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COMPARISON BETWEEN SOXHLET AND MICROWAVE EXTRACTION TECHNIQUES FOR POLYCYLIC AROMATIC
HYDROCARBONS IN LIVER AND ADIPOSE TISSUES OF MARINE TETRAPODS AND EVALUATION OF THE
HETEROGENEITY OF TISSUES. For the evaluation of PAH extraction techniques in adipose and liver tissues of marine tetrapod,
samples of some species (Pontoporia blainvillei, Chelonia mydas, Thalassarche melanophris, and Balaenoptera brydei) were spiked
with PAH standards and extracted using soxhlet system and microwave oven. The results of both extraction techniques for the
two different tissues of the four species of tetrapod were within the quality assurance and quality control criteria, that means both
extraction techniques produced acceptable recoveries for surrogate and spiked compounds added to the sample tissues. Although
both techniques of extraction met quality criteria and were considered suitable for extraction of marine tetrapod tissues, the soxhlet
system produced a higher recovery of the spiked compounds and a lower standard deviation between the replicates than the microwave
extraction; therefore the soxhlet system was considered the more efficient extraction method for PAH. The evaluation of liver and
adipose tissue PAH accumulation, as well as the influence of tissue heterogeneity, was impaired as the concentrations of PAHs in
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almost all samples were lower than the detection limits of the analytical method.
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INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPA) sdo compos-
tos ubiquos no ambiente marinho e t&€m como principais fontes os
processos de combustido incompleta de combustiveis fésseis e de
biomassa, além de vazamentos, exsudacdes naturais de petréleo e
esgoto doméstico e industrial.'* Devido a baixa solubilidade em
dgua os HPA tendem a se associar com particulas organicas e inorga-
nicas em suspensao e entdo sdo depositados no sedimento marinho.*
A absorcdo dos HPA pelos animais marinhos pode ocorrer pelo
contato da fase dissolvida e da fase particulada com as superficies
branquiais ou através da sua dieta.>” Organismos filtradores como
moluscos bivalves podem acumular altas concentra¢des de HPA
quando expostos a descargas constantes de esgoto ou vazamentos de
petréleo.® J4 a acumulagdo em peixes se dd através do contato com
as branquias e pela dieta, enquanto que em vertebrados marinhos
a exposicdo e absor¢do de HPA ocorre principalmente através da
sua dieta.® A posi¢ido dos organismos marinhos na teia tréfica tem
relacdio ndo apenas com a forma de absorcio dos HPA como tam-
bém com a sua capacidade de metabolizacdo e de excrecdo desses
compostos. De forma contrdria ao que ocorre com os poluentes
organicos persistentes (POP) como os pesticidas clorados e as
bifenilas policloradas (PCB) que sdo biomagnificados ao longo
da cadeia tréfica, os HPA passam por um processo de diluicdo em
dire¢@o aos organismos topo de cadeia. Essa diluicdo € resultado
da combinagdo da baixa capacidade de assimilagdo de HPA e alta
capacidade de metabolizacao desses compostos por organismos em
posicdo superior na teia tréfica.>!!

Em funcio das diferencgas na forma de absor¢ao, na capacidade de
metabolizagdo dos HPA pelos organismos e na lipofilicidade desses
compostos, o acimulo dos HPA pode ocorrer em maior ou menor
grau em tecidos bioldgicos diferentes, como por exemplo no tecido
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adiposo, que funciona como reserva energética nos animais e no
tecido hepdtico, que € onde ocorre a metaboliza¢do dos compostos.

Para avaliar e interpretar a bioacumulag¢ao de HPA por organismos
marinhos € necessario realizar a andlise desses compostos nos seus
tecidos bioldgicos. Diversas técnicas sdo descritas na literatura para
a extracdo de HPA de amostras sélidas como os tecidos bioldgicos.
Dentre as mais comuns estdo o sistema soxhlet, as micro-ondas, o
ultrassom, a agita¢do mecanica e a extragio acelerada com solvente
ou fluido pressurizado (ASE), que s@o técnicas ja estabelecidas e re-
comendadas por agéncias de controle ambiental.'*'® A escolha de uma
outra técnica de extracio envolve, entre diversos fatores, o tempo de
extragdo, a quantidade de solvente organico necessario, a polaridade
do solvente, a disponibilidade do equipamento, além da eficiéncia da
extragdo para uma matriz especifica e o custo da andlise. O sistema
soxhlet € o método de extracdo padrio e de referéncia para a anélise
de HPA em amostras sélidas,'® contudo trata-se um procedimento
demorado (8 h de extragdo ou mais) e que requer grandes quantidades
de solventes organicos (80 mL ou mais).'” A extrag¢do simultinea de
diferentes amostras depende da disponibilidade de mantas de aqueci-
mento, vidraria, espago de bancada e exaustao adequada para os gases.
A extragdo por micro-ondas' é mais rdpida (15 minutos de extragdo),
requer uma quantidade menor de solventes orgénicos (< 50 mL)"7 e
¢ um método mais pratico do que o soxhlet, visto que € realizada
em Unico instrumento. Outro aspecto importante € a exposicio do
analista aos solventes, que € melhor controlada no caso da extracio
assistida por micro-ondas. A desvantagem € o tempo necessdrio para
o resfriamento do sistema, que pode levar algumas horas, além do
custo do equipamento, que é maior do que o Soxhlet. O nimero de
extragdes simultineas possivel no sistema de micro-ondas ¢ limitada
pelo suporte de frascos do préprio equipamento de micro-ondas. A
técnica de extracao acelerada por solvente'” requer um volume baixo
de solvente organico (em geral < 20 mL) e a extragdo ocorre em um
tempo curto, menos de 20 minutos.!” Contudo o equipamento extrai
uma amostra por vez, entdo dependendo do numero de amostras,
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o equipamento deixa de ser vantajoso em relagdo aos demais no
quesito tempo.

Diversos trabalhos foram publicados recentemente no Brasil en-
volvendo a andlise de compostos organicos (HPA e POP) em tecidos
bioldgicos de tetrdpodes marinhos utilizando como método de extra-
¢do soxhlet ou micro-ondas,*'*** contudo nenhum desses trabalhos
apresentou a comparagdo entre as diferentes técnicas de extracdo
ou uma avaliac@o sobre a homogeneidade dos tecidos de tetrapodes
marinhos. O propdsito deste trabalho foi o de apresentar uma avalia-
¢do e a validag@o desses dois métodos de extragdo de HPA (soxhlet
e micro-ondas) em diferentes tecidos bioldgicos (tecido adiposo e
hepatico) de tetrdpodes marinhos juntamente com a avaliagdo das
diferen¢as na acumulagido de HPA em um ou outro tecido. Espera-se
assim fornecer subsidios aos 6rgdos ambientais para a avaliacdo da
bioacumula¢do de HPA em tecidos de tetrdpodes marinhos.

MATERIAIS E METODOS
Escolha dos animais e dos tecidos

Para a avaliacido dos métodos de extrac@o e avaliac@o dos tecidos
bioldgicos foram utilizadas amostras de tecido adiposo da regido ven-
tral e tecido hepdtico de carcacas c6digo 2 (carcaca em boa condicio
ou fresca), segundo a sistematica de classificacio de carcacas pro-
posta por Geraci e Lounsboury,” dos seguintes tetrdpodes marinhos:
Pontoporia blainvillei (toninha), Chelonia mydas (tartaruga verde),
Thalassarche melanophris (albatroz de sobrancelha) e Balaenoptera
brydei (baleia de bryde).

Para a avaliacio da heterogeneidade e do local de retirada do
tecido foram utilizadas carcacas c6digo 2 recém coletadas de P. blain-
villei, C. mydas e Spheniscus magellanicus (pinguim de magalhaes)
conforme descrito a seguir. Da carcaga de P. blainvillei foram cole-
tadas amostras de tecido adiposo em trés partes diferentes do animal,
sendo elas: junto a nadadeira caudal, a nadadeira dorsal e da regidao
ventral. As amostras de tecido hepético também foram coletadas em
trés locais diferentes do figado, denominadas cranial (mais proximo
a cabega), medial (parte central) e caudal (mais préxima a cauda).’
Da carcaga de C. mydas foram coletadas amostras de tecido hepdtico
e adiposo de trés partes diferentes do animal, denominadas cranial,
medial e caudal.? Da carcaca de S. magellanicus foram coletadas
amostras de tecido hepatico de trés partes distintas, cranial, medial
e caudal.”® A coleta de tecido adiposo foi possivel apenas em um
local (ventre) devido ao baixo teor de gordura do animal encontrado.

As diferencas de amostragem entre os animais tanto para a
avaliagdo do método de extracio quanto para a avaliacio da hetero-
geneidade do tecido ocorreram devido a disponibilidade de tecidos.
Os tecidos foram mantidos em temperatura -80 °C desde a coleta
até o momento das andlises, de acordo com as recomendacdes de
Geracy e Lounsboury.?

Materiais utilizados

Todo material utilizado, vidraria, pincas, laminas, tubos de micro-
-ondas, etc. foi imerso em solu¢do com detergente alcalino Extran®
durante 24 horas, enxaguado com dgua da torneira e com dgua
deionizada, seco em estufa ou, no caso de materiais volumétricos,
em temperatura ambiente. Apds seco, todo o material foi desconta-
minado com diclorometano e n-hexano (Merck, Alemanha) de pureza
grau pesticida antes da utilizagdo. De forma alternativa, quando as
caracteristicas do material permitiram, o material foi calcinado a 400
°C durante 4 horas. Agentes secantes e adsorventes como sulfato de
sodio (J.T. Baker, EUA), silica e alumina (Merck, Alemanha) foram
calcinados a 400 °C antes de serem utilizados. A dgua utilizada para
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desativar a silica e a alumina foi deionizada e posteriormente extraida
5 vezes com n-hexano (30 mL de n-hexano para cada 2 L de dgua,
a cada extracdo).

Para a constru¢@o da curva de calibragdo analitica e fortificagdo
das amostras com os 16 HPA prioritarios foi utilizado o padrdo
PAH-MIX (Z-014G), além de benzo[e]pireno, dibenzotiofeno e
perileno (AccuStandard, EUA). Como padrao interno foi utilizada a
mistura de HPA deuterados contendo naftaleno-d;, acenafteno-d,,
fenantreno-d,,, criseno-d,, e perileno-d,, (Internal Standard Mix —
7-014], AccuStandard, EUA).?” Como padréo sub-rogado foi utilizado
o p-terfenil-d,, (M-8270-SS, AccuStandard, EUA).”

Preparacio das amostras de gordura e de figado para a
avaliacio do método de extracio e do tecido

Para a andlise de HPA, tanto em tecido adiposo quanto em tecido
hepatico, de cada um dos animais, C. mydas, P. blainvillei, T mela-
nophris e B. brydei, foram feitas subamostragens da parte interna
da amostra original de forma a evitar possiveis contaminagdes que
possam ter ocorrido na superficie da amostra em qualquer uma das
etapas de coleta, de manuseio ou de armazenamento das amostras.
Destas subamostras, separou-se 0,25 g que foram pesados sobre papel
aluminio utilizando balanca analitica.

Essa fracdo de 0,25 g de amostra foi entdo macerada com 10 g
de sulfato de sédio anidro em gral com pistilo para a retengdo da
dgua presente na amostra. Nos casos em que a gordura apresentou
resisténcia & macera¢io, como no caso da gordura do P. blainvillei,
foi necessdrio triturar a gordura utilizando pinga e ldmina de forma
a possibilitar o melhor contato entre a amostra e o sulfato de sédio.

Essas amostras maceradas foram transferidas para cartuchos de
vidro com fundo poroso de vidro sinterizado para a extracdo por
soxhlet e para frascos de teflon GreenChem® para a extragdo por
micro-ondas. As amostras foram entdo fortificadas com os 16 HPA
prioritdrios além de benzo[e]pireno, dibenzotiofeno e perileno em
dois niveis de concentragéo, baixo (concentracdo final de 20 ng g!
peso Gimido) e alto (concentragdo final de 2000 ng g peso imido).
Houve a necessidade de fortificagdo das amostras pois andlises
preliminares indicaram concentragdes ndo detectdveis nos tecidos,
o que impossibilitaria a comparacio das eficiéncias dos métodos de
extracdo. Além da fortifica¢@o foi adicionado as amostras o padrio
sub-rogado p-terfenil-d,, (500 ng).

Esse procedimento foi repetido para a formagao de cinco replica-
tas de amostras de tecido adiposo e para a formagéo de cinco replicatas
de tecido hepatico de cada um dos quatro animais, para cada um dos
dois niveis de fortificagdo, para cada um dos dois tipos de extragao,
totalizando assim, vinte replicatas de cada tecido de cada um dos
quatro animais, o que gerou um total de 160 amostras (Figura 1).

Preparacio das amostras de gordura e de figado para a
avaliacdo da heterogeneidade dos tecidos e do local de retirada
do tecido adiposo

Para avaliar a influéncia da heterogeneidade dos tecidos nas re-
plicatas foram realizadas andlises de HPA em quatro amostras: trés
amostras de cada tecido, adiposo e hepdtico, coletadas em trés locais
diferentes; e uma quarta amostra composta de cada tecido destes trés
locais (Figura 2). Essa avaliacdo foi realizada de forma completa para
os tecidos de P. blainvillei e de C. mydas. Para o S. magellanicus, a
avaliagdo foi realizada apenas em tecido hepatico devido a auséncia
de tecido adiposo em massa suficiente.

As amostras compostas foram preparadas a partir de 0,25 g de
cada amostra de tecido, que foram maceradas e homogeneizadas. Uma
massa de 0,25 g dessa amostra composta foi separada para andlise.
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Para avaliar a influéncia do local de coleta de tecido adiposo do
corpo do animal foram realizadas andlises de HPA em cinco repli-
catas de tecidos retirados de dois diferentes locais (Figura 2). Para a
avaliagdo em P. blainvillei, optou-se pelos tecidos retirados junto a
nadadeira dorsal e da regido ventral. Em C. mydas optou-se pelo tecido
adiposo retirado das regides cranial e medial.”® Em S. magellanicus
foram realizadas andlises apenas de tecido da regido ventral. A opgao
por tais locais se deu em fung@o da massa de amostra disponivel.

O experimento para a avaliagdo da heterogeneidade dos teci-
dos e da influéncia do local de retirada do tecido adiposo totalizou
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45 amostras, que receberam o mesmo tratamento citado anteriormen-
te, excluindo-se a fortificagdo com HPA.

Extracio das amostras por soxhlet

A extracdo das amostras por soxhlet foi realizada seguindo os
cuidados dispostos no protocolo da USEPA 3540c.'*

Os cartuchos de vidro contendo as amostras ja com padrio
sub-rogado e/ou fortificadas foram inseridos nos extratores soxh-
let (volume do extrator = 60 mL) acoplados a baldes de vidro de
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Figura 1. Esquematizagdo do experimento para a avaliagdo do método de extragdo e do tecido do animal
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Figura 2. Esquematizag¢do do experimento para a avalia¢do da heterogeneidade dos tecidos e da influéncia do local de coleta do tecido adiposo
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125 mL contendo 80 mL de mistura de n-hexano com diclorometano
(1:1, v:v). Em cada batelada de extra¢do foram extraidas simulta-
neamente 23 amostras, que € o nimero de sistemas soxhlet dispo-
nivel no laboratério. A extragdo foi realizada durante o periodo de
8 horas.

Apds a extragdo e resfriamento do sistema os extratos foram
concentrados para 1 mL em evaporador rotativo com pressdo redu-
zida, de onde se retirou 0,1 mL para determinagdo do teor lipidico.

Extracio das amostras por micro-ondas

Para a extracdo por micro-ondas foi utilizado um aparelho de
micro-ondas CEM modelo MARS-X 230/60 (CEM, EUA) equipado
com frascos de teflon GreenChem® e agitagdo magnética individual
nos frascos. O sistema permite o posicionamento simultaneo de
até 14 frascos GreenChem®. A extragdo das amostras por micro-
-ondas foi realizada seguindo os cuidados dispostos no protocolo
da USEPA 3546."* Em cada batelada de extragdo foram extraidas
simultaneamente 12 amostras, que € o nimero de frascos disponi-
veis no laboratério.

Os frascos de teflon contendo as amostras jd com padrdo sub-
-rogado e/ou fortificadas foram submetidos as condigdes de extracio
adaptadas de metodologias estabelecidas na literatura e otimizadas
para andlise de contaminantes orgdnicos em tecidos bioldgicos.?5%
Para a extracio foram utilizados 40 mL de mistura de n-hexano com
diclorometano (1:1, v:v). O forno de micro-ondas foi programado
para aquecer a 115 °C durante 15 minutos.

Ap0s a extragdo e o resfriamento do sistema (cerca de 6 horas),
os extratos foram concentrados para 1 mL em evaporador rotativo
com pressdo reduzida, de onde se retirou 0,1 mL para determinagdo
do teor lipidico.

Determinacio do peso lipidico

Para a determinagdo do peso lipidico foi seguido o método
gravimétrico descrito no protocolo USEPA 1699.% Os 0,1 mL
dos extratos orgdnicos foram transferidos para frascos de vidro
previamente pesados em balanga analitica. Apds a evaporagao total
do solvente em temperatura ambiente cada frasco foi novamente
pesado e a diferenga de massa (residuo) foi utilizada no cédlculo da
percentagem de lipidios.

Purificacio dos extratos

Para a etapa de purificacdo dos extratos organicos contendo os
HPA, tanto para as amostras de gordura quanto para as amostras de
figado, independentemente do tipo de extra¢do, soxhlet ou micro-
-ondas, foi utilizado o mesmo procedimento, com adaptagdes da
metodologia estabelecida na literatura.’'*> Foram seguidas também
as recomendagoes e cuidados dispostos nos protocolos USEPA 3610,
USEPA 3630 e USEPA 3640.%%

0Os 0,9 mL de cada um dos extratos restantes foram eluidos com
80 mL de mistura de n-hexano e diclorometano (1:1, v:v) através
de coluna de vidro (25 cm de altura x 1,5 cm de didmetro interno)
contendo 8 g de silica gel sobre 16 g de alumina e 1 g de sulfato de
sodio no topo. A silica e a alumina foram previamente desativadas
em 5% com 4gua (dgua deionizada e extraida com n-hexano). Esse
procedimento teve como finalidade reduzir parcialmente a carga de
lipidios para a purificacdo complementar além da retirada de outros
compostos relativamente mais polares que os HPA.

Para purificagdo complementar, o eluato da coluna de vidro foi
concentrado a 0,5 mL em evaporador rotativo com pressdo reduzida e
injetado no cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia (CLAE - Perkin
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Elmer LC-250) acoplado a um detector de UV/Visivel (Perkin Elmer,
LC-95) equipado com uma pré-coluna (Phenomenex 286039-8,
Phenogel 03B-2090K0 Guard 10 uL, 50 x 7,8 mm) seguida de duas
colunas de exclusdo por tamanho conectadas em série (Phenogel
10y, 100 A, 22,5 x 250 mm, Phenomenex, EUA). Diclorometano
foi utilizado para a elui¢do com um fluxo de 5 mL min™'. Para o mo-
nitoramento da eluicdo dos HPA foi utilizado o detector UV/visivel
no comprimento de onda de 254 nm. Os lipidios remanescentes da
coluna de vidro foram eluidos entre 0 e 30 min e essa fragdo foi
descartada. Na sequéncia foi coletada a fracdo contendo os HPA,
eluida entre 30 e 40 min.

Os extratos das amostras que receberam fortificagdo de 20 ng g!
foram concentrados para 90 uL em evaporador rotativo com pressdo
reduzida seguindo de fluxo de N,,, onde adicionou-se 50 ng de cada
padrdo interno deuterado (naftaleno-dg, acenafteno-d,,, fenantre-
no-d,,, criseno-d,, e perileno-d,,).

Os extratos das amostras que receberam fortificacdo de
2000 ng g' e os extratos que nao receberam fortificacdo foram
concentrados para 900 pL onde adicionou-se 500 ng de cada padrdo
interno deuterado citado anteriormente.

Identificacio e quantificacdo dos HPA

A anidlise e quantificagdo dos HPA foi realizada seguindo o
disposto no protocolo USEPA 8270.%

Foi preparada a curva de calibrag¢@o analitica para a quantifica-
¢do dos HPA (16 HPA prioritdrios, benzo[e]pireno, dibenzotiofeno
e perileno) abrangendo a faixa de concentracdo no extrato entre
0,05 ng uL! e 5,0 ng uL.!. De forma a melhorar a precisio e exatidao
analitica, a curva de calibragdo foi dividida em duas partes, a primeira
variando entre 0,05 ng uL!' e 1,2 ng uL!' (0,05 ng pL!, 0,1 ng pL!,
0,25 ng uL.!, 0,5 ng uL!, 0,8 ng uL' e 1,2 ng uL!) e a segunda varian-
doentre 1,2nguL"'e5,0ngul"! (1,2 ngpl', 2,0 ng !, 2,5 ng ul.”!,
3,5 ng uL, 5,0 ng uLh). A equagdo de reta da curva de calibragéo
de cada um dos compostos apresentou coeficiente de determinacio
(R?) superior a 0,99.

Os HPA foram analisados no cromatégrafo a gds equipado
com espectrometro de massas (CG-EM) Agilent Technologies
6890/5973N. A aquisic@o dos dados foi feita em modo de monitora-
mento seletivo de fons.

A temperatura no injetor e na interface foi programada em 280 °C
e a temperatura na fonte de fons foi programada em 300 °C. Foi
utilizada uma coluna cromatografica HP-5MS (Agilent J&W GC
columns) com 30 metros de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno e 0,25 um de espessura de filme de 5% fenilmetilsiloxana.
A rampa de temperatura do cromatdgrafo teve inicio em 40 °C, com
aumento de temperatura a taxa de 20 °C min' até 60 °C, entdo a
temperatura foi elevada até 290 °C a 5 °C min’', onde permaneceu
por 5 minutos e, por fim, a temperatura foi elevada até 300 °C a taxa
de 10 °C min’', onde foi mantida constante durante 10 minutos. A
quantifica¢do foi feita pelo modo de padronizagio interna com base
nas curvas de calibracao.

A identifica¢@o dos HPA foi feita por comparacdo dos tempos de
retencéio com padrdes de referéncia da Accustandard (EUA) e através
darazdo massa/carga (m/z). A identificagdo dos compostos alquilados
(alquil-naftalenos, alquil-fluorenos, alquil-fenantrenos/antracenos,
alquil-dibenzotiofenos e alquil-fluorantenos/pirenos) foi realizada
através da razdo m/z e a quantificagcdo baseada nos respectivos HPA
nao alquilados (Tabela 1S).

Os limites de detec¢do do método (LDM) foram definidos como
3 vezes o desvio padrido da quantificagdo de 7 replicatas de uma
amostra (LDM = 7 x DP),*® o Limite de Quantificacdo do Método
foi definido como 3 vezes o LDM (Tabela 2S).
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Procedimentos para o controle de qualidade

Para cada conjunto de amostras extraidas foi analisado também
um branco analitico (10 g de sulfato de s6dio). Os brancos analiticos
foram analisados de forma idéntica as amostras de tecidos biold-
gicos. Foram analisados também brancos fortificados nas mesmas
concentracdes utilizadas nas amostras de tecidos biolégicos. Foram
consideradas vélidas as amostras e brancos nas quais a recuperagio
do padrao sub-rogado esteve entre 60 e 120%. Devido a inexisténcia
de material de referéncia certificado (MR) de HPA em tecidos de te-
trapodes marinhos, foi analisado o MR de tecido de mexilhdo (NIST,
SRM 2974a, Organics in Freeze-Dried Mussel Tissue - Mytilus edulis)
utilizando tanto o soxhlet quanto micro-ondas para a extragdo. Todas
as amostras de tecido adiposo e hepatico dos quatro animais foram
analisadas também sem fortificagdo, de forma a viabilizar a andlise
da recuperag@o dos compostos adicionados.

Avaliacao estatistica dos resultados

A avaliag@o estatistica visou a avalia¢do da influéncia de seis fato-
res: animal marinho, tecido do animal, nivel de concentra¢do, método
de extrag@o, variabilidade do tecido e local de retirada do tecido para
determinagdo de HPA totais. A influéncia de cada um dos fatores de
entrada na varidvel de resposta (concentracdo total de HPA) foi avaliada
a partir da Andlise de Varidncia (ANOVA) com uso da Andlise Fatorial
para verificar a hipétese nula (HO) entre as varidveis. Todos os testes
foram realizados considerando o nivel de significancia de 0=0.05 e
considerando o valor de probabilidade (p-value) de cada teste.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Avaliacio do método de extracao nos diferentes tecidos
biolégicos
Sdo descritos a seguir de forma resumida os resultados das
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extragdes em cada um dos tecidos analisados nos diferentes animais,
pelos dois métodos de extracdo, soxhlet e micro-ondas, nos dois niveis
de fortificacdo. A recuperagido do padrao sub-rogado nas amostras
variou entre 60 e 100%. A analise do material de referéncia produziu
resultados vdlidos pelos dois métodos de extra¢do. Nao foram detec-
tados interferentes nos brancos analiticos. Na Tabela 1 € apresentada
a sintese da recuperacdo dos HPA adicionados as amostras, nas 5
replicatas de cada tecido, nos diferentes niveis de fortificagdo para os
diferentes métodos de extragdo empregados. Os resultados completos
das andlises sdo apresentados na Tabela 3S.

Pontoporia blainvillei

O teor de lipidios no tecido adiposo foi de 56%, enquanto no
tecido hepatico o teor de lipidios foi de 7%. As concentragdes de
todos os HPA nos tecidos de P. blainvillei sem a fortificagdo foram
inferiores aos limites de detec¢do do método.

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados médios de recupera-
¢do em percentagem de cada um dos HPA nas 5 replicatas de tecido
hepético e de gordura nos dois niveis de fortificacdo e o desvio
padrdo das recuperacdes. De forma geral a recuperagdo dos HPA foi
melhor quando a extragao foi realizada por soxhlet do que quando foi
realizada por micro-ondas em todos os casos. Além disso, o desvio
padrdo das recuperagdes dos HPA foi menor quando foi empregado
o sistema soxhlet (Tabela 1).

Chelonia mydas

O teor de lipidios no tecido adiposo foi de 69%, enquanto
no tecido hepatico o teor de lipidios foi de 8%. Nas amostras
de gordura da C. mydas, sem a fortificagdo, foram detectados
naftaleno (19,6 ng g extraido por soxhlet e 20,6 ng g extraido
por micro-ondas), fenantreno (3,4 ng g’ por soxhlet e 5,4 ng g
por micro-ondas), pireno (3,1 ng g por soxhlet e 3,5 ng g por
micro-ondas) e criseno (3,4 ng g por soxhlet e 3,4 ng g!' por micro-
ondas). Para a avaliacdo das recuperag¢des dos HPA adicionados,
essas concentragdes foram descontadas das concentragdes das
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Figura 3. Recuperagado percentual média dos HPA e desvio padrdo das recuperacoes (barras verticais) nas 5 replicatas de tecido hepdtico (A e C) e gordura
(B e D) de P. blainvillei fortificados com 20 (A e B) e 2000 ng g (C, D) de HPA (peso iimido). Naf: Naftaleno, Afl: Acenaftileno, Aft: Acenafteno, Flu: Fluo-
reno, Dbt: Dibenzotiofeno, Fen: Fenantreno, Ant: Antraceno, Flu: Fluoreno, Pir: Pireno, BaA: Benzo[a]antraceno, Cri: Criseno, BbF: Benzo[b [fluoranteno,

BkF: Benzo[k]fluoranteno, BeP: Benzo[e[pireno, BaP: Benzo[a]pireno, InP: Indeno[ 1,2,3,c-d|pireno, DhA: Dibenzo[a,h]antraceno, Bghi:Benzo[g,h,i]perileno
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amostras fortificadas. Nas amostras de figado sem fortificagdo ndo
foram detectados os HPA.

Sao apresentados na Figura 4 os resultados médios de recuperagio
em percentagem de cada um dos HPA nas 5 replicatas de tecido hepa-
tico e de gordura nos dois niveis de fortificagdo e o desvio padrao das
recuperacdes. Assim como observado para os tecidos de P. blainvillei,
arecuperagdo dos HPA em ambos os tecidos de C. mydas também foi
superior quando o soxhlet foi empregado como método de extragao
e o desvio padrdo das recuperacdes dos HPA foi menor (Tabela 1).

Thalassarche melanophris

O teor de lipidios no tecido adiposo foi de 50%, enquanto no
tecido hepatico o teor de lipidios foi de 4%. As concentragdes de
HPA nos tecidos avaliados de 7. melanophris sem a fortificacio foram
inferiores aos limites de detecgdo do método.

Na Figura 5 sao apresentados os resultados médios de recuperacio
em percentagem de cada um dos HPA nas 5 replicatas de tecido hepa-
tico e de gordura nos dois niveis de fortificacdo e o desvio padrao das
recuperagdes. Assim como observado para os tecidos de P. blainvillei
e C. mydas, a recuperagdo dos HPA em tecido de T. melanophris foi
maior quando a extracdo foi realizada por soxhlet do que quando foi
realizada por micro-ondas e o soxhlet produziu um menor desvio
padrdo na recuperacio dos HPA (Tabela 1).

Balaenoptera brydei

O teor de lipidios no tecido adiposo foi de 44%, enquanto no
tecido hepdtico foi de 8%. As concentra¢des de HPA nos tecidos
avaliados de B. brydei sem a fortificagao foram inferiores aos limites
de detec¢do do método.

Para o tecido de B. brydei (Figura 6), assim como para todas as
outras espécies citadas anteriormente, a recuperacdo dos HPA foi
melhor quando foi empregado o soxhlet como método de extracio
dos tecidos e este método produziu um menor desvio padrdao na
recuperagdo dos HPA (Tabela 1).

Apesar de ambos os métodos de extragdo empregados satisfaze-
rem os critérios de qualidade analitica, os resultados das andlises de
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HPA em amostras de tecido adiposo e hepdtico dos quatro animais
estudados mostraram que, independentemente do animal e do tipo de
tecido, a extragdo por soxhlet foi mais exata, isto € apresentou maior
recuperagdo dos compostos e, de forma geral, foi mais precisa, uma
vez que produziu um menor desvio padrdo na recuperagao tanto para
as amostras fortificadas com 20 quanto para as amostras fortificadas
com 2000 ng g (peso timido) de HPA (Tabela 1). A utilizag¢do de
micro-ondas para a extracdo dos HPA mostrou menor recuperagio
de HPA, especialmente para os HPA de 5 e 6 anéis aromdticos
indeno[1,2,3-c,d]pireno, dibenzo[a,h]antraceno e benzo[ghi]perileno
(Tabelas 1S e 2S, Material Suplementar).

A menor eficiéncia de extragao no micro-ondas em rela¢do ao
soxhlet, para o método empregado, pode estar relacionada a constante
dielétrica (¢) baixa dos solventes utilizados, n-hexano (e=1,9) e do
diclorometano (e=9,1) ou seja, esses solventes t€ém pouca capacidade
de absorver micro-ondas. A USEPA'* sugere a utilizagdo da mistura
hexano-acetona para a extragdo de HPA em matrizes sélidas utilizando
micro-ondas devido a maior capacidade de absor¢ao de micro-ondas
(e=20). A opcdo de ndo utilizar a acetona na extragdo por micro-ondas
ocorreu em funcdo de testes realizados previamente, onde foram
encontrados interferentes no branco analitico mesmo sendo utilizada
nesses testes a acetona de grau pesticida. Podemos considerar também
o fato de que os tecidos bioldgicos e os lipidios sofrem cozimento
com as micro-ondas e ndo ha registro na literatura das consequéncias
dessa degradacd@o dos tecidos e lipidios para a andlise de HPA em
tetrdpodes marinhos.

A anilise estatistica ANOVA comparando as técnicas de extracao,
os tecidos dos tetrdpodes e os niveis de fortificagao das amostras com
HPA (Tabela 4S) mostrou, em alguns casos, diferencas significativas
entre as técnicas de extragdo para os diferentes tecidos bioldgicos e
para as diferentes concentragdes de HPA. Apesar dessas diferengas
significativas apontadas pelo teste estatistico, € necessdrio considerar
que: 1) as concentragdes originais de HPA nas amostras utilizadas
foram inferiores ao limite de quantificag@o do método, exceto o tecido
adiposo de C. mydas, onde os HPA detectados foram descontados da
fortificagdo para a avaliagdo; 2) as amostras dos dois tecidos foram
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Figura 4. Recuperagdo percentual média dos HPA e desvio padrdo das recuperagoes (barras verticais) nas 5 replicatas de tecido hepdtico (A e C) e gordura
(B e D) de C. mydas fortificados com 20 (A e B) e 2000 ng g" (C, D) de HPA (peso timido)
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Figura 5. Recuperagdo percentual média dos HPA e desvio padrdo das recuperagoes (barras verticais) nas 5 replicatas de tecido hepdtico (A e C) e gordura
(B e D) de T. melanophris fortificados com 20 (A e B) e 2000 ng g (C, D) de HPA (peso timido)
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Figura 6. Recuperagdo percentual média dos HPA e desvio padrdo das recuperacoes (barras verticais) nas 5 replicatas de tecido hepdtico (A e C) e gordura
(B e D) de B. brydei fortificados com 20 (A e B) e 2000 ng g"' (C, D) de HPA (peso timido)

fortificadas com os HPA nas mesmas concentracdes, portanto as
concentracdes nominais de HPA em ambos os tecidos sdo idénticas;
3) os critérios de qualidade analitico estabelecidos foram atendidos,
portanto ambos os métodos de extracdo foram validados. Dessa
forma a andlise estatistica reflete principalmente as variagdes das
recuperagdes dos compostos entre os métodos de extracio e entre
os tecidos, e ndo invalida um ou outro método visto que ambos os
métodos de extragdo, para ambos os tecidos, atenderam os critérios
de qualidade do método analitico.

Avaliacio da heterogeneidade dos tecidos e do local de retirada
do tecido adiposo

As 45 amostras de tecidos de animais marinhos (P. blainvillei,
C. mydas e S. magellanicus) obtidas para a avaliagdo da heteroge-
neidade dos tecidos e do local de retirada do tecido adiposo foram
extraidas apenas por soxhlet em func@o dos resultados apresentados
na avalia¢do do método de extragdo.

A recuperagdo do padrido sub-rogado em todas as replicatas,
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Tabela 1. Resumo das médias e desvio padrdo de recuperacdo dos HPA adicionados aos tecidos para cada método de extragio, soxhlet e micro-ondas, para cada
tecido (gordura e figado) e para cada nivel de fortificag@o, 20 e 2000 ng g™ peso timido

Fortificacdo: 20 ng g

Fortificagdo: 2000 ng g'!

Tecido

Gordura Figado Gordura Figado
Recuperagiao dos HPA Média (%) Média (%) Média (%) Média (%)
P. blainvillei (soxhlet) 8113 77+13 7611 74+13
P. blainvillei (micro-ondas) 55+26 64+24 76x17 73x16
C. mydas (soxhlet) 75+18 79+19 75+15 8313
C. mydas (micro-ondas) 67+19 67x17 T2+17 73x17
T. melanophris (soxhlet) 85+17 84+14 81x15 84+12
T. melanophris (micro-ondas) 69+13 71x16 75+18 71x14
B. brydei (soxhlet) 68+9 7712 80+13 76x13
B. brydei (micro-ondas) 65+10 659 69+13 T4x14
tanto de tecido adiposo quanto de tecido hepatico variou entre 61% AGRADECIMENTOS

e 93%. Todas as amostras de tecidos adiposo e hepético retiradas das
diferentes partes dos animais assim como as amostras compostas
desses tecidos apresentaram concentragdes de HPA inferiores aos
limites de deteccao do método analitico. Este fato impediu a avalia-
¢do sobre alguma preferéncia na bioacumulagdo de HPA em uma ou
outra parte no tecido destes animais.. A auséncia de HPA na maioria
dos tecidos analisados também nao permitiu verificar a diferenca de
bioacumulag@o entre o tecido hepético e adiposo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos pelos dois métodos de extracio, para os dois
tecidos, para os quatro animais produziram recuperagdes aceitdveis
tanto do composto sub-rogado como dos HPA adicionados as amos-
tras. Apesar do teste estatistico mostrar, em alguns casos, diferencas
significativas entre os métodos de extracdo e entre os tecidos, os
dois métodos de extracdo atenderam aos critérios de qualidade dos
resultados analiticos. A extracdo por soxhlet produziu uma melhor
recuperacdo dos HPA e um menor desvio padrao da recuperagdo entre
as replicatas do que a extracdo por micro-ondas.

Devido ao grande niimero de amostras analisadas, a extracdo pelo
soxhlet ocorreu de forma mais rdpida do que pelo micro-ondas em
funcdo da utilizag@o de 23 sistemas de soxhlet, que permitiram um
maior numero de extragdes simultaneas.

A avaliacdo da heterogeneidade dos tecidos e do local de retirada
do tecido adiposo ficou comprometida, pois ndo foram detectados
HPA em nenhuma das amostras de nenhum dos tecidos analisados.

Para a continuidade deste estudo sugere-se aos futuros trabalhos
que envolvam a avalia¢do da bioacumulacdo de HPA por tetrdpodes
marinhos que sejam coletados, sempre que possivel, o tecido do
figado e a gordura em diferentes partes do animal e que a andlise do
conjunto total de amostras seja realizada quando uma dessas amostras
apresentar concentragdes de HPA maiores que o limite de deteccao.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No Material Suplementar sdo informados os fons de quantifica-
¢do e de confirmagdo para a andlise dos HPA (Tabela 1S), os limites
de detecgdo e de quantificacdo do método analitico (Tabela 2S), o
conjunto completo de concentragdes e de recuperacdes dos HPA
adicionados em todas as amostras de tecidos bioldgicos analisadas
(Tabela 3S) e os resultados do teste estatistico (Tabela 4S). Esse
material estd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma
de arquivo PDF, com acesso livre.
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de tecido utilizadas nesse trabalho. Os autores agradecem também ao
Centro de Pesquisas & Desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez
de Mello (CENPES) da PETROBRAS e aos revisores anonimos da
revista Quimica Nova pelas discussdes e valiosas sugestdes para a
melhoria do trabalho.
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