
massa até o equilibrio®. Essa técnica combina amostragem, isolamento e
enriqguecimento em uma Uunica etapa, minimizando possiveis erros e perdas dos
analitos quando comparados aos processos com varias etapas*®*'.

Para a aplicacdo da SPME é utilizado um mostrador manual denominado
Holder, como demostrado na Figura 2, com o objetivo de auxiliar a exposi¢cao e
retracdo da fibra, tendo em vista a fragilidade da mesma. As fibras, com sua
respectiva fase extratora - que pode ser um polimero ou um solido sorvente e é
escolhida conforme os analitos que se deseja analisar (Tabela 3) - € inserida nesse
amostrador. Com o auxilio do émbolo na extremidade superior do Holder, a fibra
pode ser facilmente exposta (Figura 2C) da mesma maneira em que pode ser

retraida, no qual a fibra fica protegida dentro da agulha (Figura 2B)*°.
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Figura 2. Dispositivo SPME constituido por um Holder (A) e uma fibra (B)

formando (C), quando a fibra esta acoplada ao Holder. Fonte: Autoria propria (2018).

A B €
1] Embolo
S
f) Medidor de
2| profundidade
ajustavel

3 Agulha

[4] Fibra revestida

Tabela 3. Algumas fibras de SPME disponiveis comercialmente. Fonte:
Adaptado 2018 de Valente et al., 1999%.

Diametro da
Tipo Composigao Quimica _ AT (°C) Aplicagao sugerida
fibra (um)
Basicamente com compostos
Nao Polares  Polidimetildiloxano (PDMS) 100 200-270 apolares. E possivel usar com
polares
220 - Medianamente a altamente
Poliacrilato (PA) 85 o
310 polares, como pesticidas
Polares organofosforados, fenais.
Carbowax/divenilbenzeno
65 200-260 Cetonas, alcoois. Volateis de
(CW-DVB) L 4 .
meédia a alta polaridade.
Volateis a nao volateis de
PDMS-DVB 65 200-270
Bi-Polares baixa a alta polaridade.
Carboxen-PDMS 7% - Volateis

A extracdo pode ser realizada de trés maneiras, na primeira a fibra é

exposta diretamente na amostra por imersao direta (DI-SPME), no headspace da
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amostra (espago vazio acima da amostra — HS-SPME) ou por protecdo de
membrana (MP-SPME)*. A Figura 3 ilustra a diferenca entre elas. Na DI-SPME, os
analitos sédo transportados diretamente da matriz a fase extratora. A agitagcdo do
sistema pode auxiliar na velocidade da extracdo transportando o analito para a
vizinhanga da fibra. No modo headspace, os analitos precisam vencer a barreira do
ar até chegar ao revestimento, sendo recomendados para analitos volateis. Esse
modo protege a fase extratora de ser danificada por interferentes presentes na
matriz, permitindo a modificagdo da matriz para acelerar a extragdo, como mudanca
no pH sem danificar a fibra. E por ultimo, na MP-SPME a fibra de SPME é revestida
por uma membrana, formando uma barreira seletiva entre a fibra extratora e a matriz
da amostra. A membrana protege desse modo a fibra contra possiveis interferentes
da amostra, aumentando sua vida util e a seletividade do método. Esse modo de

extracdo é recomendado quando a amostra apresenta matriz muito complexa**.

Figura 3. Modos de extracdo da SPME: A DI-SPME, B HS-SPME e C MP-
SPME. Fonte: Adaptado 2018 de Pawliszyn®*.

Espaco vazio da
amostra (headspace) Fibra Membrana

\ '\:/4“\:" /

7 ~
L \J L / N\

/ % . TV Jam——

Revestimento Amostra Revestimento Amostra

A B C

Outra vantagem dessa técnica, € a possibilidade da introducéo direta em
equipamentos analiticos na etapa de dessorcao dos analitos, como é demostrado na

Figura 4.
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Figura 4. Dessor¢ao da fibra enriquecida com os analitos no injetor do GC.
Fonte: Adaptado 2018 de Schmidt et al., 2015*.

Entrada do injetor do GC

Fibra retraida o'
enriquecida com os
analitos
= Coluna do GC
. —

Coluna do GC

A introdugao direta no equipamento analitico s6 é possivel devido a
auséncia do uso de solventes extratores. Isso s6 ocorre devido a natureza nao-
volatil da fase extratora, permitindo a introdugao apenas dos analitos no instrumento,
permitindo a reutilizacdo da fibra extratora e minimizando as etapas em que
possibilitam a perda dos analitos™*.
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3 Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e aplicar uma metodologia que empregue fibras de PDMS como
fase extratora para SPME com objetivo de detectar e quantificar HPAs em saliva

humana em diferentes grupos de pessoas.
3.2. Objetivos especificos

* Otimizar as variaveis que influenciam na extragdo, tais como diluicdo da
saliva, influéncia da forga ibnica, temperatura e tempo de extracao;

* Construir uma curva de calibragdo na matriz e determinar os parametros
analiticos de mérito, tais como faixa linear de trabalho, coeficiente de
correlacgao (r), limite de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ);

» Verificar a precisdo do método através de desvio padrao relativo (RSD%) de
ensaios de precisao intradia e interdia,

* Avaliar a exatiddo do método através de recuperacao relativa (RR%) dos
analitos;

* Aplicar o método desenvolvido em amostras de saliva humana de fumantes e

nao fumantes.
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4 Material e métodos

4.1. Materiais e Reagentes

Para desenvolver a metodologia proposta foi utilizado uma solugdo padrao
contendo um mix de 13 HPAs (Acenaftileno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno,
Pireno, Benzo(a)antraceno, Criseno, Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno,
Benzo(a)pireno, Dibenzo(a,h)antraceno, Benzo(g,h,i)pirileno, Indeno(1,2,3-cd)pireno)
contendo 500 pg mL™ de cada analito em acetona obtidos da Supelco (Bellefonte,
PA, EUA). Diclorometano e metanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) foram
utilizados para preparo da solucéo estoque. As extracdes foram realizadas em fibras
de SPME de silica fundida recobertas com polidimetilsiloxano de 100 um de
espessura (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Para os ensaios de otimizagao foi
utilizada saliva artificial de farmacia de manipulacdo (Maison de la Santé,
Floriandpolis, SC, Brasil). As diluicdes foram realizadas em agua ultrapura obtidas
pelo sistema de purificagdo Mega Purity System (Billerica, USA). Para avaliar a
influéncia da adicao de sal foi utilizado cloreto de sédio (Vetec, Rio de Janeiro,

Brasil).

4.2 Instrumentacgao

As otimizagbes foram realizadas em um cromatografo gasoso Agilent 7820A
com detector por ionizagdo em chama (FID) equipado com injetor split/splitless. A
separacao cromatografica foi realizada em uma coluna capilar Zebron™ ZB-5MS (30
m x 0,25 mm x 0,25 ym, Torrence, CA, EUA) contendo 5% fenil-arileno e 95%
dimetilpolisiloxano. O gas de arraste empregado foi o nitrogénio em um fluxo
constante de 1 mL min™. A temperatura inicial do forno foi de 80°C (por 1 min),
seguido por um aumento de 6°C min™' até atingir a temperatura de 300°C, no qual
permaneceu por 4 min, completando 41 min de corrida. A injegéo foi feita em modo
splitless, com temperatura do injetor de 260°C e a dessor¢cao da SPME por 12 min.
Para validacédo e aplicagdo da metodologia proposta foi utilizado um cromatégrafo
gasoso GCMS QP2010 Plus com injetor split/splitless e detecgao por espectrometria
de massas (Shimadzu, Japao). Para a separagao cromatografica foi empregada uma
coluna capilar ZB-5MS com dimensdes 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym (Zebron, Estados
Unidos da América). O método cromatografico utilizado foi baseado em Dias et al.

2013*%. O gas hélio foi empregado como gas de arraste com um fluxo de 1,78 mL
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min™'. A temperatura inicial do forno foi de 60°C, por 1min, seguido por um aumento
de 8°C min™ até atingir a temperatura de 300°C, no qual permaneceu por 7 min,
totalizando uma corrida de 38 min. Foi utilizado detector MS com ionizagcdo por
impacto de elétrons a 70 eV com temperatura na fonte de ionizagdo de 230°C e na
interface de 280°C. Os HPAs foram analisados pelo modo SIM (monitoramento de
ion selecionado, do inglés, Selected ion Monitoring), no qual foram selecionadas trés
razdes massa/carga (m/z) de cada analito analisado como mostrado na Tabela 4. As
razdes m/z em negrito sdo referentes as utilizadas para a determinagédo quantitativa

dos analitos.

Tabela 4. Razdes m/z utilizadas para a determinacdo dos HPAs por GC-MS
(valores em negrito usados para a determinagao quantitativa dos analitos). Fonte:

Autoria prépria (2018).

Analitos Razao m/z

Acenaftileno 152, 153, 151

Fluoreno 166, 165, 167
Fenantreno 178, 176, 179
Antraceno 178, 179, 176

Pireno 202, 203, 200

Benzo(a)antraceno 228, 226, 229

Criseno 228, 226, 229
Benzo(b)fluoranteno 252, 253, 250
Benzo(k)fluoranteno 252, 253, 250

Benzo(a)pireno 252, 253, 250
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4.3 Preparo das solugoes

A partir do padréao de 500 mg L™ contendo o mix de HPAs adquirido pela
Supelco, foi preparada uma solucido estoque em diclorometano na concentracido de
100 mg L™". Com o suporte da solucdo estoque, foram preparadas, em metanol,
solugdes diluidas para a execugao dos experimentos, nas seguintes concentragdes:

10mg L™, 50 uygL" e 2 pg L™, contendo 10 mL de cada solucéo diluida.

4.4 Otimizacao das condi¢oes que influenciam a eficiéncia de extragao
4.4.1 Otimizacgao univariada da diluicao da saliva

Para esse estudo, foi avaliado o efeito da diluicdo da saliva de 2 a 30 vezes de
modo univariado, em triplicata, totalizando 12 experimentos. Dessa forma, com
excecao do fator de diluicdo, todos os outros parametros foram mantidos constantes.
Primeiramente, a fibra de PDMS foi condicionada termicamente por 1h a 260°C no
injetor do cromatégrafo. Em seguida, o volume de saliva artificial necessario para
cada diluigao foi fortificado com 150 pg L™ dos HPAs e um tempo de pré-equilibrio
de 10 min foi adotado em todos os experimentos. Passado esse tempo, terminou-se
o preparo da solugao de extracao, totalizando 10 mL de solugcdo a 5% de NaCl. As
extragdes foram realizadas em modo DI-SPME por 30 min a 60°C e em agitagao
magnética constante de 1000 rpm. Os parametros que permaneceram constantes
durando as extragdes foram baseados Coelho et al. 2008*. A dessorcéo térmica a
260°C foi realizada diretamente no injetor do cromatografo por 12 min.

4.4.2 Otimizagcao multivariada da adigao de sal, temperatura e
tempo de extracao

Foi feito um planejamento com composto central com auxilio do software
Statistica™ (Statsoft, EUA), considerando que foi variado 3 parametros
simultaneamente em saliva artificial, foi possivel gerar dados estatisticos como o
descrito na Tabela 5. Os paramertros utilizados para a otimizacdo multivariada foi a
adicao de sal (0—20% de NaCl, m/v), temperatura (20-80 °C) e tempo de extracao
(20-60 min). Ao total foram realizados 17 experimentos, segundo a equagéao 1,
incluindo uma ftriplicata do ponto central. Com os valores obtidos pela Tabela 5 foi
possivel fazer um tratamento matematico com a Equacdo 2 para obter entdo a

Tabela 6 no qual foi utilizado para guiar os experimentos. O tratamento matematico
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foi realizado para cada parametro avaliado. O preparo das solugdes de extracao se
deu conforme descrito no item 4.4.1 utilizando a condicido 6tima de diluicdo da saliva

que foi de 30 vezes.

Tabela 5. Dados estatisticos gerados pelo Statistica™. Fonte: Autoria propria
(2018).

Corrida Temperatura (°C) Tempo (min) Cloreto (% m/v)

1 -1 -1 1
2 -1 1 1
3 1 -1 1
4 1 1 -1
5(C) 0 0 0
6 -1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 -1 -1
9 1 1 1
10 (C) 0 0 0
11 -1,67332 0 0
12 1,67332 0 0
13 0 -1,67332 0
14 0 1,67332 0
15 0 0 -1,67332
16 0 0 1,67332

17 (C) 0 0 0
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Equagcado 1. Equagdo para obter o numero de experimentos para analise

simultdnea dos parametros que influenciam a extragao.
n=2+2k+¢C,

No qual n representa o niumero de experimentos, k 0 numero de variaveis e

C, o numero de replicatas no ponto central.

Equagado 2. Equacao para obter o numero de experimentos para analise

simultdnea dos parametros que influenciam a extragao.

No qual x; representa o valor codificado do planejamento dado pelo programa
(Tabela 4), z; € o valor experimental do nivel (incégnita), Z é o valor médio entre os

niveis maximo e minimo do pardmetro e Az é a diferenca entre o valor maximo e

minimo.
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Tabela 6. Planejamento composto central empregado na otimizagdo da
extracdo de HPAs por DI-SPME. Fonte: Autoria propria (2018).

Corrida Temperatura (°C) Tempo (min)

Cloreto (% mlv)

1

2

10 (C)
11
12
13
14
15
16

17 (C)

32

32

68

68

50

32

32

68

68

50

20

80

50

50

50

50

50

28

52

28

52

40

28

52

28

52

40

40

40

20

60

40

40

40

5

17

17

5

10

17

17

10

10

10

10

10

20

10

4.5 Parametros analiticos de mérito

A partir dos parametros otimizados foi realizada uma curva de calibragao por adi¢cao

de analito em seis niveis de fortificagdo (n = 3). As amostras de saliva foram
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coletadas diretamente num frasco de vidro (aproximadamente 10 mL) a partir de
uma voluntaria ndo fumante (amostra A). O preparo das solugdes seguiu o protocolo
item 4.4.1. Os limites de detecgao (LOD) foram calculados através da relagao sinal
ruido do equipamento e os limites de quantificagao foram calculados como 3,3 vezes
o valor do LOD obtido.

4.6 Exatidao e precisdao do método

A precisdo e exatiddo do método foram avaliados através da fortificagao dos
analitos em amostras de saliva humana da amostra A em diferentes concentracoes
(1, 50, 250 e 1000 ng L™). A precisdo foi calculada através do desvio padrio relativo
(RSD), considerando valores aceitaveis aqueles inferiores a 45%, conforme
recomenda a literatura**. A precisdo em termos de repetitividade foi avaliada
utilizando trés determinagdes para cada nivel fortificado no mesmo dia e a precisao
intermediaria através de trés determinacdes em trés dias diferentes. A exatidao do
método foi verificada através de ensaios de recuperagao relativa dos analitos,

considerando valores aceitaveis aqueles entre 40 e 120%**.

4.7 Aplicagdao em amostras reais

O método desenvolvido e validado foi aplicado em diversas amostras de
saliva (no modo de detec¢cao SIM), as quais foram separadas em dois grupos,
conforme indicado na Tabela 7. Todas as amostras utilizadas nesse estudo foram
doadas voluntariamente por alguns participantes do grupo de pesquisa em que esse

projeto foi desenvolvido.
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Tabela 7. Amostras analisadas de doadores em anonimato separados em

fumantes e ndo fumantes. Fonte: Autoria propria (2018).

Amostra A AmostraB AmostraC AmostraD AmostraE Amostra F

21 anos 52 anos 54 anos 27 anos 29 anos 26 anos

Fumantes X X

Nao Fumantes X X X X

4.8 Seguran¢a no trabalho

Algumas das medidas adotadas para minimizar os acidentes de trabalho
foram as seguintes: uso de equipamento de protecao individual (EPI), dentre esses
calga comprida, sapato fechado, cabelo amarrado, jaleco de algodao e luvas de
nitrilo; utilizagcdo da capela para o manuseio das solugdes estoques, preparacédo das

solugdes diluidas e para as analises realizadas no cromatégrafo gasoso.

Todos os residuos gerados foram classificados como sobras de produtos
quimicos, por serem residuos aquosos de baixas concentracbes de HPAs, saliva
humana e solventes organicos. Isto ocorre devido a utilizagdo da SPME, na qual
uma das suas maiores vantagens é a utilizacdo de pouco ou até mesmo nenhum

solvente organico, utilizando a agua como solvente para as extragdes.

Os residuos foram encaminhados para serem tratados de acordo com a
gestao de residuos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob o cédigo
160506 segundo a Instrugdo Normativa n° 13/2012 do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente (IBAMA). Em seguida, a empresa Proactiva Meio Ambiente Brasil LTDA,
que atualmente pertence ao grupo Veolia, contratada pela UFSC, coleta e armazena
os residuos sob este codigo temporariamente e os encaminha a empresa Momento

Engenharia Ambiental S.A. para o entdo tratamento e destinagao final.
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5 Resultados e discussao

5.1 Ordem de elui¢ao dos analitos

O programa de temperatura adotado foi baseado segundo Dias et al. 2013*
portanto a ordem de eluigcdo foi considerada a mesma, sendo realizado apenas
injecées a 100 ug L' e 200 ug L™ para que, os picos que foram dobrados, foram
associados aos analitos, determinando os tempos de retencao (Tr) referentes para o
GC-FID, enquanto que para o GC-MS foram feitas extragdes com fortificacdoem 5 e

10 ug L, resultando na Tabela 8.

Tabela 8. Tempo de Retencado dos analitos no GC-FID e no GC-MS. Fonte:
Autoria prépria (2018).

Ordem de eluigao Analito Tr (Min) GC-FID Tr (min) GC-MS
1 Acenaftileno 13,461 13,925
2 Fluoreno 16,057 16,119
3 Fenantreno 19,632 19,101
4 Antraceno 19,825 19,266
5 Pireno 24,983 23,497
6 Benzo(a)antraceno 29,654 27,302
7 Criseno 29,779 27,405
8 Benzo(b)fluoranteno 33,629 30,442
9 Benzo(k)fluoranteno 33,629 30,521
10 Benzo(a)pireno 34,553 31,329

Percebe-se uma pequena diferenca nos tempos de retencdo dos analitos e
consequentemente no tempo da corrida dos diferentes equipamentos utilizados; isso
ocorre devido a diferenga nas rampas de temperatura dos fornos empregados e nos

fluxos do gas de arraste, como descrito no item 4.2 desse trabalho.



34

5.2 Otimizagao dos parametros que influenciam a extragao
5.2.1 Otimizagao univariada da diluigao da saliva
A partir dos resultados gerados em cada diluicdo (n=3), obteve-se um grafico
de barras, representado na Figura 5, com a area do pico normalizado para cada

analito e seus respectivos RSDs.

Figura 5. Respostas obtidas apds a otimizagao univariada da diluicdo da
saliva em 2x, 10x, 20x e em 30x por DI-SPME dos analitos de interesse. Fonte:
Autoria prépria (2018).
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Apods sua analise, foi possivel observar que quanto maior a diluicdo da saliva,
maior o sinal referente a fortificacdo dos analitos no cromatograma. Acredita-se que
isso deve ocorrer devido ao efeito de matriz que influencia a disponibilidade do

analito livre para analise. Portando definiu-se como diluicdo 6tima a de 30 vezes.

5.2.2 Otimizagao multivariada da adi¢cdo de sal, temperatura e

tempo de extracao
Para a otimizagdo do procedimento DI-SPME, foram adotadas as médias
geométricas das areas dos picos cromatograficos correspondentes aos analitos dos

17 experimentos (Tabela 6). A metodologia de superficie de resposta € usada

2%

10x
20x
30x
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quando o objetivo é otimizar simultaneamente as variaveis de procedimentos
analiticos para obter a melhor performance do sistema, é baseada em fungdes
estatisticas para ajustar uma equacdo polinomial*®. Com o auxilio do software
Statistica™ (Statsoft, EUA), disponibilizado pela Universidade Federal de Santa

Catarina (UFSC) aos alunos, foi possivel gerar as superficies de respostas
representadas na Figura 6.

Figura 6. Superficies de Respostas obtidas apds a otimizagdo multivariada

do tempo, temperatura e forga ibnica da extragcdo por DI-SPME com a fibra de
PDMS. Fonte: Autoria prépria (2018).
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Através da analise das superficies de resposta (Figura 6), observa-se que
quanto maior a temperatura e o tempo de extracido, e menor concentracdo de sal,
maior € a eficiéncia de extracdo. A alta temperatura pode ser explicada devido ao
efeito de reduzir rapidamente a constante dielétrica da agua, facilitando a liberagéo
dos analitos da matriz, aumentando assim a solubilidade dos analitos ndo polares na
agua>. Ao longo dos experimentos realizados na otimizacdo, constatou-se uma
dificuldade referente a utilizacdo do sal, tendo em vista que o sal em altas
concentragdes entope o liner do cromatégrafo gasoso, além que reduzir a frequéncia
analitica da fibra comercial. Portanto definiu-se como condi¢cbes 6timas sendo 55
min como tempo de extracdo que demostrou um bom particionamento dos analitos

na fibra, a temperatura de 70° C e 0% de NaCl (m/v).

5.3 Parametros analiticos de mérito

Os parametros analiticos de mérito (faixa linear de trabalho, r, LOD e LOQ)
foram determinados para avaliar o método desenvolvido e os resultados obtidos sao
mostrados na Tabela 9. Os coeficientes de correlagao (r) das curvas variaram de
0,9906 para o fenantreno a 0,9989 para o benzo(b)fluoranteno, no qual indica um
bom grau de associagao entre as variaveis x e y avaliadas (concentragao do analito
e area do pico, respectivamente). Para o acenaftileno, fluoreno, fenantreno,
antraceno e pireno o LOQ foi de 1 ng L™ enquanto o LOD foi de 0,3 ng L. Para o
benzo(a)antraceno, criseno,  benzo(b)fluoranteno,  benzo(k)fluoranteno e

benzo(a)pireno o LOQ foi de 50 ng L™ enquanto o LOD foi de 15,2 ng L™.
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Tabela 9. Faixa linear de trabalho, curva analitica, coeficiente de correlagao,

LODs e LOQs obtidos para extracdo de HPAs em saliva humana (Amostra A). Fonte:

Autoria prépria (2018).

Faixa linear LOD? LOQP
Analito de trabalho Curva analitica r
(ng L") (ngL”") (ngL")
Acenaftileno 1-1000 y =87,79x + 5358  0,9949 0,026 0,085
Fluoreno 1-1000 y =121,2x + 12002  0,9939 0,006 0,018
Fenantreno 1-1000 y=241,62x+ 21203 0,9906 0,005 0,017
Antraceno 1-1000 y=2305,07x+ 18900 0,9937 0,003 0,011
Pireno 1-1000 y=1203,3x +58531 0,9986 0,002 0,008
Benzo(a)antraceno 50-1000 y=955,18x-48962 0,9970 0,012 0,040
Criseno 50 - 1000 y =1242x + 42363  0,9913 0,006 0,018
Benzo(b)fluoranteno 50 -1000 y=547,57x - 14036 0,9989 0,015 0,051
Benzo(k)fluoranteno 90 -1000 y=1012,3x + 86822 0,9912 0,004 0,014
Benzo(a)pireno 50-1000 y=1533,61x+ 51359 0,9859 0,015 0,049

2 Definido como relagéo sinal ruido.

® Definido pelo 3,3 vezes o valor do LOD.

5.4 Exatidao e precisao do método

Para analisar a exatiddo e precisdo do método, foi feita a fortificacdo dos

analitos na amostra A, apds o tempo de pré-equilibrio de 10 min, foi feita a diuigao

para 10 mL de solugdo e os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 10. A

exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperagao relativa dos

analitos (RR%) realizados em triplicata (n=3). A preciséo foi calculada através do

desvio padrao relativo (RSD), sendo a precisao intradia em ensaios em ftriplicata

(n=3) realizados no mesmo dia em trés niveis de fortificagdo e a precisao interdia foi
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avaliada em apenas um nivel de fortificagdo (250 ng L") através de ensaios em
triplicata (n=3) realizados em trés dias diferentes, totalizando nove extracbes (n=9).
Tabela 10. Recuperacdo relativa e precisdo intradia e interdia para

determinacao de HPAs em saliva humana. Fonte: Autoria propria (2018).

Analito RR (%) Precisao intradia (%) Precisao
interdia (%)
LOQ 250 1000 1 250 1000 250
Acenaftileno 107 106 113 20 8 10 6
Fluoreno 110 100 124 12 1 14 4
Fenantreno 100 105 122 23 2 14 7
Antraceno 99 114 121 23 2 20 7
Pireno 95 109 105 22 3 10 20
Benzo(a)antraceno 126 111 95 16 4 15 26
Criseno 95 72 86 7 8 19 26
Benzo(b)fluoranteno 81 105 100 13 12 14 27
Benzo(k)fluoranteno 74 73 105 8 3 16 31
Benzo(a)pireno 133 120 98 4 4 23 27

A recuperagao relativa variou de 72 a 133%, excedendo o valor em que foi
baseado pela tabela A5 do apéndice F da AOAC (Associagao de Quimicos Agricolas
Oficiais, do inglés Association of Official Agricultural Chemists) que diz que os
valores aceitaveis para faixas trabalhadas em parte por bilhdo de 40-120%, porém a
faixa de unidade trabalhada é em parte por trilhdo, aumentando a tolerancia da faixa
aceita®*. Enquanto isso, a precisdo intradia obteve um RSD < 23% e a precis&o
interdia obteve um RSD < 31% (n=9), todos abaixo dos 45% permitidos pela AOAC.

5.5 Aplicagao em amostras reais

Foram realizadas analises em triplicatas de cada amostra em modo SIM de
deteccgao, para quantificar os HPAs de interesse neste estudo, como demostrado na
Figura 7. Para averiguar se os picos gerados nas anadlises sdo dos analitos de
interesse, devida a baixa concentracdo dos mesmos nas amostras analisadas, foi
feita uma comparacao por similaridade com o banco de dados de referéncia padrao

(NIST, em inglés, National Institute of Standards and Technology) em trés niveis de
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razao massa/carga descritos na Tabela 4, gerando resultados descritos na Tabela

11. Os resultados encontrados estio descritos na Tabela 12.

Tabela 11. Porcentagem de semelhanga do analito com a base de dados
NIST no branco da saliva das amostras A, B, C, D, E e F e amostra A com

fortificagdo a 10 ug.L™"' de HPAs. Fonte: Autoria propria (2018).

Analito erl;o:t;fiuc;iio Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amosti
Amostra A (%) A(%) B(%) C(%) D(%) E(%) F(%)
Acenaftileno 95 n/d n/d n/d n/d n/d n/d
Fluoreno 90 76 97 97 96 95 97
Fenantreno 94 89 95 95 94 95 94
Antraceno 94 89 94 94 94 95 94
Pireno 95 95 93 93 93 92 n/d
Benzo(a)antraceno 98 97 97 97 96 95 95
Criseno 95 93 94 94 94 93 93
Benzo(b)fluoranteno 97 97 87 87 91 n/d n/d
Benzo(k)fluoranteno 96 97 92 92 96 88 89
Benzo(a)pireno 92 91 84 84 n/d n/d n/d

*n/d ndo detectado.
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Tabela 12. Concentracdo dos analitos presentes nas amostras analisadas.
Fonte: Autoria propria (2018).

Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

Analito A(ngL") B(ngL") C(ngL") D(ngL") E(ngL") F(ngL")
Acenaftileno n/d n/d n/d n/d n/d n/d
Fluoreno 2310 2280 2250 2430 2430 2130
Fenantreno 2100 1920 1860 2100 2010 1680
Antraceno 1350 1020 810 1260 1170 870
Pireno 1260 1110 1140 1200 n/d 1020
Benzo(a)antraceno 1560 1620 1620 1560 1590 1650
Criseno 870 720 660 870 840 720
Benzo(b)fluoranteno n/d 870 990 n/d n/d 900
Benzo(k)fluoranteno 2100 2040 1590 2310 2250 2160
Benzo(a)pireno n/d 2610 n/d n/d n/d n/d

*n/d nao detectado.

Nao foi possivel observar nenhuma diferenca visual entre as amostras
coletadas de fumantes e nao fumantes, sendo necessario uma analise mais
abrangente no qual envolva maior quantidade de pessoas para doar suas salivas.
Sem contar que os habitos diarios de cada um influéncia na quantidade de HPAs em
que possui na saliva, dentre esse os habitos alimentares estdo diretamente

relacionados com a saliva humana.
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Figura 7. Cromatograma 1000 ng L™. No qual 1 corresponde ao acenaftileno
2 — fluoreno, 3 — fenantreno, 4 — antraceno, 5 — pireno, 6 — benzo(a)antraceno, 7 —
criseno, 8 - benzo(b)fluoranteno, 9 - benzo(k)fluoranteno e 10 - benzo(a)pireno.

Fonte: Autoria propria (2018).
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5.6 Comparacgao de estudos escritos na literatura

Foi feita uma comparacdo do meétodo desenvolvido neste estudo com os
dados previamente reportados na literatura para a determinacdo de HPAs em
diversas matrizes bioldgicas e técnicas de analises diferentes como pode ser

observado na Tabela 13.
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Tabela 13. Comparagcdao do meétodo proposto com estudos previamente

reportados na literatura para a determinagcdo de HPAs. Fonte: Autoria propria (2018).

) Técnica de . . Quantidade LOD
Referéncia Técnica de analise Matriz 1
extragao de amostra (ng.L™)
SPME com fibras -
Saliva 0,0003 **
Este estudo  de PDMS (100 GC-MS 333 uL
humana 0.0152 f
um) ’
Cloutier et Tecidos 6 g de o
25 QuEChERS GC-HRMS o 0,053 !
al., 2017 biologicos amostra
3,99°
1,01 °
SANTO et Extracao Liquido- . .
a7 o PTV-GC-gMS Urina 6 mL 0,69
al., 2018 Liquido
1,599
3,02
GRUBER et o TE-GC-MS Sangue .
;4  Extragao Térmica . 1ulL 1,3
al., 2017 capilar
Sague
Santos et  Extracdo em fase cdh
i B GC-MS humano 2mL 204%™
al., 2018 sélida (SPE) )
poés-morte
Espécimes
Beach et al., Extragao Liquido- P . 0,007°
000" Liouid GC-MS de tecido 49
iquido f.g
a humano 0,003

Acenaftileno; °Fluoreno; °Fenantreno; °Antraceno; °Pireno; 'Benzo(a)antraceno;

9Criseno; "Benzo(b)fluoranteno; 'Benzo(k)fluoranteno; ‘Benzo(a)pireno.

Como pode-se observar na tabela acima, os LODs do método proposto foram

menores quando comparados a outros métodos reportados anteriormente na

literatura, exceto quando se trata do benzo(a)antraceno e do criseno quando



43

contrapostos as analises realizadas em espécimes de tecido humano. Outra
vantagem do método desenvolvido é a quantidade de amostra utilizada, tendo em
vista que em aplicagdes bioanaliticas nem sempre esta disponivel uma grande
quantidade de amostra. Como se observa na Tabela 13, a quantidade de amostra
utilizada é superior apenas ao método desenvolvido para sangue capilar que possui,

devido a isso, um LOD superior.
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6 Conclusao

Neste estudo foi desenvolvido uma metodologia analitica empregando fibras de
PDMS como fase extratora para DI-SPME para a detecgao e quantificagao de 10
HPAs em saliva humana. O método demostrou-se eficiente, com bons parametros
analiticos de mérito, com uma boa precisao e exatidao, levando em consideracao de
que se trata de uma amostra bioldgica complexa e pouco explorada na literatura,
étimos limites de detecgdo que variaram de 0,3 a 15,2 ng L™ e de quantificacdo que
variou de 1 a 50 ng L. Além disso, o0 método possui como vantagem uso de pouca
quantidade de amostra para as analises e o baixo uso de solventes orgéanicos, no
qual torna a técnica de preparo de amostra mais barata e reduz a quantidade de

residuos perigosos gerados pelas analises.

A auséncia de sal nas analises facilita o procedimento experimental, tendo em
vista que o sal entope o liner do cromatografo gasoso tornando-se um empecilho no

momento da dessorcdo, uma vez que as fibras sdo sensiveis.

Este é o primeiro estudo relacionando a saliva, uma matriz bioldgica facilmente
coletavel como uma técnica néo invasiva, com esses analitos, mostrando ser uma
matriz pouco explorada porém com um grande potencial, ja que este estudo permitiu
demostrar o baixo uso de volume de amostra e a presenca dos analitos de interesse

em sua forma livre e nao apenas em sua forma metabolizada como na urina.
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