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Introducéo

Os hidrocarbonetos arométicos policiclicos (HPAs) sdo uma classe de centenas de
substancias caracterizadas por dois a seis anéis aromaticos condensados, formados por meio
da combustdo incompleta de matéria organica em altas temperaturas e pressdes (ALMEIDA,
2021). S&o encontrados no ambiente em misturas complexas, e 0s compostos com trés a cinco
anéis sdo os mais analisados, sendo 16 compostos prioritarios pela Agéncia Internacional para
Pesquisa do Cancer (IARC, 2013).

A exposicdo humana pode ser ambiental ou ocupacional, e sdo absorvidos
majoritariamente por inalacdo, também podendo ser por ingestdo e/ou pele (WHO, 2021).
Dessa forma, estdo associados ao desenvolvimento e aumento de doengas, tais como:
comprometimento da capacidade cognitiva e cancer de pulméo e/ou pele na populacédo
(HUMPHREYS; VALDES HERNANDEZ, 2023).

A determinacgdo e quantificagdo da exposi¢cdo humana e/ou contaminagdo ambiental
pelos HPAs podem ser alcangadas por técnicas analiticas disponiveis como a cromatografia.
Para isso, € necessario que um método seja desenvolvido e/ou otimizado para que atinja 0s
objetivos desejados com a analise e que seja possivel reproduzir determinadas condicgdes,
como técnica cromatografica, temperatura, tempo de corrida, volume de matriz necessaria,
entre outros, que podem ser definidos por meio de leitura bibliografica e adaptacdes
(RIBEIRO, 2019). Na literatura, ha autores descrevem o uso de filtros combinados a resina
XAD-2 para coleta de HPAs no ar, realizando extracdo por ultrassom e analise por HPLC
com deteccéo por fluorescéncia (NIOSH, 1998).

Para garantir a confiabilidade do método desenvolvido e otimizado, é necessaria a
validagdo de um método analitico, que é um conjunto de experimentos e anélises estatisticas a
partir dos dados obtidos naqueles experimentos, que avaliam a confiabilidade de um método
(BRITO et al., 2003). Um método é considerado validado se os parametros do experimento
cumprem 0s pré-requisitos estabelecidos por organizacGes competentes, como a Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) ou o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO). Dessa maneira, avaliam-se os resultados e a eficiéncia do método,
verificando se ele apresenta o resultado esperado (BRITO et al., 2003).

Dessa forma, o0 objetivo deste estudo foi otimizar e validar uma metodologia para a
determinacéo de 12 HPAs no ar, segundo o INMETRO (2020).

Material e Métodos

A validagéo seguiu os parametros do INMETRO, conforme o documento “Diretrizes
para Validacdo de Métodos Analiticos”, Revisdo 09, 2020. Os parametros avaliados incluiram
efeito matriz, linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), sensibilidade,
recuperacao, repetibilidade e precisdo intermediéria.

Para verificar a existéncia do efeito matriz, foi preparada uma curva analitica em
diluente (60% de acetonitrila (ACN) e 40% de agua) e a outra na matriz (XAD-2). Os
resultados foram avaliados por Teste t de Student.

A linearidade foi avaliada com o uso da planilha validada e publicada “Planilha para
Curva Analitica” de Bazilio (2012), que estimou os parametros da homocedasticidade,
regressao e teste de desvio de linearidade, autocorrelacdo dos residuos e teste de normalidade.
Foram definidas a faixa linear e a de trabalho (Bazilio, 2012).

O LQ foi estimado pela equagéo 1 e o LD pela equacdo 2 (INMETRO, 2020).
Equacgéo 1: LQ =10*s/b

Onde:

s: desvio padrdo do menor ponto da faixa linear

b: inclinagéo (coeficiente angular) da curva analitica

Equagédo 2: LD =LQ /3,3

A sensibilidade foi verificada pela inclinacdo da curva analitica, pelo coeficiente
angular (INMETRO, 2020).

Para a recuperacdo, foram utilizadas concentracdes baixa, média e alta da faixa de
trabalho, com 6 replicatas genuinas. As amostras foram extraidas com 5mL de ACN e 5mL de
diclorometano (DCM) e passaram 1 hora no ultrassom. Em seguida foi retirada uma aliquota
de 5mL e evaporados até 1 mL. Foram avolumadas até 5mL com diluente da fase movel,
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filtradas e injetadas. Foram comparados os resultados de amostras fortificadas com padréo
analitico antes e depois do processo de extracdo (INMETRO, 2020).

A repetibilidade foi avaliada considerando a dispersdo dos resultados das amostras
(INMETRO, 2020).

A precisdo intermediaria do método foi avaliada pela medicdo de 6 amostras
fortificadas independentes, com trés concentragdes, e que passaram pelo processo de extragao,
analisadas por um mesmo analista, em trés dias diferentes, calculando a dispersdo dos
resultados (INMETRO, 2020).

Foi utilizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector de
fluorescéncia. Uma coluna ODS Hypersil C18, diametro (mm) 150 x 3, tamanho da particula
3um, usando acetonitrila (B) e agua (A). O gradiente linear foi 0/Imin (60% B, 40% A);
1/8min (20% B, 80% A) 8/8,5min (60% B, 40% A); 8,5/10min (60% B, 40% A). O fluxo de
1,5 mL min-1 , a temperatura da coluna de 35 °C, volume de injecdo de 10 uL, a pressdo
inicial de 371 kgf/cm2. Os canais utilizados foram, em ordem de excitacdo e emissdo, em
nandémetros (nm): Ch1l (220/325); Ch 2 (260/380); Ch 3 (263/310); Ch 4 (292/410).

Resultados e Discussao

Como resultado do teste t de Student, todos os analitos apresentaram valores de t
menores que teitico, NA0 houve efeito matriz para todos os analitos, como demonstrado nas
tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Resultados da avaliacdo do efeito matriz pelo Teste t de Student para naftaleno,
acenafteno, fluoreno, fluoranteno, criseno e benzo(b)fluoranteno.

Analitos
Teste t NAF | ACF | FLU FOR CRI BBF
Grau de Liberdade 32 26 26 26 32 26
ta 0,63 0,38 0,61 0,20 0,25 0,28
tp 1,1 1,79 0,25 1,79 1,35 1,36
t(1-a/2:GL) 2,04 2,04 2,04 2,04 2,04 2,04

Fonte: A autora, 2025. Legenda: NAF: naftaleno; ACF: acenafteno; FLU: fluoreno; FOR: fluoranteno; CRI:
criseno; BBF: benzo(b)fluoranteno; t,: valor de t calculado para as interse¢des das curvas; t,: valor de t calculado
para as inclinagdes das curvas; t2cu): Valor critico.
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Tabela 2: Resultados da avaliagdo do efeito matriz pelo Teste t de Student para
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno; dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, benzo(a)antraceno,
antraceno e pireno.

Analitos
Teste t BKF | BAP | DIB | FEN | BAA | ANT PIR
Grau de Liberdade 32 32 32 32 32 32 26
ta 0,01 | 0,10 | 046 | 0,25 | 0,05 | 0,57 0,66
ty 0,19 | 145 | 059 | 0,27 | 1,03 | 0,52 1,64
t1-a2:6L) 2,04 | 204 | 204 | 2,04 | 2,04 | 2,04 2,04

Fonte: A autora, 2025. Legenda: BKF: benzo(k)fluoranteno; BAP: benzo(a)pireno; DIB: dibenzo(a,h)antraceno;
FEN: fenantreno; BAA: benzo(a)antraceno; ANT: antraceno; PIR: pireno; t,: valor de t calculado para as
intersecOes das curvas; t,: valor de t calculado para as inclinag@es das curvas; t.»cuy: valor critico.

A avaliacdo da linearidade foi realizada com a curva em diluente, ja que ndo ha efeito
matriz. Como resultados para a linearidade: ha homocedasticidade, a regressdo linear é
significativa, ndo ha desvio de linearidade, ndo ha autocorrelacéo dos residuos e os resultados
seguem a distribuicdo normal. Os resultados estdo demonstrados na tabela 3.

Tabela 3: Resultados de faixa linear e¢ faixa de trabalho, limite de deteccdo e de
quantificagdo.

Faixa linear

Analito e de trabalho LQ LD Equaqﬁf) do Coeficie{lte d2e

(ug/L) (ng/L) (ng/L) modelo linear correlacao (r)
NAF 1-200 1 0,3 y =45573,94 + 24441,66x 0,999
ACF 10-200 10 3 y =497353,68 + 81666,68x 0,997
FLU 1-100 1 0,3 y=-219288,01 + 126910,52x 0,981
FOR 1-200 1 0,3 y=1213,86 + 1681,0601x 0,997
CRI 0,5-10 0,5 0,2 y =-1265,75 + 59898,75x 0,997
BBF 1-200 1 0,3 y=7614,71 + 5822,16x 0,998
BKF 0,5-50 0,5 0,2 y =333,81 +95096,50x 0,999
BAP 0,1-5 0,1 0,03 y =-4766,41 + 141487,67x 0,999
FEN 5-200 5 1,5 y =48432,42 + 14499,78x 0,997
BAA 1-50 1 0,3 y =-1018,75 + 0,45x 0,999
ANT 1-200 1 0,3 y =80797,89 + 47259,94x 0,999
PIR 1-200 1 0,3 y = 83578,98 + 32300,06x 0,999

Fonte: A autora, 2025. Legenda: NAF: naftaleno; ACF: acenafteno; FLU: fluoreno; FOR: fluoranteno; CRI:
criseno; BBF: benzo(b)fluoranteno; BKF: benzo(k)fluoranteno; BAP: benzo(a)pireno; FEN: fenantreno; BAA:
benzo(a)antraceno; ANT: antraceno; PIR: pireno; LD: limite de detec¢do; LQ: limite de quantificagdo.
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Neste estudo, para a determinacdo do limite de quantificacdo (LQ), os calculos foram
realizados conforme as diretrizes estabelecidas pelo INMETRO. Contudo, o valor obtido foi
inferior ao primeiro ponto da curva analitica. Diante disso, foi adotado como LQ o menor
ponto da curva de calibracdo de cada analito, uma vez que este atendeu aos demais critérios
de validagéo exigidos.

O coeficiente angular da curva analitica esta diretamente relacionado a sensibilidade
do método, representando o quanto a resposta instrumental varia proporcionalmente a
concentracdo do analito. De modo geral, os valores obtidos indicaram que o método apresenta
sensibilidade adequada para a quantificacdo dos analitos nas faixas estudadas, refletindo boa
capacidade do sistema em detectar alteracfes mesmo em niveis baixos.

Os resultados obtidos para os ensaios de recuperacao foram considerados satisfatorios
para todos os analitos, conforme o critério de aceitagdo estabelecido pelo INMETRO (2020),
que preconiza valores entre 80% e 110%. Os dados correspondentes encontram-se
apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Resultados da recuperacao de todos os HPAs.

Analitos Recuperagéo (%)
ACF 91,37 -97,71
ANT 99,46 - 101,86
BAA 97,31 - 98,15
BAP 95,33 - 96,96
BBF 96,12 - 98,76
BKF 98,34 - 99,30
CRI 99,98 - 101,17
FEN 99,19 - 100,82
FOR 97,24 - 98,26
FLU 93,67 - 102,57
NAF 89,50 - 92,53
PIR 97,78 - 102,34

Fonte: A autora, 2025. NAF: naftaleno; ACF: acenafteno; FLU: fluoreno; FOR: fluoranteno; CRI: criseno; BBF:
benzo(b)fluoranteno; BKF: benzo(k)fluoranteno; BAP: benzo(a)pireno; FEN: fenantreno; BAA:
benzo(a)antraceno; ANT: antraceno; PIR: pireno.

Para a repetibilidade e precisdo intermediaria, os dados apresentaram valores de
HorRat inferiores a 2, que mostram variabilidade adequada e desvio padrao
relativo/coeficiente de variacdo, para repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente,
até 15% (INMETRO, 2020), demonstrando dispersdo satisfatéria dos resultados como
demonstrado na tabela 5.
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Tabela 5: Resultados de desvio padréo relativo e de HorRat para avaliagdo da repetibilidade e
precisdo intermediaria

- Precisao

Analitos F:gﬁgg;ggg‘; intermediaria

(HorRat/CV)
NAF 0,84/4,86% 1,08/5,82%
ACF 1,08/6,12% 0,94/4,88%
FLU 0,95/5,66% 0,99/5,29%
FOR 0,53/2,95% 1,36/7,14%
CRI 0,55/3,14% 0,83/4,42%
BBF 0,52/2,74% 0,95/5,29%
BKF 0,55/3,05% 0,98/5,15%
BAP 0,70/3,67% 0,98/5,07%
FEN 1,1/5,06% 1,35/6,28%
BAA 3,20/0,56% 0,88/4,56%
ANT 0,51/2,90% 0,85/4,49%
PIR 0,78/4,85% 0,90/4,78%

Fonte: NAF: naftaleno; ACF: acenafteno; FLU: fluoreno; FOR: fluoranteno; CRI: criseno; BBF:
benzo(b)fluoranteno; BKF: benzo(k)fluoranteno; BAP: benzo(a)pireno; FEN: fenantreno; BAA:
benzo(a)antraceno; ANT: antraceno; PIR: pireno. DPR: Desvio padrdo relativo; CV: coeficiente de variacéo
HorRat: razdo de Horwitz.

Conclustes
A metodologia otimizada e validada por esse trabalho se mostrou eficaz para todos os

14 HPAs, e se mostrou seletiva, linear e precisa para o objetivo, tendo cumprido os
parametros estabelecidos pelo guia orientativo de validacdo de métodos analiticos do
INMETRO (2020). Dessa maneira, 0 método poderé ser aplicado com maior confiabilidade e
seguranga, tanto em relagdo ao método, como também com rela¢do aos resultados.
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