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RESuUMO

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) constituem uma classe de contaminantes que se
encontram presentes nos alimentos e no ambiente, representando nos dias de hoje uma das maiores
fontes de exposicdo humana a este tipo de compostos. Devido as suas caracteristicas toxicas,
cancerigenas e mutagénicas, varios estudos tém sido desenvolvidos no sentido de remover estes
compostos. Deste modo, foi dada especial atencdo a oito PAHs carcinogéneos e genotéxicos —
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,iJperileno e indeno [1,2,3-cd]pireno — que individualmente ou em
combinacdo, sdo atualmente os indicadores possiveis do potencial cancerigeno destes compostos

nos alimentos.

Sendo a Sovena uma das grandes empresas produtoras de 6leos vegetais, o presente trabalho teve
como objetivo estudar a presenca dos oito PAHs nos Oleos produzidos, tendo-se procedido a
implementacdo, otimizacdo e validagdo de um método de extracdo em fase sdlida com posterior
guantificacdo dos compostos por HPLC com detetor de fluorescéncia, utilizando o método do padrao

interno.

Os resultados dos ensaios de validacdo mostraram que o método € linear, com intervalos de
linearidade diferentes para cada um dos compostos em estudo. Os limiares analiticos obtidos
apresentaram valores satisfatérios para quantificar o B[a]P (LQ=1,2 ppb) e a soma dos quatro PAHs—
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno e benzo[a]pireno (LQ=4 ppb) - sujeitos a limites
legais, de 2 ppb e 10 ppb, respetivamente. Atualmente, ndo existem limites legais para os restantes

compostos em estudo.

Para determinar a precisdo do método avaliaram-se dois pardmetros importantes - repetibilidade e
precisdo intermédia, tendo — se obtido um desvio padrdo relativo que varia entre 3 e 16,9% para 0s

compostos em estudo, confirmando assim a precisédo do método.
A exatiddao do método foi avaliada através do calculo de valores de Z-score, obtidos em ensaios
interlaboratoriais, os quais se revelaram satisfatorios. Para além disso, foram realizados ensaios de

recuperacdo, que no entanto ndo apresentaram os valores expectaveis, sendo assim necessario, no

futuro, um estudo mais pormenorizado deste parametro.

Palavras — Chave: Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos, SPE — HPLC - FLR, Oleo de girassol.






ABSTRACT

The polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are a class of contaminants which are present in the
food and in the environment, representing nowadays one of the major sources of human exposition to
this type of compounds. Due to its toxic, carcinogenic and mutagenic properties, several studies have
been developed to remove these compounds. Thus, special attention was given to eight carcinogenic
and genotoxic PAHs - benz[a]anthracene, chrysene, benz[b]fluoranthene, benz[k]fluoranthene,
benz[a]pyrene, dibenz[a,hJanthracene and benz[g,h,i]perylene and indeno [1,2,3-cd]pyrene — which
individually or in combination are currently the possible indicators of the carcinogenic potential of
these compounds in food.

As Sovena is one of the largest companies producing vegetable oils, the present work aims at
studying the presence of the eight PAHs in the produced oils. Therefore, it was carried out the
implementation, optimization and validation of an extraction method in solid phase with further
quantification of the compounds by HPLC with a fluorescence detector, using the internal standard
method.

The validation tests results showed that the method was linear, with different linearity ranges for each
compound. Analytical thresholds presented satisfactory values to quantify the B[a]P (LQ= 1,2 ppb) and
the sum of the four PAHs - benz [a] anthracene, chrysene, benz [b] fluoranthene and benz [a] pyrene
(LQ=4 ppb) - according to legal limits of 2 ppb and 10 ppb, respectively. Currently, there are no legal
limits for the remaining compounds under study.

In order to determine the precision of the method there were evaluated two important parameters —
repeatability and intermediate precision — in a sample of refined sunflower oil. It was achieved a
relative standard deviation between 3 and 16.9% for the compounds under study, thus confirming the
precision of the method.

The accuracy of the method was also evaluated through the calculation of Z-score values, obtained in
interlaboratory tests, which have proved satisfactory. Moreover, recovery tests were carried out, which
however did not show the expected values, thus being necessary in the future, a more detailed study

of this parameter.

Key-Words: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, SPE- HPLC-FLR, Sunflower Oil.
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1. Grupo Sovena

1.1. Histéria da Empresa

A histéria da empresa tem inicio nos finais do séc. XIX criado por Alfredo da Silva, cresce o primeiro
grupo industrial, comercial e financeiro de Portugal, a CUF, representada pela juncdo de duas
empresas quimicas, a Unido Fabril e a Companhia da Alianca Fabril.

No inicio do séc. XX, foi considerado o maior grupo portugués, com uma unidade industrial no
Barreiro, com mais de 100 empresas, 110.000 colaboradores e mais de 1000 produtos diferentes nas
areas dos tubos, téxteis, 6leos alimentares, entre outros.

No entanto, apés o 25 de Abril de 1974, deu-se o fim da CUF devido a instabilidade social e politica

causada pelo fim da ditadura em Portugal (1).

Nos finais do séc. XX, com o regresso da estabilidade social e politica da-se a reconstru¢édo do grupo,
pelos portugueses Jorge de Mello e José Manuel de Mello.

Foi entdo que em 1982, Jorge de Mello reentra no mercado portugués com a compra da Sociedade
Alco e Algodoeira Comercial e Industrial, cujo o negécio abrangia a extracdo, a refinagdo e
embalamento de dleos alimentares.

Em 1985, adquiriu também a fabrica Torrejana de Azeites, em Torres Novas (1).

J& na década de 90, com o objetivo de reforcar a lideranga do grupo no mercado de Oleos e azeites,
seguem-se mais aquisi¢es, com a Lusol, responséavel pela extracao e refinacdo de dleos e producao
de sabd8es; a Tagol, encarregue da extracéo e refinacdo de oleaginosas e soja e, s6 mais tarde a
Sovena (criada em 1956) através de uma parceria entre a CUF, a Macedo e Coelho e a Sociedade

Nacional de Sabdes, para a producdo e comercializacdo de 6leos vegetais e sabdes (1).

No inicio do séc. XXI deu-se a reorganizacao industrial do grupo, com as atividades concentradas na
Tagol e na Sovena, assim como o comeco de novas aquisi¢cbes devido as necessidades crescentes

de responder a mercados internacionais (1).

Em 2002, a aquisicdo da empresa Agribética em Sevilha e posterior integracado na Sovena Ibérica de
Aceites, com as atividades de refinagdo e embalamento de 6leos vegetais, na sua grande maioria
azeite, permitiram ao grupo tornar-se o maior operador da Peninsula Ibérica.

Em 2004, o grupo adquire os ativos do, Sim&o & Companhia, de modo a relancar a marca Andorinha

no mercado brasileiro (1).



Ja em 2005, a empresa adquire 80% do capital East Coast Olive QOil, o maior importador e embalador
de azeite nos E.U.A. No mesmo ano, 0 grupo constitui a Tagol Ibérica de Aceites em Espanha para

facilitar o acesso ao mercado de semente de girassol nesse pais (1).

Apé6s alcancados os trés continentes em trés anos, em 2006 0 grupo cria mais uma empresa em
Marrocos, a Soprolives, com apoio do grupo SOMED, que através de exploracdo de olival, tem como
objetivo produzir e comercializar azeite para fornecer diversos mercados internacionais.

Ainda no mesmo ano, a Tagol, em parceria com a Bunge, constitui a BioColza, cujo principal objetivo
consiste na extracéo de semente de colza e comercializacdo de produtos dai consequentes. O grupo
adquire também, em Espanha, 80% do capital da Exoliva, empresa dedicada exclusivamente a
preparacdo e embalamento de azeitonas, destinadas principalmente a exportagdo (mercado Russo,

Ucraniano e do Médio Oriente) (1).

Em 2007, foi criada na Tunisia a Sovena MENA, através de uma empresa local, para fornecer o

mercado tunisino e paises limitrofes (1).

A entrada do grupo na agricultura ocorre em 2006 com a Soprolives em Marrocos, mas é em 2007,
em associagdo com a Atitlan, que se cria o projeto Elaia, que visa a plantacdo de cerca de 10.000
hectares de olival.

Ainda em 2007, uma parceria com a Diester Internacional, leva a criacdo da Agrodiesel instalada
junto a fabrica da Tagol (1).

No ano 2008 comeca a unificacdo do grupo Alco com as respetivas empresas, passando a designar —

se Sovena Group, com 4 unidades de negdcios diferentes (Figura 1.1).

Sovena
Group

Sovenajl Sovena @Sovenajl Sovena
Biodiesel Agriculture Qilseeds Consumer Goods

] t ol

Figura 1.1 Sovena Group - Areas de Negdcio. Adaptado (1)




Em 2010, a Sovena deu inicio a construgdo de um lagar e assinou um contrato que fez aumentar a
exploragéo agricola do grupo a 57 herdades portuguesas e um total de 10 mil hectares de olival. O
grupo Sovena consegue assim assegurar um maior dominio em toda a cadeia de valor do olival, na
vertente da producéo, transformacédo e embalamento.

A campanha de azeite de 2013/2014 contou ja com um novo lagar, o Lagar do Painho, concebido
para laborar a azeitona produzida pela Elaia. Deste modo, o grupo € considerado o 2° maior operador

mundial de azeites tendo obtido, em 2013, mais de 200 000 toneladas de azeite (1).

Hoje em dia, o mercado internacional representa cerca de 80% do negdcio da Sovena, com

exportacdes para mais de 70 paises (1).
1.2. Sovena Portugal Consumer Goods

As instalagfes da empresa situam-se no Barreiro, sendo hoje em dia em Portugal a maior fabrica de
refinacdo e embalamento de 6leos e azeite. Nesta area de negdcio, é considerada uma das unidades
industriais com melhor desenvolvimento tecnoldgico da Europa, razdes que levaram a empresa ao

primeiro lugar no mercado portugués (Figura 1.2).

Figura 1.2 Instalagbes da Sovena Portugal Consumer Goods (2)

A empresa produz grandes marcas portuguesas como Fula, Oliveira da Serra, Vegé e Andorinha. A
fabrica detém uma capacidade diaria de refinagéo de 350 toneladas de girassol ou 320 toneladas de
soja. Sdo embalados diariamente, nos mais diversos formatos e tamanhos, 90.000 L de azeite e
650.000 L de 6leo (2).






2 . Reviséao Bibliogréfica

2.1. Oleos Vegetais

Os 6leos vegetais sdo uma importante fonte de energia na dieta alimentar de muitos consumidores.
Fazem parte de um grupo vasto de compostos designados por lipidos, cuja caracteristica comum é o
facto de serem insollveis em agua e geralmente solGveis em solventes organicos. A distincdo entre
Oleo vegetal ou gordura vegetal faz-se pelo facto de serem liquidos ou sélidos a temperatura de 20°C,
respetivamente (3).

Segundo o Decreto de Lei n°106/2005, as gorduras e os 6leos vegetais devem ser provenientes de
diversos tipos de frutos ou sementes oleaginosas em condicdes de facultar um produto
bromatologicamente aceitavel, em perfeito estado de conservacdo e isento de substancias ou
matérias estranhas & sua normal composi¢cdo bem como de microrganismos patogénicos ou de

substancias destes derivados em niveis suscetiveis de prejudicar a satde humana (3).

O ébleo de girassol, obtido através de refinagdo do 6leo extraido da semente Helianthus annus L., e 0
Oleo de soja, obtido através da refinacéo do 6leo extraido da semente Glycine Max L.Merril, séo dois
dos 6leos vegetais destinados a alimentacdo humana (3).

A mistura destes dois 6leos permite obter um produto final com caracteristicas particulares, resultante

das propriedades de cada um dos 6leos.

Para além deste facto, sdo muito importantes nas propriedades funcionais de muitos alimentos,
conferindo-lhes sabor e palatibilidade. Muitas das aplicagcdes técnicas dos O6leos vegetais nos

alimentos dependem das suas propriedades fisicas e quimicas (4).
2.1.1. Composi¢cao Quimica
Quimicamente um 6leo é constituido por substancias que estéo reunidas em duas classes (5):

¢ Glicéridos: resultantes da esterificacdo de uma molécula de glicerol com até trés moléculas de
acidos gordos, formando predominantemente 97 a 99% de triglicéridos (mas também mono e

diglicerideos resultantes da hidrélise) e acidos gordos livres;

e N&o — glicéridos: como os fosfatos, esterdis, ceras, hidrocarbonetos insollveis, carotendides,

clorofila, tocoferdis (vitamina E), latonas e metilcetonas, em pequenas quantidades (1-3%).

Os acidos gordos que formam os triglicéridos dos 6leos sao acidos monocarboxilicos de cadeia longa

e com o numero de par de atomos de carbono (C4 a C24) dispostos em cadeia lineares. Podem ser



saturados quando possuem apenas ligagcdes simples entre os atomos de carbono ou insaturados
quando possuem um ou mais ligacées duplas entre os atomos de carbono (6).

Na tabela 2.1 esta discriminada a composicédo em acidos gordos do 6leo vegetal em estudo.

Tabela 2.1 Composicdo em acidos gordos do 6leo de girassol (7)

Acidos Gordos Oleo de girassol (%)

Acido caproico C6:0 ND
Acido caprilico C8:0 ND
Acido céaprico C10:0 ND
Acido laurico C12:0 ND - 0.1
Acido Miristico C14:.0 ND - 0.2
Acido Palmitico C16:0 5.0-7.6
Acido Palmitoleico C16:1 ND - 0.3
Acido n-heptadecanoico | C17:0 ND - 0.2
Acido 9 -heptadecanoico | C17:1 ND - 0.1
Acido estearico C18:0 2.7-6.5
Acido oleico ci1s:1 14.0 - 39.4
Acido linoleico c18:2 48.3-74.0
Acido linolénico C18:3 ND - 0.3
Acido araquidico C20:0 0.1-0.5
Acido eicosendico C20:1 ND - 0.3
Acido eicosadientdico | C20:2 ND
Acido beénico C22:0 0.3-15
Acido ertcico c22:1 ND - 0.3
Acido docosadiendico | C22:2 ND - 0.3
Acido linhocérrico C24:0 ND - 0.5
Acido tetracosenoico C24:1 ND

ND — n&o detetado (valores <0,05%)



2.1.2. Importancia Nutricional

Os é&cidos gordos executam diferentes fun¢des ao nivel da nutricdo humana, podendo apresentar
efeitos benéficos ou prejudiciais para a salde, consoante o tipo de acido gordo. Os acidos gordos
insaturados, como o acido linoleico e o oleico, sdo os acidos gordos que o organismo melhor tolera,
uma vez que 0 seu consumo esta associado a uma diminuicdo da fracao LDL do colesterol sanguineo
e com a manutencédo da integridade celular. Os acidos gordos saturados como o ladrico, o miristico e
0 palmitico, estdo presentes geralmente em pequenas quantidades e contribuem para elevar o

colesterol sanguineo e os niveis de LDL (8).

Os 6leos vegetais tém ainda outros beneficios escondidos que é importante salientar, nomeadamente
a sua composicdo em acidos gordos essenciais — 6mega 3 e 6mega 6 — 0S quais 0 organismo nao
consegue produzir e por iSso necessita obter através da alimentacdo. Estes 4cidos contribuem para
bom funcionamento do metabolismo, que tem um papel fundamental no desempenho das hormonas
e das substancias que controlam a fluidez do sangue. De igual modo, contribuem para o crescimento
e desenvolvimento cerebral, especialmente nas criancas.

Os 6mega-3 do tipo ALA encontram-se no 6leo de soja e sédo fundamentais ao bom desempenho dos
neurdnios. Relativamente aos 6megas - 6, mais conhecidos por &cido linoleico, é possivel encontra-

los nos 6leos vegetais como milho, soja e girassol (9).
2.1.3. Processamento Industrial

Apés a rececdo das sementes oleaginosas e respetivo armazenamento em silos, efetua-se a pré-
limpeza com auxilio de separadores magnéticos para eliminacdo de materiais ferrosos.
Seguidamente procede-se a pesagem e limpeza, com posterior moagem. Posteriormente, é feito um
acondicionamento das sementes através de vapor ocorrendo a coalescéncia de bolhas de 6leo e
agregacéo proteica (10).

O ¢leo propriamente dito € obtido por extracdo, em primeiro lugar, efectua-se uma prensagem
mecanica, obtendo-se o 6leo de primeira pressdo, e uma pasta que é submetida a extracao por
solvente. Assim sendo, obtém-se um 6éleo de segunda pressao que sofre uma separagédo do solvente
por destilagdo e consequente degomagem, secagem e arrefecimento do 6leo, ao qual se adiciona ao
primeiro éleo bruto (10).

O bagaco obtido da segunda pressdo, passa por uma fase de dessolventizagdo, com posterior
granulacao, arrefecimento e secagem, podendo destinar-se a alimentagao animal.

No caso do 6leo de girassol o rendimento obtido da extragdo por prensagem e por solvente é, em
média, 65% e 35%, respetivamente. Contrariamente, no 6leo de soja a extracdo € apenas efetuada

com solvente obtendo-se apenas 25% de 6leo (10).



Na extracdo com solventes utiliza-se o hexano comercial, ou seja, n-hexano com uma percentagem
de 50-90% em volume (10).

Apbs a obtencdo do 6leo bruto, que contém impurezas (como acidos gordos livres, fosfolipidos,
ceras, pigmentos, proteinas, glicidos, pesticidas e micotoxinas), é feita a sua remocéao por refinacdo

de modo a garantir a estabilidade, o sabor, a aparéncia e o odor do produto final.

Deste modo, o processo de refinagcdo do 6leo de girassol é constituido pelas seguintes fases:

1) Neutralizacdo

O dleo bruto é enviado para a unidade de neutralizacdo, sendo primeiramente adicionado ao 6leo
uma solucdo aquosa de acido fosférico para ajudar na hidratacdo dos fosfatideos ndo hidrataveis.
Apoés esta fase, estes tornam-se hidréfilos permitindo assim a solubilidade do fésforo em agua.

Logo apdés a reacdo quimica, as massas de neutralizacdo sdo separadas do 6leo neutro por
centrifugacdo a temperatura de 80-90°C. As respetivas massas, que constituem um subproduto de

valor acrescentado, sdo depositadas num tanque e vendidas a uma empresa externa (11).

2) Winterizac&o

Esta etapa tem como objetivo remover as ceras e estearinas contidas no éleo de girassol, que a

temperaturas baixas podem solidificar, dando turbidez ao éleo.

A operacdo realiza-se por arrefecimento do 6leo até cerca de 6 a 10°C, num periodo de 8 horas em
maturadores. Assim sendo, ao 6leo neutro obtido é adicionado uma solugdo de soda caustica, que
permite a formacdo de cristais de ceras que serdo posteriormente separadas do Oleo na fase
aquosa/sabdes por centrifugacdo. Consoante a quantidade de sabfes presentes € adicionado acido

sulfarico (98%) e &cido cloridrico (33%) com objetivo de quebrar a emuls&o gordura e agua.

As aguas sdo posteriormente neutralizadas com hidréxido de sédio para corrigir o pH para valores de
5,5 -7,5, sendo encaminhadas para EPTARI. Em relagéo as ceras, estas sdo encaminhadas para um

tanque de expedic&o para posterior venda (11).

3) Lavagem

O objetivo nesta fase € remover os restos de sabdo ainda presentes no 6leo. Deste modo, ao 6leo
neutro winterizado é adicionado agua quente (10%), sendo a mistura aquecida a 80-90°C de modo a
solubilizar os sais de so6dio na agua. Posteriormente as fases sdo separadas novamente por

centrifugacéo (11).



4) Brangqueamento

Apés obtido o 6leo lavado, este segue para a fase de branqueamento aonde s&o adicionadas as
terras de branqueamento e o carvao ativado, para remocdo de pigmentos (clorofila, carotenos, e
peréxidos), residuos de sabdes, fosfatideos, entre outros. Para além disto, o 6leo sofre uma
descoloracdo a determinadas condi¢cdes de temperatura e pressdo de modo a garantir a remocao de
humidade e ar.

Por outro lado, a adicdo de carvdo ativado permite a adsorcdo dos PAHs pesados, ficando desta
forma retido nas terras e eliminado do 6leo.

Nesta etapa, a adicdo de &cido citrico permite a formacdo de complexos com metais pesados
ajudando a sua remocgao.

Posteriormente, a remocéo das terras é realizada por filtracéo, ficando uma percentagem residual de
6leo de 20-30% no bolo (11).

5) Desodorizacédo

O dleo branqueado segue para a etapa de desodorizacdo para a destilagdo/volatilizacdo dos
compostos através de vacuo, a pressdes a rondar os 2 Torr e a temperaturas de 230°C. Ao processo
é adicionado vapor direto, para garantir que todas as particulas estdo a temperatura e a pressao de
desodorizagdo, assim como se obtém uma maior &rea especifica e naturalmente maior eliminacédo de
compostos volateis.

Nesta etapa, h& ainda eliminacdo dos PAHs de baixo peso molecular (compostos por 2 a 3 anéis
aromaticos).

Relativamente aos destilados obtidos, estes sdo armazenados em tanques de expedi¢cdo para a

respetiva venda (11).

6) Polimento final

Para que esta operacdo possa ocorrer, o 6leo de desodorizacdo é encaminhado para uma zona de
refrigeracdo, sendo arrefecido até 12-15°C por um permutador com &gua glicolada, seguindo
posteriormente para maturadores durante 12 a 17 horas.

Por dltimo, é adicionado ao 6leo coadjuvantes de filtracdo e celulose de forma a auxiliar a sua
filtrac&o (filtros de placas). Os bolos obtidos s&o recolhidos por uma empresa externa para juncédo em

farinhas para animais (11).

Relativamente ao processo de refinacdo do 6leo de soja ha que ter em conta que a etapa de
winterizacdo nao ocorre, uma vez que 0 mesmo nao contém ceras. Deste modo, esta etapa é
substituida por duas lavagens com agua, seguidas de uma centrifugacdo cada, respetivamente. As

restantes etapas processam-se de igual modo como apresentado acima.



2.2. Contaminantes dos 06leos vegetais

2.2.1. Enquadramento Legal

A crescente procura de alimentos seguros tém levado as entidades europeias a criar regulamentos
cada vez mais restritos para o controlo de contaminantes nos alimentos.

Em geral, tal contaminacdo advém de diversas fontes e processos de producédo que apresentam um
efeito negativo na qualidade dos alimentos podendo assim por em risco a salde publica.

Deste modo, com o intuito de proteger a salde humana é necessario manter os contaminantes a

niveis aceitaveis do ponto de vista toxicologico (12).

Assim sendo, as normas em vigor relativas aos teores maximos de certos contaminantes presentes
nos alimentos encontram-se enunciados no regulamento (CE) n°1881/2006 e posteriores alteracdes

no:

e Regulamento (UE) n®1259/2011 da Comissédo de 2 de Dezembro de 2011 referente aos teores
maximos para as dioxinas, PCB sob a forma de dioxina e PCB nao semelhantes a dioxinas nos
géneros alimenticios;

e Regulamento (UE) n°835/2011 da Comissé@o de 19 de Agosto de 2011 referente aos teores
méaximos de PAHs presentes nos géneros alimenticios;

e Regulamento (CE) n°1151/2009 da Comisséo de 27 de Novembro de 2009 que imp&e condi¢des
especiais a importacao de 6leo de girassol originario ou expedido da Ucrania devido a riscos de

contaminagdo com éleo mineral e que revoga a Decisdo 2008/433/CE.

Sendo o elemento em estudo o 6leo de girassol, sdo citados, na tabela 2.2, os limites legais

permitidos para cada contaminante nos 6leos e gorduras vegetais.

Tabela 2.2 Teores méximos de contaminantes permitidos nos 6leos e gorduras vegetais (12) (13)

(14) (15)
Contaminantes \ Teores Maximos
T Dioxinas | = Dioxinas e PCBsoba | 5 pep (55 55 101,138,153,180)
. forma de dioxina
Dioxinas e
PCBs 0,75 pg/g de
gordura 1,5 pg/g de gordura 40 ng/g de gordura
Chumbo 0,1 mg/kg
Benzo[a]Pireno 2 4 PAHs
PAHs
2 pg/kg 10 pg/kg
Oleo Mineral < 50 mg/kg
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2.2.2. Tipos de Contaminantes

Dioxinas e PCBs

As dioxinas e os PCBs sob a forma de dioxinas sdo compostos quimicos toxicos que decorrem de

certos processos nhaturais ou industriais.

Na sua constituicao, as dioxinas incluem um conjunto de 75 dibenzo-p-dioxinas policlorados (PCDD)
e 135 compostos de dibenzofuranos policlorados (PCDF), sendo 17 de preocupacdao a nivel
toxicolégico. Sao subprodutos de varios processos quimicos, formando — se em praticamente todos

0s processos de combustéo (12).

Relativamente aos PCBs, estes possuem um grupo de 209 compostos, entre 0s quais 12 apresentam

caracteristicas idénticas as dioxinas, sendo por isso designados por PCB sob a forma de dioxina (12).

A principal via de exposi¢cdo a estes compostos € através da ingestdo de alimentos, apresentando
efeitos nefastos para a salde, tais como cancros, problemas imunitarios e do sistema nervoso, entre
outros (16).

Chumbo

O chumbo encontra-se largamente disperso na natureza, na sequéncia de processos antropogénicos
como atividades industriais na combustdo do carvdo ou incineracdo de residuos que constituem
fontes emissoras de metais pesados.

As vias de exposi¢do ao chumbo s&o a via cutanea, oral ou por inalagcdo, sendo no entanto a ingestao
de alimentos a principal via de exposi¢do humana.

A presenca de chumbo pode constituir um grave risco para a saude humana, incitando ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e reducdo do desempenho intelectual e cognitivo nas

criangas (16).

Oleo Mineral
O 6leo mineral é um subproduto de baixo custo obtido da destilagdo do petréleo durante a producéo

da gasolina. E um 6leo incolor, transparente, e praticamente inerte, composto essencialmente por

alcanos (entre 15 e 40 carbonos) e parafinas ciclicas.
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A presenca de 6leo mineral nos alimentos suscitou uma maior preocupacdo desde 2008, aquando
milhares de toneladas de 6leo de girassol proveniente da Ucrénia, apresentava valores elevados na
sua constituicao.

Assim sendo, foi criado a nivel europeu um sistema de controlo adequado, para garantir que todo o
Oleo de girassol a ser exportado pela Ucrania se apresentava isento de éleo mineral, tornando o 6leo

de girassol préprio para consumo (17).

O ¢6leo mineral tem sido detetado em diferentes géneros alimenticios, como 6leos alimentares, ovos,
legumes, gordura de cacau, entre outros. As principais fontes de contaminacdo sdo provenientes de
materiais de embalagem, lubrificantes das linhas de producédo e contaminag&do ambiental.

2.3. Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (PAHS)

2.3.1. Legislacéo

Tendo em conta 0 Regulamento (CEE) n°315/93 do Conselho, de 8 de Fevereiro de 1993, que
estabelece 0s procedimentos comunitarios para 0s contaminantes presentes nos géneros
alimenticios, a comissdo das comunidades europeias adotou mais recentemente o Regulamento (CE)
n°1881/2006, que fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros

alimenticios, particularmente o teor maximo de B[a]P (13).

O B[a]P pertence ao grupo dos PAHs e, com base num parecer do CCAH, é utilizado como marcador
relativamente a ocorréncia e ao efeito de PAHs cancerigenos nos géneros alimenticios. No entanto,
em Dezembro de 2002, o CCAH recomendou que s&80 nhecessarias mais analises sobre as
proporcdes relativas de PAHs nos alimentos, para uma decis@o sobre a manutencédo do B[a]P como

marcador (13).

Na sequéncia da recomendacao relativa a investigacdo suplementar dos niveis de PAHs em certos
alimentos (2005/108/CE), dezoito Estados Membros apresentaram cerca de 10000 resultados para 0s
niveis de PAHs em diferentes produtos alimentares (13).

Assim sendo, a Comissédo solicitou a AESA a reavaliacdo dos novos dados relativamente a
ocorréncia de PAHs cancerigenos nos alimentos, sendo que uma avaliacdo destes dados realizados
em Junho de 2007 e atualizado em Junho de 2008 demonstrou que o B[a]P pode ser detetado em
50% das amostras. No entanto, em cerca de 30% das amostras, foram detetados outros PAHs
carcinogénicos e genotoxicos, apesar de testes negativos para o B[a]P. Dos PAHSs individuais, o
criseno foi 0 mais vulgarmente encontrado em amostras negativas para o B[a]P, atingindo 242 g / kg
(18).
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Posto isto, o painel CONTAM da AESA conclui que o B[a]P ndo é um marcador adequado para
ocorréncia de PAHs nos alimentos e que um sistema de 4 PAHs' ou de 8 PAHs® seriam os
indicadores mais adequados dos PAHs nos alimentos (18).

Deste modo, foi dada especial atencdo a oito PAHs carcinogénicos e genotéxicos medidos nas
misturas de alcatrdo de hulha utilizado nos estudos de carcinogenicidade, que individualmente ou em
combinacdo, sdo atualmente os possiveis indicadores do potencial cancerigeno de PAHs nos
alimentos (18).

Com base nos dados atualmente disponiveis relativos a ocorréncia de toxicidade, o Painel CONTAM
concluiu que os 8 PAHs nédo fornecem valor acrescentado em comparagéo com 4 PAHs (18).

Foram assim introduzidos novos teores maximos para a soma dos 4 PAHs de 10 ppb nos éleos e
gorduras, sustentando, no entanto um teor maximo distinto para o B[a]P de 2 ppb, de modo a garantir

a comparabilidade com dados anteriores e futuros (13).

2.3.2. Aspetos Gerais

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS) constituem uma classe de contaminantes que se
encontram presentes nos alimentos e no ambiente. Sdo formados durante a combustdo incompleta
de material organico a elevadas temperaturas, através de processos antropogénicos ou naturais.

As fontes antropogénicas mais importantes incluem queima de carvdo, fumo de cigarro, emissdes
automoveis, incineracdo, aquecimento doméstico e processos industriais. Enquanto que, as principais
fontes naturais compreendem erupcdes vulcanicas, fogos florestais e processos geotérmicos com
emissao de PAHs bastante reduzida (19) (20).

O caracter ubiquo dos PAHs confere-lhes vasta mobilidade no meio ambiente, estando dispersos no
ar, na agua e no solo. Centenas de PAHs foram identificados como compostos precursores de a¢des
mutagénicas e carcinogénicas e representam elevado risco para a saude humana. No entanto de
acordo com a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (EPA) sédo considerados como

poluentes organicos prioritarios, 16 hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Figura 2.1) (21).

L4 PAHs — benzo[a] antraceno, criseno, benzo [b] fluoranteno e benzo [a] pireno.

28 PAHs — benzo [a] antraceno, criseno, benzo [b] fluoranteno, benzo [K] fluoranteno, benzo[a]pireno, benzo
[9,h,i] perileno, dibenzo [a,h] antraceno e o indeno [1,2,3-cd] pireno.
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10 PAH’s Leves

6 PAH’s Pesados

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno
Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno
Benzo [a] antraceno Criseno

fif:

Benzo [b] fluoranteno Benzo [a] pireno Benzo [k] fluoranteno
A =

Indeno [1,2,3-cd]

pireno Dibenz [a,h] antraceno Benzo [ghi] perileno

Figura 2.1 16 PAHSs considerados poluentes prioritarios pela EPA (18) (24)
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2.3.3. Estrutura Quimica

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) sdo uma classe de compostos organicos, que
contém unicamente hidrogénio e carbono, unidos por dois ou mais anéis aromaticos. A fusdo destes
compostos pode ser linear, com anéis em linha (antraceno); angular, com anéis em escada

(fenantreno) ou agrupada em que pelo menos um dos anéis esta rodeado em 3 lados (pireno) (22).

Integram um grupo mais vasto, os compostos aromaticos policiclicos (PACs), que incluem PAHs
contendo grupos hidroxilo (-OH), amino (-NH), nitro (-NO,), ciano (-CN), carboxilo (-COOH) ou cloro (-
Cl) ligados aos anéis de estrutura basica. Os atomos de carbono dos anéis benzénicos podem ainda

ser substituidos por azoto, enxofre e oxigénio (22).

Os PAHs podem considerar-se em dois grandes grupos consoante a natureza dos seus anéis,
respetivamente alternantes e néo alternantes. No primeiro caso, os PAHs derivam do benzeno por
fus@o de anéis benzénicos. Relativamente aos ndo alternantes, para além dos anéis aromaticos

podem conter anéis com diferentes atomos de carbono (23).

Podem ainda dividir-se em PAHSs leves, contendo dois a quatro anéis arométicos, nomeadamente
naftaleno, acenafteno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo (a)
antraceno e criseno que apresentam elevada toxicidade, no entanto ndo sdo carcinogénicos; ou
PAHs pesados contendo cinco a seis anéis aromaticos, particularmente benzo[b]fluoranteno,
benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[ghi]perileno e indeno [1,2,3-c,d]

pireno (24).

2.3.4. Caracteristicas Fisico — Quimicas

O comportamento, o transporte e o destino dos PAHs no meio ambiente dependem essencialmente
das suas caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas, que em grande parte sdo determinadas pela
estrutura quimica. Deste modo, parametros como o ponto de ebulicdo, ponto de fuséo, pressédo de
vapor e solubilidade em agua, variam principalmente com a massa molecular (Tabela 2.3).

A temperatura ambiente, os PAHs sdo sélidos e apresentam habitualmente, altas temperaturas de
ebulicdo e de fusdo, assim como, baixas pressdes de vapor e solubilidade em agua. Os valores
relativos as duas Ultimas propriedades tendem a diminuir com o aumento da massa molecular,

contrariamente aos pontos de ebulicdo e fusdo que tendem aumentar (25).

Relativamente a volatilidade, alguns PAHs s8o semi — volateis, sendo no entanto muito deles

conduzidos a grandes distancias e adsorvidos em particulas suspensas no ar. Os PAHs com dois a
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trés anéis aromaticos encontram-se totalmente na fase de vapor, sendo os de cinco ou mais anéis

aromaticos encontrados especificamente em particulas presentes no ar (18).

Devido ao seu caracter lipofilico, os PAHs tendem a acumular em tecidos lipidicos de organismos
vivos, sendo que nas plantas estes compostos fixam-se mais facilmente na superficie,
nomeadamente nas folhas.

A hidrofobicidade é uma peculiaridade destes compostos, que sdo na sua maioria soldveis em

solventes orgéanicos e relativamente insoliveis em agua (18).

Quimicamente, os PAHs sdo estaveis no entanto podem ser foto-oxidados e degradados em
compostos mais simples, quando sujeitos a elevadas temperaturas (50°C) e a presenca da luz,
especialmente a luz ultravioleta (19).

Em condicdes aerdbicas os PAHs com quatro anéis aromaticos sdo biodegradaveis, sendo que
velocidade de degradagdo diminui com o aumento do nimero de anéis. Contrariamente, sob
condi¢des anaerdbicas a velocidade de degradacéo de todos os compostos € lenta (20).

16



Tabela 2.3 Propriedades Fisico - Quimicas dos 8 PAHs (26)

Constante de

Ponto de Ponto de Pressao de - .
Substéncia L ebulicdo fuséo Vapor (Pa a Legle | seitleee: em agua (mgll, H%nry 4
(g/mol) () ) 25°C) (ola) 257C) (Pam™mol™ a
25°C)
Benzo[a]antraceno 56-55-3 228,3 400 160,7 2,8.10° 5,91 0,0090 1,22
Criseno 218-01-9 228,3 448 253,8 8,4.10™ 5,86 0,0018 0,53
Benzolb]fluoranteno 205-99-2 252,3 481 168,3 - 5,78 0,0015 0,05
Benzo[k]fluoranteno 207-08-9 252,3 480 215,7 1,3.10” 6,11 0,0008 0,04
Benzo[a]pireno 50-32-8 252,3 496 178,1 7,3.107 6,35 0,0038 0,03
. 1,3.10° .
Indeno[1,2,3-cd]pireno 193-39-5 276,3 530 163,6 (20°C) - 0,0002 0,03 (20°C)
Benzo[g,h,i]perileno 191-24-2 276,3 550 278,3 1,4.10° 6,9 0,0003 0,03 (20°C)
-8
ibenzo[a,h]antraceno -70- ’ , . , , -
Dib h 53-70-3 2784 524 266,6 1(230&8) 6,75 0,0005
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2.3.5. Formacéo dos PAHs

Os PAHs podem ser sintetizados a partir de hidrocarbonetos saturados, sob condicdes de deficiéncia
de oxigénio, assim como de presséo e calor. A pirdlise e pirossintese sdo dois mecanismos distintos
de formagé&o destes compostos (27).

Quando a temperatura excede os 500°C, compostos organicos de elevada massa molecular sédo
quebrados em moléculas menores, com dois ou trés anéis aromaticos e radicais livres (pirélise). Os
PAHs e os radicais livres gerados podem recombinar —se para produzir moléculas mais estaveis,
com 6 anéis aromaticos, que séo resistentes a degradacao térmica (pirossintese) (27).

No entanto a formacdo de PAHs também pode ocorrer a baixas temperaturas, contudo requer mais
tempo e pode originar grandes quantidades de hidrocarbonetos alquilados (28).

A figura 2.2 esquematiza a formacdo da generalidade dos PAHs sintetizados a partir de

hidrocarbonetos saturados.

H
;

H H N
| “H e C;'--.__h H
H—C—C—H ———= I b Td—n

| | calor /C .
H H H \ ‘-‘h"’-.__ X/
H ~C
7N
A H
calor -H

Hidrocarbonetos
Aromaticos -
Policiclicos

Figura 2.2 Formagédo de PAHs: Pirossintese. Adaptado (27)
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2.3.6. Toxicidade dos PAHSs

Em 1755, Percival Pott realizou em Londres os primeiros estudos sobre a atividade carcinogénica dos
PAHs devido ao aumento de incidéncia de cancro de escroto em limpadores de chaminés, como
resultado da exposicdo a fuligem. Trabalhos realizados por Pott constituiram mais tarde um incentivo
na pesquisa destes compostos, sendo que em 1920 ocorreram as investigacdes mais importantes
nesta area (25).

Desde entao, diversas pesquisas epidemiolégicas estabeleceram uma relacédo entre a exposicéo de
PAHs e o risco elevado de diversos tipos de cancro, nomeadamente do pulmé&o e pele, assim como
do estbmago, esdéfago, faringe e vias urinarias. Assim sendo, a crescente preocupa¢do com os PAHs
nos alimentos e no meio ambiente, tem vindo a aumentar, devido a facilidade com que sé&o
absorvidos pelo organismo através da inalagdo, pele ou ingestdo, levando ao aparecimento de

diversos tipos de doencas carcinogéneas e mutagénicas.

A acdo exercida por estes compostos é ativada durante o seu processo metabdlico, resultante da
acao dos sistemas enziméticos enddgenos. Uma grande diversidade de enzimas esta envolvida na
metabolizacdo destas substancias, podendo contribuir para a formacdo de metabolitos inécuos, que
séo excretados, ou alternativamente originar metabolitos ativos que tém a capacidade de se ligaram
ao ADN, e consequentemente originar tumores (Figura 2.3) (29).

Segundo a IARC, os PAHSs séo classificados de acordo com a evidéncia de compostos cancerigenos

em humanos e em animais experimentais, como apresentado na Tabela 2.4.

Metabolitos igaca ~
Activos = ;gZ%NO = Mutag&o =3 Tumor
Sistemas
=3 enzimaticos
enddgenos

Metabolitos

IN6CUOS =>» Excretados

Figura 2.3 Processo de exposicao de PAHs na saude humana. Adaptado (29)

A quantidade absorvida por inalacdo varia de acordo com a poluicdo atmosférica, que esta
diretamente relacionada com a urbanizacéo, o trafego de veiculos e com o tipo e a industrializacéo
local. Em ambientes fechados, a presenca do fumo do cigarro e as fontes de aquecimento podem

contribuir para o0 aumento dos niveis ambientais de PAHs (25).
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A absorcdo dérmica apresenta bastante impacto em diversas atividades industriais, sendo
responsavel por até 90% da quantidade absorvida pelo organismo.

Os alimentos representam outra fonte importante de exposicdo de PAHs, devido a deposicéo
atmosférica sobre vegetais, frutas e grao, para além da sua formacéo durante o cozimento.

Estudos realizados com pessoas ndo-fumantes e ndo expostas estimam uma ingestao diaria de 3,12
pg/kg de oito PAHs (benzo[alantraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzolk]fluoranteno,
benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[ghi]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno) sendo os
alimentos, responsaveis por cerca de 96% desta ingestdo. O restante é absorvido diretamente do ar
(1,6%), da agua (0,2%) e do solo (0,4%) (25).

Para além destas substancias serem consideradas precursoras de a¢Bes mutagénicas e tumorais,
tem sido atribuidas outras alteracfes toxicoldgicas préprias destes componentes, homeadamente
imunossupressao, atividade estrogénica e anticolinesterasica e inducdo de enzimas microssomais
(22). Assim sendo, devido & seriedade dos efeitos que a exposi¢cdo aos PAHs pode ter sobre o
organismo, fez com que especial atencdo fosse dedicada ao desenvolvimento de metodologias

analiticas para identificacao e determinac¢é@o da concentracédo absorvida.

Tabela 2.4 Classificagéo dos 8 PAHs segundo a IARC. Adaptado (26)

PAHs ‘ Classificacao®

Benzo[a]antraceno Grupo 2B
Criseno Grupo 2B
Benzo[b]fluoranteno Grupo 2B
Benzo[Kk]fluoranteno Grupo 2B
Benzo[a] pireno Grupo 1

Dibenzo[a,h]antraceno Grupo 2A

Benzo[g,h,i]perileno Grupo 3

Indeno[1,2,3-cd]pireno Grupo 2B

3 Grupo 1 - Carcinogénico para os humanos
Grupo 2A e 2B - Possivelmente carcinogénico para os humanos
Grupo 3 — Nao classificado quanto ao caracter carcinogénico para humanos

Grupo 4 — Provavelmente ndo carcinogénico para os humanos
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2.3.7. Presenca de PAHs em dleos vegetais

A incidéncia de PAHs nos alimentos e bebidas representa nos dias de hoje uma das maiores fontes
de exposicdo humana a este tipo de compostos. Os alimentos podem ser contaminados a partir de
PAHs dispersos no meio ambiente (agua, ar e solo), no processamento industrial (etapas que
envolvem aquecimento, fumagem e secagem) e cozimento (grelhar, assar e fritar) (21).

Tendo em consideracédo que os 6leos e gorduras vegetais constituem um grupo relevante de PAHs
na alimentacéo, devido a sua natureza lipofilica, é importante conhecer a origem da contaminacao e

avaliar os riscos para a populagdo em geral.

Os dleos vegetais, naturalmente livres de PAHSs, sdo contaminados por diferentes vias, tais como a
combustdo dos solos, a poluicdo atmosférica, os tratamentos térmicos utilizados na sua preparagéo
e manufatura (como secagem direta dos grdos/sementes com gases de combustdo antes da extracao
e contacto direto com os solventes extratores), os residuos de 6leo mineral contaminado e material
de embalamento (30).

No entanto, estudos indicam que a maior fonte de contaminacdo de 6leos e gorduras advém
principalmente de poeiras presentes no meio atmosférico, acolhendo grandes quantidades de PAHS,
que se depositam nos campos agricolas durante o periodo de desenvolvimento das plantas afetando

assim o produto final (25).

2.3.7.1. Influéncia da Refinacéao

Estudos realizados, indicam que as diferentes etapas da refinacdo tém influéncia na reducdo de
PAHs, sendo o teor total reduzido em cerca de 72% em 6leo de girassol e 87% em 06leo de soja
(Tabela 2.5). Em ambos os casos, a diminuicdo de PAHs leves (71% e 88% para 6leo de girassol e
soja, respetivamente) € significativamente mais elevada do que a diminuicao de PAHs pesados (79%

e 49% para 6leo de girassol e soja, respetivamente) (30).

Em relacdo as diferentes etapas de refinacdo, a desodorizagdo apresenta maior impacto na reducéo
total de PAHSs, sendo que é responséavel pela eliminacdo de PAHSs leves, permanecendo os de maior
massa molecular no 6leo. Contrariamente, na etapa de branqueamento o tratamento com carvao

ativado adsorve principalmente PAHs de peso molecular mais elevado.
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Tabela 2.5 Teor de PAHSs (ppb) durante o processo de refinacéo de 6leos vegetais. Adaptado (30)

Oleo de girassol

Oleo de soja

Bruto Neutralizado Branqueado Desodorizado Bruto Neutralizado Branqueado Desodorizado
PAHs leves 15,59 11,06 7,5 4,53 63,59 42,56 43,45 7,79
PAHs pesados 1,77 0,73 0,46 0,37 1,74 1,6 1,25 0,89
Total 17,36 11,8 7,96 4,9 65,33 44,16 44,71 8,67
% de reducao - 32 54,1 71,8 - 32,4 31,5 86,7
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2.4. Método analitico de determinacao de PAHs

Sendo a alimentacdo a principal via de exposigdo dos humanos a estes compostos, € importante a
determinacé@o de PAHs nos alimentos de modo avaliar o risco carcinogéneo. Neste contexto, ao longo
dos anos, foram desenvolvidas diversas técnicas de analise que tém como objetivo obter resultados
satisfatorios a baixo custo. Assim sendo, devido ao elevado ndmero de amostras analisadas na

indUstria € necessario desenvolver um método que seja simples, rapido e economicamente viavel.

e Preparacdo de amostras

Durante a preparacéo das amostras deve-se proceder ao armazenamento adequado das amostras, e
reduzir-se ao minimo o contacto com os plasticos, preferindo o uso de material de vidro previamente
lavado (18).

Sendo estes compostos pertencentes a um grupo de diferentes solubilidades e volatilidades deve-se
também ter especial cuidado, na etapa de evaporacao de solventes, para evitar perdas dos volateis
com reduzidos numeros de anéis, como é o caso do criseno e benzo[a]antraceno (31).

Relativamente a degradacédo de PAHSs, aconselha-se a redu¢do ao méaximo do contacto com o ar e a

luz, de modo a evitar a decomposi¢cdo dos compostos e aumentar as taxas de recuperacao.

e Método de extracdo em fase solida (SPE)

A extracdo em fase sélida € atualmente umas das técnicas mais utilizadas para extracdo e/ou
concentracdo de amostras complexas, tendo sido realizada neste trabalho, para suprir as
desvantagens apresentadas pela extracéo liquido-liquido (ELL).

As vantagens apresentadas pela SPE sdo o menor consumo de solvente organico, elevadas
percentagens de recuperagdo de analito, volumes reduzidos de residuos toxicos, capacidade de
aumentar a concentracdo de analito, assim como a disponibilidade comercial em equipamentos e
adsorventes.Como desvantagens, a SPE apresenta elevados custos do equipamento (manifolds) e
cartuchos e, possivelmente, a dificuldade em escolher a fase soélida adequada para a aplicacdo
desejada (32).

Os principais objetivos deste método sdo a remocdo de interferentes da matriz, a concentracéo e
isolamento de analitos. A eluicdo de uma solugdo de amostra € realizada com o auxilio de uma
camara de vacuo (manifold) e cartuchos constituidos por suportes sélidos com estrutura de silica ou

polimérica, com diferentes grupos funcionais ou polaridades.
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Geralmente, os procedimentos de extracdo em fase solida incluem quatro fases (figura 2.4):

1)

2)

3)

4)

Condicionamento da fase sélida com solvente adequado para ajustar as forcas do solvente
de eluicdo com o solvente da amostra. O solvente utilizado no condicionamento dependera
da matriz a ser processada e da fase sdlida a ser ativada, selecionando sempre um solvente
com caracteristicas idénticas ao solvente no qual a amostra esta diluida (32);

Insercao da amostra, quando ocorre a retencao do analito e as vezes de alguns interferentes
(32);

Limpeza da coluna para retirar os interferentes menos retidos que o analito, ou seja, procede-
se a lavagem da coluna com o solvente (clean-up) proprio da amostra para que tenha forga
suficiente para arrastar os interferentes, contudo ndo os analitos (32);

Eluicdo do analito de interesse, em que se deve utilizar um volume pequeno de eluente, de
forma que a solucéo eluida se encontre em quantidade apropriada para andlise. O eluente
deve eluir os analitos de interesse, mas ndo permitir a eluicdo dos interferentes que nao
tenham sido eliminados na etapa anterior, por estarem retidos na fase sélida. O solvente de
eluicdo utilizado deve ter maior forca de eluicdo que o solvente utilizado na etapa anterior, o

que é obtido aumentando-se a quantidade de solvente organico (32).

¢ analitos

® A & interferentes

1) 2) 3) 4)

e

m T

) h) 2 E
condicionamento introdugéao lavagem com eluigdo dos
da amostra solvente ou clean-up analitos

Figura 2.4 Etapas de Extracdo em fase sélida (32)

Nos ultimos anos, a extracdo em fase solida tem sido utilizada na determinagdo de PAHs em

alimentos, devido ao reduzido tempo de andlise e solventes utilizados. A fase sdélida comumente

z

utilizada nos o6leos vegetais é silica quimicamente ligada a C8, C12, C18, ciclohexilo, fenilo e

aminopropril. Os melhores valores de recuperacéo foram obtidos com o cartucho C18 e hexano como

eluente. Contudo, para otimizar as taxas de recuperagdo, ha fatores a ter em conta, como o
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acondicionamento do cartucho, a velocidade de passagem da amostra, a concentracdo de PAHs na

amostra, a secagem apo6s passagem e o0s solventes de eluicao utilizados (32).

Sendo as concentracdes muitas baixas de PAHs e os analitos apresentarem caracteristicas quimicas
distintas e matriz complexa, é necessario a realizacdo prévia da preparacdo da amostra, que tem
como objetivo a remocao de interferentes da matriz, assim como a concentracdo e o isolamento dos
analitos de interesse. O método de preparacdo da amostra deve ser tdo simples quanto possivel,
uma vez que reduz o tempo de andlise, assim como o nimero de etapas que possibilita a introducao
de erros (32).

e Separacdo e Detecdo Cromatogréfica

A quantidade de PAHs extraida e isolada dos alimentos € uma mistura complexa de diversos
compostos, que exige métodos de separacéo eficientes e com elevada resolugéo. Existem diferentes
técnicas analiticas para a separacdo e determinagdo destes carcinogéneos em matrizes alimentares,
como cromatografia gasosa (GC), cromatografia de liquida de elevada eficiéncia (HPLC),
cromatografia com fluidos supercriticos (SFC), cromatografia em camada fina (TLC) ou a
electroforese capilar (CE). No entanto, os métodos mais utilizadas na analise quantitativa de PAHs
em Oleos vegetais sédo GC e HPLC, sendo cada vez mais comum a utilizacdo de equipamentos

UPLC, que permitem separar e analisar amostras complexas.

Entre as vantagens geralmente conhecidas a técnica de HPLC na andlise de PAHSs, salientam-se a
excelente seletividade devido a utilizacdo de uma grande variedade de fases estacionérias, o poder
de resolucéo, detecdo, quantificacdo, assim como uma grande aplicabilidade e rapidez em diferentes
tipos de amostras.

Em HPLC utilizam-se colunas com particulas de diametros inferiores a 20 um, o que requer pressdes
superiores a 100 atm capazes de manter caudais reprodutiveis na gama de 0,1 a 10 ml /min.

A cromatografia liquida em fase reversa é uma das técnicas habitualmente utilizadas para analise de
PAHs. Nesta, a fase estacionaria € menos polar que a fase movel e, de forma geral, o tempo de
retencdo é maior para compostos com menor polaridade ou maior nimero de anéis aroméaticos (33).
As colunas comumente utilizadas para a separacao de PAHs séo as colunas de octadecilo (C18). No
entanto, a maneira como estas fases sdo preparadas € um fator a ter em conta, devido a dificuldade
em separar alguns dos compostos. Deste modo, surgiu a necessidade de diferentes produtores
(ex.Supelco) produzirem enchimentos C18 especificos para andlise de PAHSs.

As condi¢Ges operacionais levadas a cabo por este equipamento sdo realizadas a temperatura
ambiente, sendo a fase mdvel uma mistura de agua com varios solventes organicos, principalmente
acetonitrilo ou metanol, estabelecendo um gradiente na proporcdo adequada de modo a diminuir o

tempo de retencdo dos compostos menos polares.
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O sistema Acquity UPLC, utilizado neste trabalho, foi desenvolvido pela Waters para permitir o uso de
velocidades, pressées e fluxos mais elevados relativamente a equipamentos de HPLC comuns. (34)
O principal aspeto que diferencia este equipamento de outros é o facto de utilizar colunas
empacotadas até 1,7 um, com pressdes de operacao de 15000 psi (35).

Em comparacdo com o HPLC, o sistema UPLC destaca-se por ser uma técnica de separacdo com
maior sensibilidade, resolugéo e tempos de analise reduzidos (36).

Contudo e, uma vez que o equipamento apresenta caracteristicas de HPLC e UPLC optou-se pela
utilizacdo de uma coluna de 5 um, tal como preconizado pela norma para o presente estudo. Nao
obstante, no futuro a utilizacdo de colunas de 1,7 pm seria uma mais valia para a obtencdo de

melhores resultados a tempo reduzido.

1.7 pm, UPLC

] | ] ! 1
) & min

2 040~

1

Figura 2.5 Analise Comparativa UPLC vs HPLC (35)

A identificacdo dos picos cromatograficos dos PAHs é possivel através quer dos espectros de
absorcdo no UV quer por fluorescéncia. No entanto, devido a propriedades fluorescentes da maioria
dos PAHs e através da otimizacdo dos comprimentos de onda de excitagcao e emisséao, a utilizagdo de

detetores de fluorescéncia € a técnica mais utilizada no que concerne a sensibilidade e seletividade.
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Cada PAH tem um espectro de excitagcdo e emissdo por fluorescéncia caracteristico. Contudo, a
detecdo por fluorescéncia apresenta algumas limitacdes, como por exemplo, a identificacdo de
interferentes nas amostras com a emissao no mesmo intervalo de comprimento de onda do analito de
interesse. No sentido de ultrapassar este inconveniente, é possivel definir uma detecdo seletiva para

cada PAH, estabelecendo comprimentos de excitacdo e emisséo especificos.

2.5. Validacao de Métodos Analiticos

Sempre que um laboratério utiliza método internos de ensaio, deve determinar alguns parametros
necessérios para a sua validagdo. Assim sendo, a validagdo dos métodos internos deve ser adaptada
a cada situac@o de modo a garantir a validade dos resultados (37).

Os requisitos minimos necessarios a validacdo de um método analitico dependem do tipo de método

em causa e englobam diversos parametros que foram determinados durante o presente trabalho:

e Seletividade

A seletividade € o primeiro passo na validacdo de um método instrumental de separagéo e deve ser
avaliada continuamente, uma vez que, se nao for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisao
do método estardo seriamente comprometidas. A matriz da amostra pode conter elementos que
interferem no desempenho da medi¢cdo, sendo que, estes podem aumentar ou reduzir o sinal,

podendo a magnitude do efeito depender da concentragéo (38).

Assim sendo, a seletividade representa a capacidade que um determinado método possui de
identificar e distinguir de forma inequivoca um determinado analito de outros compostos, como

interferentes ou substancias de uma amostra.

Este parametro pode ser avaliado procedendo-se a realizacdo de testes de recuperacao utilizando
uma série de amostras em duplicado, com a mesma matriz, variando apenas a concentracdo do
analito ao longo de toda a gama de trabalho. Convém que as amostras sejam analisadas em
duplicado (37). O método analitico s é considerado aplicavel quando as taxas de recuperacao séo

préximas de 100%.

e Curvade Calibracéo

Curva de calibracdo é o método de quantificacdo mais frequentemente utilizado e consiste na

determinagéo da resposta de determinado instrumento as varias concentracdes de um dado analito.
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Como tal, para o procedimento de calibracdo sdo preparadas uma série de solug@es padrao em que a

concentracao a dosear é conhecida.

Habitualmente sdo necessarias varias gamas de concentracdo, no minimo cinco, para construcao da
curva analitica, sendo a quantidade de replicados em cada faixa de concentracdo dependente da
rotina de laboratorio (38).

A escolha do intervalo do método analitico é determinado consoante o nivel de concentracdo do
analito que se deseja estudar.

A forma algébrica da equacdo de uma reta, para obtencao do célculo da concentracdo de analito, é
dada por (37):

y =a+bx (equacéo 1)

Sendo:

y — a resposta medida, ou seja, absorvancia, area ou altura do pico;
X — concentracdo de analito;
b — declive da reta = sensibilidade;

a — ordenada na origem (x=0).

Um dos parametros de avaliagcao da calibracdo analitica é o coeficiente de correlagédo linear (r). Este
par&metro pode tomar valores entre -1 e +1, sendo que os valores de coeficientes de correlagdo

devem ser superiores a 0,995, em termos de validacéo analitica (37).
Através da informacdo obtida da curva de calibracdo é possivel obter o desvio padrdo do método
(DP), que é um parametro que permite avaliar o desempenho do analista em relacdo ao trabalho

experimental efetuado (37).

Assim sendo, o DP é dado por:

DP = S% (equacéo 2)

Em que:

= Sy € odesvio padréo residual associado a reta de regresséo, dado por:
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fz-”= [yi—(a+b.x;)]? x
Sy/x = % (equacéo 3)

= b é o declive da reta de regressao

Obtido esse valor é possivel calcular o coeficiente de variacdo do método (CV), expresso em %, dado

por:

CVy, = % x 100 (equacéo 4)

Em que, X € a média de valores da concentracdo dos padrdes utilizados.

e Gamade Trabalho

A gama de trabalho corresponde ao intervalo de concentracdes de analito da amostra em que o
meétodo apresenta linearidade, exatiddo e precisédo de acordo com os critérios de aceitacdo definidos

para o estudo de validagéo.

Segundo o guia Relacre 13, quando o método envolve a construgdo de uma curva de calibragdo, a
gama de trabalho pode ser avaliada através do teste de homogeneidade de variancias e a norma 1SO

8466-1 para modelos lineares e a norma ISO 8466-2 para modelos polinomiais de 2°grau (37).

Como tal, sédo recomendados 10 pontos de calibracdo, ndo devendo ser inferior a cinco, distribuindo-
se ao longo de toda a gama de trabalho. O primeiro e Ultimo padrédo serdo analisados em 10 réplicas

independentes, no qual se determinam as variancias do seguinte modo:

_ 211'21(Yi,j_y_1)2
n;i—1

5;? (equaco 5)

10
3, = 2= (equacéo 6)

ng

Sendo i 0 numero do padrao que vai de 1 a 10 e j o niUmero de repeticdo efetuadas para cada padrao
(37).
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As variancias sao testadas para avaliar se existem diferencas significativas entre elas, nos limites de

trabalho definidos efectuando o seguinte valor teste VT:

2
a) VT =32 quando S;o®> S,

$12

5,2 2 2
b) VT = Fe quando S;” > Sy
10

O valor VT é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher, para n-1 graus

de liberdade, para um grau de confianca de 95% ou 99%.
- Se VT < F as diferencgas de variancias ndo sao significativas e gama de trabalho esta bem ajustada.

- Se VT> F as diferencas de variéncias sdo significativas o que implica a reducdo da gama de

trabalho até que as diferencas de variancias relativas ao 1° e Ultimo padréo néo seja significativas.

e Linearidade

A linearidade de um método pode ser estudada pela curva de calibragdo obtida dos resultados em
ensaios em fun¢do da concentracéo de analito e verificada segundo o calculo e andlise do coeficiente
de determinacgéo (rz). No entanto, os coeficientes de correlagdo séo bons indicadores de correlacao,
mas ndo necessariamente de linearidade.

Devem ser por isso efetuados outros testes de linearidade, nomeadamente:

a) Teste das areas normalizadas que tem como objetivo avaliar a dispersédo dos valores obtidos na
curva de calibracdo em relacdo aos valores 6timos, por forma a que ndo seja superior a um
intervalo previamente estabelecido.

Para concluir a existéncia de linearidade, numa determinada gama de trabalho, foi definido que
os valores normalizados deverdo estar compreendidos entre 85 - 115%.
Para o célculo da area normalizada, a concentragdo corresponde ao ponto experimental com

melhor correlacdo, ou seja, 0 que mais se aproxima de 1.

A.
(C—l)x(1oo><c100)
A CA———

Area Normalizada = (equacéo 7)

A100

Em que A; corresponde a area do pico a uma determinada concentragcdo e C; a concentragao
correspondente a essa area. Ajpo € Cigo COrrespondem a éarea e concentracdo do ponto

experimental de melhor correlacdo, respetivamente (39).
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b)

<)

d)

Teste da analise de residuos que é um bom indicador de linearidade, sendo a determinacgao dos

residuos segundo o quociente entre os valores experimentais e os valores estimados da area da
curva de calibracdo (em percentagem). Uma representacdo grafica destes valores devem ser
aleatérios em torno do eixo do x. Para admitir existéncia de linearidade, os valores tem de estar
compreendidos entre 85-115%. Sempre que apresentarem um desvio maior devem ser excluidos

e reduzido a gama de concentracdes até que se comprove linearidade (40).

Teste de RIKILT que permite a analise da linearidade em cada ponto da reta. Primeiro para cada

concentracdo x e resposta instrumental y, calcula-se a razdo entre eles. De seguida, procede-se
ao calculo da média de todas as razbes para todos os pontos de calibracdo, sendo a este
atribuido um valor de 100%. Assim sendo, obtém-se a percentagem da razdo em relacdo ao
valor médio.

Para uma linearidade perfeita, cada ponto deveria dar um valor de 100%. No entanto para
admitir linearidade numa determinada gama de trabalho, os valores ndo podem apresentar um
desvio superior a 10%, ou seja tem de estar compreendidos entre 90-110%. Caso ndo se
verifique o requisito esperado os pontos devem ser rejeitados e o grafico realizado novamente
até que se comprove linearidade da gama de trabalho (41).

Teste de Mandel (modelo estatistico segundo a norma ISO 8566-1) onde calcula-se as funcdes

de calibracéo linear e polinomial, assim como os respetivos desvios-padréo residuais, Sy € Sy,.

Pelo calculo das diferencas de variancias (DSZ) pela seguinte equacéo:

DS? = (N —2).S,,,° — (N —3).5,,° (equagéo 8)

Calcula-se o valor teste, PG:

2
PG_DS

- 2
Sy2

(equacéo 9)

Este valor compara-se com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher, para n-1

graus de liberdade e uma probabilidade de 95%:

e Se PG = F: afungéo de calibragéo € linear;

e Se PG = F: afuncéo de calibragdo é néo linear (37).
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e Sensibilidade

A sensibilidade é determinada pelo quociente entre o acréscimo do valor lido e a variacdo da
concentracao correspondente aquele acréscimo.

Este pardmetro permite assim avaliar a capacidade de um método (ou equipamento) para distinguir
pequenas variagdes de concentracdo de um analito. Deste modo, a sensibilidade é definida como

sendo a derivada de 12 ordem da curva de calibra¢@o nessa zona de concentragdo (37).

No caso em que a curva de calibracdo seja definida para um modelo linear, a sensibilidade sera igual

ao declive da reta, assim como, constante ao longo de toda a faixa de trabalho.

A determinacdo deste pardmetro apresenta um cardcter bastante importante quando se pretende
averiguar a evolucdo desta grandeza ao longo do tempo e quando se compara a sensibilidade para

diferentes analitos.

e Limiares Analiticos

Os termos limites de quantificacdo (LQ) e limite de detecdo (LD) sdo utilizados para mostrar a

capacidade do método em quantificar/ detetar baixas concentracées de um analito (42).

O limite de detecao corresponde ao teor minimo em que € possivel determinar a presenca de analito
na amostra, mas ndo necessariamente quantificado como valor exato. Ou seja, o L.D corresponde a
concentracdo minima que é possivel distinguir de um branco, isto €, de uma amostra que contém a

mesma matriz mas nao contém o analito.

A determinacdo de uma leitura inferior ao L.D ndo significa, claramente, a auséncia de analito a
avaliar. Assim sendo, sO se pode afirmar que a concentragdo do componente em causa € inferior a

um certo valor (37).

Para uma abordagem correta do limite de detecdo é necessario introduzir duas nogdes estatisticas:
= O erro do tipo |, que é a probabilidade de concluir pela presenca do componente em andlise
quando de facto ndo existe esse componente na amostra;
= O erro do tipo Il, que é a probabilidade de concluir pela presenca de um componente em

analise, quando ele de facto ndo esta presente (37).

Para uma analise exata dos limiares analiticos, estes dois tipos de erros devem ser reduzidos.

O limite de detecéo pode ser determinado por (43):
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L.D=3X%XS5, (equacéao 10)

Sendo,

Sy — Desvio padrao correspondentes a varias leituras de um branco ou da solugao da concentragéo
mais baixa do intervalo de linearidade

No entanto, casos em que método envolve a utilizacdo de uma reta de calibracao linear, ter-se-a:

3.5y, ]
b

L.D = (equacao 11)

Sendo,

b - Declive da reta;

Sy/x — Desvio padréo residual da curva de calibracéo

O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade de concentracdo a partir do qual é
possivel quantificar um analito, com uma determinada exatiddo e precisdo. Na realidade, corresponde

habitualmente ao padrédo de calibracdo de menor concentragdo, rejeitando o branco.

Na generalidade, o limite de quantificacdo é determinado por (43):

L.Q=10xS, (equacdo 12)

No entanto, casos em que método envolve a utilizacdo de uma reta de calibragéo linear, ter-se-a:

(equacdo 13)

A atualizagdo destes dois limites devera ser realizada sempre que se efetuam mudancgas de fatores
de influéncia como analista, reagentes e ambiente, equipamento, entre outros. De igual modo, os

limiares analiticos devem ser revistos aquando da criacéo de novas curvas de calibragdo (37).
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e Precisao

A precisdo permite avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios independentes e repetidos sobre
uma mesma amostra. Geralmente as trés formas mais faceis de expressa-la sdo: por meio de
repetibilidade (precisdo intra-dia), precisdo intermédia (precisdo inter-dias) e reprodutibilidade
(precisao interlaboratorial), sendo expressas pelo desvio padréo absoluto (s) e coeficiente de variacédo
(CV) (38). E importante referir que grandes valores de desvio padrio estdo associados a uma baixa
precisdo analitica. O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia utilizada,
a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método de ensaio, ndo se

admitindo valores superiores a 10% (37) (43).

s = f% (equacéo 14)

CV(%) ==-=x 100 (equacéo 15)

s
X
Em que,

x; — valor individual de uma determinagéo

X — média aritmética das determinacdes

N — nimero de determinacgdes (42)

A repetibilidade expressa a precisdo de um método de ensaio efectuando as mesmas condi¢cdes
sobre a mesma amostra. Sao utilizadas com o mesmo procedimento, analista, equipamento, tipo de

reagentes e curtos intervalos de tempo (37).

A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica da dispersédo dos
resultados e pode ser determinada por meio da andlise de padrdes, materiais de referéncia ou adi¢éo

de analito ao branco da amostra em vérias faixas de concentracao.

Apb6s determinado o desvio padrdo dos resultados dos ensaios em condi¢bes de repetibilidade é
essencial calcular o limite de repetibilidade (r) para decidir se a diferenca entre as analises realizadas
€ significativa.

O limite de repetibilidade é o valor abaixo do qual se deve situar, para um nivel de confianca de 95%,

a diferenca entre dois resultados. Este parametro € dado por:

7= tm-11-q) V2.5 (equagéo 16)
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Sendo, t a distribuicdo Student dependente do tamanho da amostra e do grau de confianca e S o
desvio-padrdo amostral associado aos resultados para cada gama de concentracdes (38).

A precisdo intermédia refere-se a precisédo avaliada sobre a mesma amostra, utilizando o mesmo
método, no mesmo laboratério, mas variando duas ou mais condicdes como diferentes
equipamentos, analistas e dias diferentes. Para a determinagdo da precisdo intermédia, recomenda-
se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes (42).

Na maioria dos casos, a partir dos resultados obtidos e apés a eliminacdo de resultados discrepantes
¢é efetuado o seu célculo.

O valor da precisao intermédia é funcao do nivel de concentragcao do ensaio, sendo determinado por
varios métodos, tais como cartas de controlo de amplitudes, que poderdo ser aplicadas a diferentes

réplicas e duplicados de amostras ou pela expressao:

Sty = \[ﬁzz:l(yk —¥)? (equagdo 17)

Em que Si (j,k) € o desvio padrdo da precisdo intermédia relativo a esse grupo, onde os simbolos

relativos as condi¢fes intermédias de precisdo podem aparecer entre paréntesis.

Sendo,
n = n°ensaios efetuados por amostra ou padrao;
Yk = cada resultado obtido

¥ = média aritmética de cada resultado obtido (37).

Por fim, apesar de a reprodutibilidade ndo ser um parametro de validagao do método efetuado por um
Unico laboratorio, € importante o laboratorio verificar o desempenho dos seus métodos em relacéo
aos dados de validag&o conseguidos por comparacéo interlaboratorial. Para isso, sdo enviadas uma
série de amostras aos laboratérios intervenientes, 0s quais realizam ensaios sobre a mesma amostra.
Sao utilizadas condi¢des de ensaio diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre a mesma
amostra.

Apés determinado o desvio padrdo em condi¢c8es de reprodutibilidade, é possivel calcular o limite de
Reprodutibilidade (R), permitindo assim decidir se a diferenca entre os valores das amostras

analisadas sob os parédmetros de reprodutibilidade s&o significantes.

e Exatidao

A exatiddo € a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor verdadeiro tido como
referéncia. Quando aplicado a diferentes resultados de ensaios, a avaliagdo da exatidao implica uma

combinacdo de componentes de erros aleatérios e componentes de erros sistematicos.
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Os procedimentos habitualmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método de ensaio, sédo
respetivamente, materiais de referéncia certificados, ensaios interlaboratoriais e realizacéo de testes

comparativos.

Relativamente aos Materiais de Referéncia Certificados (MRC), estes devem sempre que possivel
serem utilizados no processo de validagao de um método analitico, uma vez que representam uma
importante ferramenta no controlo externo da qualidade de uma andlise quimica. A pratica correta
desta metodologia permite avaliar o desempenho do laboratério, sendo que os valores obtidos pelo
laboratério, tais como a média e o desvio padrao de uma amostra a partir de uma série de ensaios
replicados devem ser comparados com os valores de referéncia certificados.

Uma vez que o valor obtido néo se encontra dentro na zona de aceitagdo para o valor certificado, o

laboratério deve procurar os motivos desse desvio e tentar exclui-los (37).

Os ensaios interlaboratoriais dependem do objetivo a que se destinam, podendo ser de aptiddo
quando se pretende determinar o desempenho dos laboratérios participantes, no qual deve ser
relacionado a um MRC, podendo no entanto os intervenientes utilizarem o método que entenderem;
ou de normalizacdo quando se pretende estudar as caracteristicas de um método de analise,

nomeadamente a sua repetibilidade e reprodutibilidade (37).

Os testes comparativos consistem na comparacéo dos resultados obtidos do método interno com os
resultados obtidos através de um método de referéncia. O principal objetivo implicito a este tipo
ensaio é analisar a proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio, ou seja, avaliar

a exatiddo do método interno com o método de referéncia (37).

e Ensaios de Recuperacéo

A recuperacéo, é definida como a propor¢édo da quantidade da substancia de interesse, presente ou
adicionada na proporcédo analitica do material, que é extraida e passivel de ser quantificada (44).

A informacao de recuperacdo pode ser estimada através de materiais de referéncia certificados ( em
gue a quantidade de substancia é conhecida), quando disponiveis, ou de um composto substituto
(“surrogate”). O surrogate é definido como um composto adicionado a amostra, no qual o
comportamento quimico e fisico é representativo da substancia de interesse. Este composto é
considerado substituto, uma vez que é transferido para amostra e pode nao ser encontrar no mesmo
equilibrio que se encontra a substancia de interesse. Assim sendo, determina-se a recuperacao do
substituto fazendo uma “corregéo de recuperagao para essa mesma substancia (44).

Os compostos substitutos adicionados as amostras podem ser de varios tipos, como padrao da

substancia adicionado & matriz isenta da substancia ou & amostra; ou um composto com
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propriedades quimicas diferentes da substancia de interesse, mas representativo do seu
comportamento - padrao interno.

E importante salientar como a eficiéncia de recuperacio varia em funcéo da concentracdo de analito.
Na maioria dos casos, a dispersdo dos resultados aumenta com a diminuicdo da concentracéo e a
recuperacao pode diferir consideravelmente a altas e baixas concentracdes (44).

Posto isto, a recuperacdo deve ser avaliada em trés niveis de concentracdes diferentes - baixo,
médio e alto - de acordo com a curva de calibragéo.

Para a avalicdo da exactiddo do método através de ensaios de recuperacao, a taxa de recuperacgao é
calculada segundo a expressao (45):

1—C2

Taxa de recuperacio (%) = ¢ - (equacéo 18)
3

Onde:

e C; - concentracdo de analito na amostra fortificada;

e C,- concentracdo de analito na amostra nao fortificada;

Cs - concentracao de analito adicionada a amostra fortificada.
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3. Parte Experimental

3.1. Objetivos

Sendo a exposicdo a PAHs cada vez mais uma preocupacdo de salde publica, devido as suas
propriedades cancerigenas, é de extrema importdncia a sua determinacdo em alimentos,

nomeadamente em 6leos vegetais.

O presente trabalho foi desenvolvido tendo por base estudos realizados pela AESA, que concluem
que os indicadores mais adequados para avaliar a ocorréncia dos PAHs nos alimentos seriam

sistemas de 4 ou 8 PAHSs.

Neste contexto, e sendo cada vez mais exigido um controlo estrito a estes compostos por parte dos
clientes da préopria empresa (e ndo apenas a deteminagdo do B[a]P e a soma dos 4 PAHs —
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno e benzo[a]pireno - sujeitos a limites legais), a
presente dissertacdo teve como objetivos implementar e validar a metodologia analitica de
determinacdo de oito hidrocarbonetos arométicos policiclicos (PAHs) em amostras de Oleo de

girassol.
3.2. Amostras

No presente estudo foram avaliados os teores de PAHs em 6leo de girassol bruto e refinado.

Todas as amostras de Oleo foram perfeitamente seladas e acondicionadas em embalagens
adequadas (garrafas de vidro), tendo sido armazenadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz

até a sua preparacao, de modo a reduzir a fotodegradacéo dos compostos em estudo.

No decorrer da preparagdo das amostras, foram tomadas todas as medidas preventivas de modo a
minimizar possiveis contamina¢fes, que posteriormente interferissem no processo de separacao e

detecd@o cromatografica.
Cada uma das amostras foram sujeitas duas vezes a extracdo e purificacdo, sendo cada um dos

extratos injetado. Deste modo, o resultado final corresponde a média das duas inje¢des, uma de cada

extrato.
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3.3. Materiais e Equipamentos

De modo a implementar e validar o método analitico foram necesséarios 0s seguintes materiais e

equipamentos:

=  Material de vidro corrente de laboratério;

=  Aspirador manual de pipetas de 20,10 e 2 mL;

»=  Seringas descartaveis de 2 mL;

=  Filtros de seringa de 4 mm de didmetro e 0,2 yL de poro, membrana de Nylon, PP, (Whatman);

=  Vials &mbar de 10 mL;

= Microseringa de 1 uL e de 250 uL (Agilent Technologies)

=  Banho termostatizado e ultra-sénico (Bandelin Sonorex RK100 H)

= Balanca analitica com precisdo de 0,0001g (Mettler Toledo Classic Plus AB-204 — S/FAC);

=  Suporte para a corrente de azoto (Supelco);

=  Suporte para os cartuchos (Waters);

=  Cartuchos de extracdo SPE (Supelco — SupelMIP PAHs SPE Column 50 mg/3ml — ref. 52773 -
U);

=  Coluna C18 de fase reversa para PAHs com particulas de 5 um e com as dimensfes 250x4,6mm
(Supelco)

=  UPLC (Waters Acquity H-Class);

3.3.1. Cuidados e modo de utilizacédo - UPLC

O equipamento utilizado para a detecdo e quantificacdo de PAHs é constituido por um detetor de
flourescéncia (1), um detetor de PDA (2), um auto-sampler (3), um injetor automatico (4), uma

bomba/desgasificador (5) e um forno (6), como descrito na Figura 3.1.

Durante a utilizacao do equipamento, sdo necessarias algumas medidas preventivas para minimizar o
seu desgaste, sendo os filtros de solvente lavados semanalmente em ultrasons e trocados os frascos

de solventes que possuem agua no seu interior, de modo a evitar contaminacgdes futuras.

Aquando da utilizagdo do equipamento existe uma ordem que deve ser seguida para ligar e desligar o
UPLC: auto sampler, bomba, detetor de PDA e FLR.

Posteriormente, € necessario purgar todas as linhas e proceder a lavagem externa e interna da
seringa, assim como efetuar a estabilizacdo da coluna utilizando como solvente a primeira linha de
gradiente.

ApOs a criagdo de uma sequéncia para cada amostra, realiza-se a injecdo das solucdes nas

condi¢bes operacionais favoraveis ao método.
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Figura 3.1 Equipamento UPLC

3.4.Solventes e Reagentes

Para preparagcdo das amostras e posterior andlise cromatografica sdo necessarios os seguintes

solventes e reagentes de grau HPLC:

= Acetato de Etilo (Fisher, 99,98% de pureza)

= Acetonitrilo (Fisher, 99,99%)

= Ciclo — hexano (Panreac, 99,9% de pureza)

= Tetra - hidrofurano (Chem-Lab, 99,8% de pureza)
= Agua

Tanto a 4gua como o acetonitrilo presentes no UPLC para analise cromatogréafica foram filtrados por

filtros de solventes presentes em cada linha.
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Para além disso, foi utilizado uma corrente de azoto (Air Liquide) para purificar a amostra, de modo a

evaporar o solvente e a concentrar os PAHs em estudo.
3.5.Padrdes

Para a preparacdo das solugBes-padrdo referidas no capitulo 3.6, sdo necessarios 0s seguintes
padrdes:

- Benzo[a]Antraceno 10 ng/uL em Acetonitrilo, Dr.Ehrenstorfer

- Criseno 100 mg, Fluka

- Benzo[b]Fluoranteno 10 ng/uL em Acetonitrilo, Dr.Ehrenstorfer

- Benzo[k]Fluoranteno 10 ng/puL em Acetonitrilo, Dr.Ehrenstorfer

- Benzo[a]Pireno 10 ng/puL em Acetonitrilo, Dr.Ehrenstorfer

- Dibenzo[a,h]Antraceno 10 ng/uL em Acetonitrilo, Dr.Ehrenstorfer

- Benzo[g,h,i]Perileno 10 ng/uL em Acetonitrilo, Dr.Ehrenstorfer

- Indeno([1,2,3 —cd]Pireno 10 ng/uL em Acetonitrilo, Dr.Ehrenstorfer

- Benzo[b]Criseno10 ng/uL em Acetonitrilo, Dr.Ehrenstorfer (Padréao Interno)

As solugdes padréo certificadas foram conservadas em ambiente frio, acondicionadas nas respetivas
embalagens originais e no escuro de forma a evitar a volatilizacdo e fotodegradacédo dos PAHSs.
Antes de proceder a preparacdo das solugBes com diferentes concentracdes, os padrbes

permaneciam no minimo 1 hora & temperatura ambiente.
3.6.Preparacéo de Solucbes

% Solucdes de Reagentes

Na realizagdo do procedimento experimental € somente utilizado uma solugdo de Acetonitrilo:

Tetrahidrofurano (90:10), preparada nas quantidades necessérias aquando da sua realizacao.
% Solucdes - Padréo

Para a quantificacdo dos compostos de interesse foi utilizado o método do padréo interno. Como tal,
para o estudo dos diversos parametros de valida¢do foram inicialmente empregues oito padrées em
quantidades conhecidas para a preparacéo da solucao-padrdo, as quais se adiciona uma quantidade
conhecida de padréo interno.

A escolha da substancia usada como padrdo interno, deve obedecer a determinados requisitos -
apresenta propriedades similares aos compostos a serem quantificados, elui préximo dos compostos
de interesse, esta completamente resolvido dos restantes picos e ndo se encontra presente na matriz

em estudo.
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Este método é extremamente (til, especialmente pelo facto de que é independente de pequenas
mudancas nas variaveis experimentais, tais como temperatura da coluna e tamanho da amostra.
A substéancia utilizada como padréo interno, também foi usada como surrogate no presente estudo

aguando a realizacao dos testes de recuperacao.

Tendo em conta as propriedades das solu¢gBes —padréo, procedeu-se inicialmente a preparacdo de
uma solucéo de 10 pg/ml de Criseno em acetonitrilo, tendo-se adicionado num baldo de 100 mL uma
quantidade de 1mg de padré&o criseno.

Posteriormente, aquando da preparacao da solugdo-mée de 100 ppb de 8 PAHs adicionou-se 2 ml de
cada PAH no baldo de 200 ml, perfazendo o volume total com acetonitrilo. De seguida, realizaram-se
as sucessivas diluicbes de forma a abranger uma gama de concentracdes de 0,02 pug/kg a 50 pg/kg.
Por dltimo, preparou-se uma solugdo — méde de 100 pbb de benzo[b]criseno e procedeu-se as
mesmas diluicbes da solucdo anterior, para o estudo da linearidade deste composto, e posterior
adicdo nas solugbes de trabalho dos 8 PAHSs.

As solucdes de trabalho foram preparadas a partir de uma Gnica solucdo-méae, como demonstrado na

Solucé@o-mée

figura 3.2.

Figura 3.2 Dilui¢cdes a partir da solucdo-mée. Adaptado (44)

Na tabela 3.1, encontram-se os célculos efetuados para a realizacao das diluicdes, tendo por base a

seguinte férmula:

Ca XV, =CgXVp (equagéo 19)

Em que:
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Ca — Concentracdo da solucéo padrdo de partida;
Va — Volume da solucéo de partida;
Cg — Concentracédo da solucéo padrao a preparar;

Vg — Volume final da solucao;

Tabela 3.1 Calculos para as respectivas diluicdes

Ca(PPD)  Va(ml)  Cg(ppb) = Vg(ml)

100 25 50 50
100 20 40 50
100 15 30 50
100 12,5 25 50
100 10 20 50
100 7,5 15 50
100 5 10 50
100 3,75 7,5 50
100 2,5 5 50
100 1 2 50
100 0,5 1 50
100 0,375 0,75 50
100 0,25 0,5 50
100 0,2 0,4 50
100 0,15 0,3 50
100 0,1 0,2 50
100 0,05 0,1 50
100 0,025 0,05 50
100 0,010 0,02 50

3.7.Condigles operacionais

Numa fase inicial do estudo, procedeu-se a uma andlise intensiva das condi¢cdes operacionais do
método de modo a obter resolugbes favoraveis de cada composto no menor tempo de andlise (ver
Anexo A). Como tal, iniciou-se 0 estudo com a andlise de diferentes gradientes com e sem variagcao
da fase mével (método isocratico), com o objectivo de aumentar as diferencas entre os tempos de
retencdo. Um dos gradientes das fases moveis estudados foi o mencionado na norma ISO
15753:2006, sendo que néo se obtiveram os resultados esperados, ou seja, todos 0s picos no tempo
de corrida estabelecido. O mesmo sucedeu aquando a utilizagdo de um gradiente isocratico de
agua:acetonitrilo (25:75). O gradiente dgua:acetontrilo (15:85) apresentou separacgfes satisfatorias no

tempo estabelecido, contudo apresentava picos alargados.

Assim sendo, procedeu-se ao estudo da variacdo de gradiente ao longo do tempo tendo-se
observado uma boa resolugdo cromatografica dos picos, permitindo assim um aumentando da
precisdo e exactidao do método. Deste modo, definiu-se o gradiente e o fluxo apresentados na tabela
3.2.
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Tabela 3.2 Gradiente e fluxo de eluicao iniciais

Tempo de Andlise

Fluxo (ml/min)  A(%)

(min)

0 15 15% | 85%
15 15 15% | 85%
30 15 5% 95%
40 15 5% 95%
55 15 15% | 85%
60 15 15% | 85%

No decorrer do estudo, foi tida especial atencéo ao volume de injecdo tendo-se iniciado com 20 pL.
Contudo ap06s a analise dos diferentes cromatogramas nos diferentes canais de flourescéncia conclui-
se que o indeno (1,2,3-cd) pireno apresentava pouca sensibilidade a pequenas quantidades de
injecdo. Deste modo, procedeu-se ao aumento de volume injetado para 40 pL, tendo-se obtido
resultados favoraveis.

Os PAHs em estudo foram detectados por fluorescéncia, sendo os comprimentos de onda utilizados
os definidos pela norma ISO 15753:2006, uma vez que cada PAH tem um comprimento de onda de
excitacdo e de emissdo especificos. Estes mostraram resultados satisfatorios de selectividade e

sensibilidade.

Tabela 3.3 Critérios de detecao. Adaptado (24)

Componentes t(r;t]eir;;;s?lo Canal FLR Aexcitagao (nm)  Aemissao (NM)

Benzo[a]Antraceno 7,7

- B 270 385
Criseno 8,7

Benzo[b]Fluoranteno 12,6 A 256 446
Benzo[k]Fluoranteno 15,2

Benzo[a]Pireno

- [a] 18,1 D 292 410
Dibenzo[a,h]Antraceno 23,0
Benzo[g,h,i]Perileno 25,7

Indeno[1,2,3-cd]Pireno 28,0 C 274 507

A 256 446

. B 270 385
Benzo[b]Criseno 32,1

C 274 507

D 292 410
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Ja numa fase final do estudo, e apds o inicio da validacao ocorreram avarias no equipamento (bomba
e injetor), sendo necessario a realizacdo de novos estudos das condicdes operacionais. Contudo, por
falta de tempo manteve-se o que descrito anteriormente, a excecao do gradiente que foi otimizado,
tendo-se obtido os tempos de retencao indicados na tabela 3.3.

Assim sendo, as condi¢des operacionais finais sdo as seguintes:

Fase Movel: Solvente A - Agua
Solvente B — Acetonitrilo

e Volume de Injecdo: 40 uL
e Temperatura da coluna: 25°C
e Temperaturado Auto Sampler: 20°C

=  Gradiente e fluxo de elui¢&o:

Tabela 3.4 Gradiente e fluxo de eluicéo finais

Tempo de Andlise

Fluxo (ml/min) ICH)

(min)

0 15 15% 85%
15 15 15% 85%
30 15 5% 95%
35 15 5% 95%
40 15 15% 85%
45 15 15% 85%

3.8.Procedimento Experimental

No presente estudo procedeu-se a realizagdo de extracdo e purificacdo em fase sélida das amostras,

com os seguintes passos:

1. Preparar o cartucho SupelMIP eluindo, por acdo da gravidade, o cartucho inteiro com 3 mL de ciclo

hexano. Submeter a vacuo (ATENCAO: N&o deixar secar completamente).

2. Num baldo de fundo plano de 10 mL, pesar 1 g de amostra + 1 mL de ciclo hexano e adicionar ao

cartucho.

3. Lavar o baldo da amostra com ciclo hexano (2 mL) para arrastar os residuos da amostra que

ficaram no frasco. Adicionar novamente ao cartucho.
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NOTA: o que fica nos copos despreza-se ficando os PAHs na fase estacionéria do cartucho

4. Fazer a eluicdo, por acdo da gravidade, dos PAHs com 3 mL de acetato de etilo para um vial de 10

mL.

5. Evaporar até a secura o eluato de acetato de etilo obtido a partir do cartucho purgando com uma

corrente de azoto.

6. Dissolver o residuo com 200 pL de uma mistura de Acetonitrilo: Tetrahidrofurano (90:10)

7. Recolher para uma seringa de 2 mL. Filtrar através de um filtro de seringa e verter completamente

a mistura para um vial, ao qual é adicionado uma quantidade conhecida de padrao interno.

8. Colocar o vial na posicao indicada no auto-sampler do equipamento.
3.9.Analises Efetuadas

3.9.1. Seletividade

Nos métodos cromatograficos a resolucéo € um bom indicador de seletividade. Como tal, compara-se
0 cromatograma do padrdo com o cromatograma de umas das matrizes fortificadas com uma

concentracao robusta.
3.9.2. Curva de Calibracao

Para determinar a curva de calibracdo de cada composto foi necessario proceder a diluicdo da
solucdo-mée a diferentes concentracdes de PAHs, como apresentado no tabela 3.1. As mesmas
concentracdes foram estudadas para a curva de calibracdo do padréo interno.

Para cada concentracdo analisada, optou-se apenas por efectuar um replicado, uma vez que nao é

conhecida a estabilidade dos padrdes ao longo do tempo.
3.9.3. Linearidade

Para o estudo da linearidade, recorreu-se a diferentes testes estatisticos (teste das areas
normalizadas, teste da analise de residuos, teste de RIKILT e teste de Mandel) para determinar a

gama de trabalho que mais se ajustava aos pontos experimentais de cada curva.
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3.9.4. Limiares Analiticos

Para determinacao dos limiares analiticos (LD e LQ), foram efetuados 10 replicados da menor
concentracdo que € possivel distinguir de um branco aquando da realizagdo das curvas de

calibracéo.

3.9.5. Precisao

A repetibilidade é determinada efetuando ensaios sobre uma mesma amostra, utilizando o mesmo
equipamento e mesmo analista em curtos intervalos de tempo. Como tal, realizaram-se 10 replicados
de uma amostra de 6leo de girassol refinado, sem qualquer contaminagao intencional.

A precisdo intermédia é determinada efetuando ensaios sobre uma mesma amostra, utilizando o
mesmo equipamento e o mesmo analista, mas em dias diferentes.Como tal, realizaram-se 10

replicados da mesma amostra de 6leo de girassol, em dois dias diferentes.

3.9.6. Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo do método recorreu-se a ensaios interlaboratoriais ndo oficiais, tendo sido
enviado uma amostra de 6leo de girassol refinado e bruto para dois laboratérios. Participando o
Laboratorio da Sovena em ensaios interlaboratoriais, foi possivel, através de um 6leo de girassol
refinado enviado pelo BIPEA realizar o0 mesmo tipo de procedimento em estudo e comparar 0s
resultados obtidos para os 4PAHSs.

Em relacdo aos ensaios de recuperacdo, estes foram realizados em amostras de girassol bruto e
refinado, sendo as determinacgdes efetuadas em duplicado. Nestes ensaios € analisada uma amostra
com contaminacgdo natural de PAHSs, ou seja, que ndo tem qualquer contaminacdo propositada, e

ainda, analisada uma amostra que é propositadamente contaminada.
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4 . Resultados e Discussao

Para a validacdo do método interno de ensaio para a determinacdo dos oito hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos em 6leo de girassol, por HPLC, com a utilizagcdo de uma coluna de fase
reversa e detetor de flourescéncia (FLR), foram analisados cinco parametros caracteristicos, que
incluem a seletividade, a linearidade, os limiares analiticos (limites de detecdo e quantificacdo), a
precisdo e exatiddo do método.

E importante salientar que o método usado no desenvolvimento deste estudo € um método interno -
método que ndo segue uma norma (nacional ou internacional) ou documento normativo equivalente —
embora ja exista atualmente uma norma ISO 15753 para a determinacdo de hidrocarbonetos
arométicos policiclicos em 6leos e gorduras de origem animal e vegetal. No entanto, devido aos
elevados custos envolvidos, assim como duracdo do trabalho laboratorial definido pela mesma,

optou-se por um método com custos reduzidos e com menor tempo para obten¢éo dos resultados.

4.1.Seletividade

Para quantificar um determinado analito em diferentes tipos de amostras que, por vezes, podem ser
bastante complexas e possuirem na sua constituicdo elementos interferentes, € muito importante
averiguar se o0 método de analise em estudo é seletivo para os analitos em questao.

Como tal, o modo mais pratico de avaliar este parametro € proceder a comparagdo de um
cromatograma de uma matriz fortificada a uma concentracdo robusta, com um cromatograma do
padrdo a mesma concentragdo, de modo a verificar que os picos sdo sobreponiveis, isto é, que a

matriz ndo altera a resolucao.
Deste modo, e ap0s a realizacdo dos testes de recuperacao descritos mais a frente neste capitulo, foi

possivel comparar uma amostra de 6leo de girassol bruto fortificada a uma concentracdo de 50 ppb

com o respetivo padrdo a mesma concentracao.
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Tal como apresentado na figura 4.1, ao efetuar-se a comparacéo dos trés cromatogramas verificou-se

gue os picos sao sobreponiveis, ou seja, a matriz ndo altera a resolucdo, confirmando assi
selectividade do método.

m a
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4.2.Curva de Calibragcéao

Em andlises quantitativas, a calibragcdo consiste num processo pelo qual a resposta dum sistema de
medida se relaciona com uma concentragdo conhecida (37). Deste modo, no presente estudo, a
concentragao de cada composto foi correlacionado, quer com a area de padrao interno (B[b]C), quer
com o sinal obtido para a area de cada composto, sem normalizacéo.

A utilizacdo do método do padrdo interno tornou mais realistas os valores correspondentes a cada
composto, uma vez que pequenas variagcdes de sinal de analito em duas analises cromatograficas da
mesma amostra é acompanhada pela variacdo de sinal do padréo interno.

Como tal, para determinar a quantidade ideal a utilizar, foi necessario proceder ao estudo da
linearidade do B[b]C através da construgdo de uma curva de calibragdo. Para tal, preparou-se uma
solucdo-mée de 100 ppb, que se diluiu posteriormente numa gama de concentragdes de 0,02 a 50
ppb. Este composto foi estudado nos quatro canais de flourescéncia indicados na tabela 3.3.

Na figura 4.2 consta um cromatograma obtido referente ao padréo interno de 10 ppb no canal D, onde

se evidencia o sinal obtido, assim como o tempo de retencéo (32,3 min).
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Figura 4.2 Cromatograma do padréo interno a 10 ppb — Canal D

Na tabela 4.1, encontram-se representados os valores referentes aos pardmetros da primeira curva
de calibragdo em cada um dos canais em estudo, para a posterior avaliagdo de linearidade do padréo

interno no método.
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Tabela 4.1 Pardmetros da primeira curva de calibracdo do padrdo interno para a avaliacédo da linearidade do método

VRPN Resultados
Canal A Canal B Canal C Canal D
Numero de pontos de calibracéo (N) 10 10 7 15
Intervalo de concentracdes (ppb) 2,0-50 2,0-50 10,0-50 0,3-50
Equacédo da Reta y=55321 x + 26732 |y =97132x + 71525 |y =11749 x + 12329 | y= 545951 x+101039
Coeficiente de determinacao (R? 0,999 0,998 0,962 0,999
Coeficiente de variacdo do método (CV,,%) 2,5 3,8 11,3 2,7
Limite de detec¢éo, LD (ppb) 1,6 2,3 9,2 0,7
Limite de quantificacé@o, LQ (ppb) 52 7,7 30,8 2,4
Teste das areas normalizadas (%) [73,110] [97,153] [87,126] [97,152]
Andlise de Residuos (%) [60,108] [88,114] [82,121] [70,112]
Teste de RIKILT (%) [73,112] [91,144] [84,121] [87,137]
Teste de Mandel, PG < F (1,N-3),95% 0,39 < 5,59 2,82 <559 1,49< 7,71 0,91 <4,84

Analisando os resultados obtidos, conclui-se que 0 modelo de regressao linear é aceite apenas para trés dos canais, uma vez que apresenta um coeficiente

de correlagdo superior a 0,995. Contudo este pardmetro, ndo comprova a linearidade do método tendo-se realizado varios testes estatisticos como
demonstrado no capitulo 4.3.

Posteriormente, procedeu-se a construcdo de uma curva de calibracdo para os oito PAHs a quantificar, tendo-se preparado uma solucao-mée de 100 ppb e
as respetivas diluicbes nas mesmas concentragfes indicadas acima. A cada vial de concentracédo da solugdo foi adicionado uma concentracdo de 15 ppb de
padrdo interno, determinado apds os estudos da linearidade (capitulo 4.3).
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Nas figuras de 4.3 a 4.6, sdo apresentados quatro cromatogramas referentes a solucéo-padrao de
10ppb para cada um dos canais utilizados, onde se evidencia o sinal obtido e os respetivos tempos

de retencéo (tabela 3.3).
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Nas tabelas 4.2 e 4.3, encontram-se representados os valores referentes aos pardmetros da primeira curva de calibracdo para cada composto, tendo em

vista a posterior avaliacdo de linearidade do método.

Tabela 4.2 Parametros da primeira curva de calibracdo dos 8 PAHs para a avaliagdo de linearidade do método

Parametro : Resultados
Criseno B[b]F
Numero de pontos de calibracéo (N) 19 19 14 19
Intervalo de concentracdes (ppb) 0,02-50 0,02-50 0,4-50 0,02-50
Equacédo da Reta Y =0,0627 x + 0,0023 | y =0,1379 x - 0,0053 | y = 0,0439 x - 0,0084 | y=0,0518 x + 0,0092
Coeficiente de determinacao (R? 0,997 0,997 0,996 0,999
Coeficiente de variagdo do método (CV,,,%) 8,4 8,2 7,6 3,9
Limite de deteccao, LD (ppb) 2,8 2,7 3,4 1,3
Limite de quantificacéo, LQ (ppb) 9,2 9,0 11,3 4,3
Teste das areas normalizadas (%) [91,803] [91,834] [76,131] [96,1405]
Andlise de Residuos (%) [90,277] [-905, 1551] [92,140] [97,143]
Teste de RIKILT (%) [46,405] [49,455] [76,132] [43,627]
Teste de Mandel, PG < F(1,N-3), 95% 17,64 2 4,49 19,08 24,49 1,17 < 4,84 -16,0<4,49
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Tabela 4.3 Parametros da primeira curva de calibracao dos 8 PAHs para a avaliacdo da linearidade do método (Continuacao)

Parametro : Resultados : :
Dib[a,h]A B[g,h,i]P Indeno[1,2,3-cd]Pireno
Numero de pontos de calibracéo (N) 19 19 14 10
Intervalo de concentracdes (ppb) 0,02 -50 0,02 -50 0,4-50 2,0-50
Equacédo da Reta y=0,0599 x+0,0024 | y=0,0218 x - 0,0003 | y = 0,0117 x - 0,0012 y =0,0746 x - 0,036
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,999 0,999 0,998 0,947
Coeficiente de variagdo do método (CVy,,%) 4,1 4,0 4,7 36,5
Limite de detecéo, LD (ppb) 1,3 1,3 2,1 12
Limite de quantificagcéo, LQ (ppb) 4,5 4,4 7,0 40
Teste das areas normalizadas (%) [96,686] [62,1303] [38,105] [74,131]
Andlise de Residuos (%) [97,232] [64,3509] [51,110] [71,134]
Teste de RIKILT (%) [61,432] [50,759] [55,153] [75,130]
Teste de Mandel, PG < F (1,N-3), 95% 10,69 24,49 4,37<4,49 1,00<4,84 1,00 £ 5,59

Analisando os resultados obtidos, conclui-se que o modelo de regressao linear é aceite para todos os compostos, exceto para o indeno[1,2,3-cd] pireno, uma
vez que apresenta um coeficiente de correlacdo inferior a 0,995. Contudo, este pardmetro ndo comprova a linearidade, tendo-se realizado varios testes
estatisticos. Relativamente ao coeficiente de variagdo do método este, apresenta valores satisfatorios para cada composto, exceto para o indeno[1,2,3 — cd]
pireno. Este possui uma variacao superior a 10 %, o que indica que esta muito acima do que € definido.
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4.3. Linearidade

Usualmente, o estudo da linearidade da curva de calibracdo em cromatografia é realizado de acordo
com o teste das areas normalizadas, teste da analise de residuos, teste RIKILT e teste de Mandel. Na
andlise de residuos, os limites podem ser ajustados aos critérios de aceitagdo da legislagdo, no que
se refere aos critérios de exatiddo. Regra geral utiliza-se 15% de variacdo em relacdo ao ideal
(100%), mas ha compostos em que o critério pode aumentar até 25%. No entanto, para obter gamas
de trabalho mais robustas, ou seja, com melhor ajuste, é utilizado o teste de RIKILT que apresenta
uma variacao de apenas 10%.

Na tabela 4.4 apresentam-se os critérios de aceitacdo internos estabelecidos para avaliacdo do

intervalo de linearidade.

Tabela 4.4 Critérios de Aceitacdo para a definicdo do intervalo de linearidade

Critérios de

Parametro e
Aceitagéo

Coeficiente de determinagéo (Rz) =>0,995
Coeficiente de variagdo do método (CVy,) <10%
Teste das Areas Normalizadas <15%
Andlise de Residuos <15%
Teste de RIKILT <10%

Teste de Mandel VT< F(1, N-3)95%

Analisando a tabela 4.1, os resultados mostram que 0s pontos apresentam boa correlacdo apenas
para os canais A,B e D (R* 20,995), mas o intervalo de concentracdes néo é linear. O coeficiente de
determinacéo e o coeficiente de variagdo do método cumprem os critérios de aceitagdo indicados na
tabela 4.4, contudo os valores referentes aos testes estatisticos confirmam a falta de correlagéo dos
resultados.

O limite de quantificagéo provisorio (determinado a partir do declive e da ordenada na origem) € muito
superior ao primeiro ponto de calibragdo indicando que os primeiros valores da reta de calibracao nédo
estdo bem ajustados.

Relativamento ao canal C, os resultados mostram que os pontos ndo cumprem nenhum dos critérios

de aceitacdo, e o limite de quantificacdo provisério € muito superior ao esperado.

Assim sendo, o intervalo de concentracfes da curva de calibracdo foi reduzido e os resultados foram

posteriormente tratados de modo a cumprir os critérios de linearidade definidos (ver Anexo B).

A tabela 4.5 apresenta os resultados apos realizados os testes de linearidade, tendo por base o teste
de RIKILT e o teste de Mandel.
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Tabela 4.5 Intervalo de Linearidade do padrado interno nos quatro canais de flourescéncia em estudo

Resultados
Parametro
Canal A Canal B Canal C Canal D

Numero de pontos de calibracéo (N) 9 7 5 10

Intervalo de concentracdes (ppb) 5,0-50 7,5-50 10,0-50 2,0-50

Equacédo da Reta y= 54717 x + 46453 y =97509 x + 52276 y =11544 x + 12790 y=545114 x +127739

Coeficiente de determinacao (R? 0,999 0,998 0,992 0,999
Coeficiente de variacdo do método (CV,,%) 1,6 3 6,2 1.4
Limite de detec¢éo, LD (ppb) 1,0 2,3 51 0,9
Limite de quantificagcéo, LQ (ppb) 3,5 7,7 16,8 29

Teste de RIKILT (%) [95,109] [96,105] [96,107] [95,110]

Teste de Mandel, PG < F (1,N-3), 95% 0,63 <5,99 7,35<7,71 0,44 <18,51 0,57 <5,32

ApOs obtengédo dos resultados dos testes estatisticos apresentados na tabela 4.5, conclui-se que o método € linear para os canais A, B e D nos intervalos de
concentracao estudados apresentando, um bom coeficiente de determinagéo, coeficiente de variagdo do método inferior a 10% e o valor teste (PG) inferior
ao valor tabelado por F de Fisher/Snedecor. Pelo teste de RIKILT, os resultados apresentaram uma variacdo abaixo dos 10%, apresentando um bom ajuste
da gama de trabalho.

Relativamente ao canal C, embora se tenha obtido um coeficiente de determinacdo ndo expectavel, o ajuste da gama de trabalho se encontra-se dentro dos
limites permitidos para os testes estatisticos.

Assim sendo, e analisando as gamas de trabalho obtidas para cada canal, fortificou-se a solucdo de PAHs de cada nivel de concentragcdo com 15 ppb, na

tentativa de obter valores expectaveis para a quantificagdo do indeno [1,2,3-cd] pireno no canal C.
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Analisando as tabelas 4.2 e 4.3, os resultados mostram que o intervalo de concentracdes estudado apresenta boa correlacdo (R2 20,995) para todos os

compostos, exceto para o indeno [1,2,3 — cd] pireno. O limite de quantificacdo provisorio (determinado a partir do declive e da ordenada na origem) é muito

superior ao primeiro ponto de calibracdo, indicando que os primeiros valores da reta de calibracdo ndo estdo bem ajustados. Determinados os valores

referentes aos testes estatisticos observa-se que existem valores superiores aos indicados na tabela 4.4, confirmando a falta de correlagdo entre os

resultados.

Assim sendo o intervalo de concentragBes da curva de calibracéo foi reduzido, eliminando pontos fora do intervalo de linearidade e pontos devido a uma ma

preparacdo do padréo (ver Anexo C). Deste modo efetuaram-se novos testes estatisticos para a avaliacéo da linearidade, tendo — se obtido 0os seguintes

resultados:

Parametro

Tabela 4.6 Intervalo de Linearidade dos 8 PAHs em estudo

Criseno

Resultados

Numero de pontos de calibragcédo (N) 10 10 6 7
Intervalo de concentracdes (ppb) 2,0-50 2,0-50 0,75-15 2,0-25
Equacao da Reta Y =0,0641 x -0,0412 y=0,142 x - 0,1392 y = 0,042 x - 0,0034 y=0,0515 x+0,0142

Coeficiente de determingéo (Rz) 0,995 0,995 0,999 0,999
Coeficiente de variacdo do método (CV,,%) 5,8 57 3,9 1,2
Limite de deteccao, LD (ppb) 3,5 3,5 0,4 0,4
Limite de quantificacéo, LQ (ppb) 11,8 11,7 15 14

Teste de RIKILT (%) [91,113] [92,110] [91,105] [92,103]

Teste de Mandel, PG < F(1,N-3), 95% 1,66 < 5,59 -6,99 < 5,99 -0,89<10,13 -0,15<7,71
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Tabela 4.7 Intervalo da Linearidade dos 8 PAHS em estudo (continuacéo)

Parametro : Resultados :
Dib[a,h]A B[g,h,i]P Indeno [1,2,3-cd]P
Numero de pontos de calibracéo (N) 7 7 6 6
Intervalo de concentracdes (ppb) 2,0-25 1,0-25 5,0-25 2,0-40
Equacédo da Reta y= 0,0598 x+0,0018 y=0,0218 x+0,0004 y =0,0116 x + 0,0022 y =0,0678 x - 0,0042
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,9997 0,9997 0,9992 0,994
Coeficiente de variagdo do método (CV,,%) 1,2 15 1,8 7,2
Limite de detecgéo, LD (ppb) 0,4 0,5 0,7 3,7
Limite de quantificagcéo, LQ (ppb) 15 1,6 2,5 12,4
Teste de RIKILT (%) [99,105] [93,109] [99,103] [75,118]
Teste de Mandel, PG < F (1,N-3), 95% 0,83=<7,71 0,04 < 6,61 -0,14 < 10,13 1,87 <10,13

Apés a obtencao dos resultados dos testes estatisticos apresentados nas tabelas 4.6 e 4.7, conclui-se que o método € linear apenas para sete dos oito
compostos no intervalo de concentracdes estudado, apresentando um bom coeficiente de determinacao, coeficiente de variacdo do método inferior a 10% e
o valor teste (PG) inferior ao valor tabelado por F de Fisher/Snedecor. Pelo teste de RIKILT, os resultados apresentaram uma variacdo abaixo dos 10%,
apresentando um bom ajuste da gama de trabalho. Contudo, para o benzo (a)antraceno, um dos pontos encontra-se fora dos limites permitidos, no entanto
néo foi conseguido melhor ajuste, dado que alguns pontos da reta ndo estavam coerentes devido a uma ma preparacao do padrao.

Em relacdo ao indeno[1,2,3-cd]pireno, apos a eliminagao de trés pontos da curva de calibragéo e posterior ajuste da gama de trabalho, néo foi possivel obter
um bom coeficiente de correlacéo e valores dentro dos limites permitidos pelo teste de RIKILT. Assim sendo, por falta de tempo para otimizar as condi¢fes
operacionais para este composto (como por exemplo os pardmetros de dete¢&o) optou-se por ndo o quantificar no presente estudo.

Deste modo, poder-se-ia ter optado por um valor de concentracédo de padrdo interno a colocar inferior ao estabelecido neste estudo. Contudo, por falta de

tempo para avaliar essa possibilidade, decidiu-se proceder a avaliagdo dos restantes parametros com uma concentracéo de padréo interno de 15 ppb.

60



4.4. Gama de Trabalho

ApOs a determinacao do intervalo de linearidade para os sete compostos em estudo, aplicar-se-ia o
teste de homogeneidade de varidncias aos extremos de concentragdo dos intervalos obtidos.
Contudo, e uma vez obtido um bom ajuste da gama de trabalho para todos os compostos, podera ndo
se proceder a realizacdo do mesmo (46). Assim sendo, por falta de tempo, optou-se por nao realizar

o teste da homogeneidade de variancias.

4.5. Limiares analiticos

Existem diversas formas de determinar os limites de detecdo e quantificacdo de um método, no
entanto, apenas serdo abordados neste ponto duas maneiras distintas.

Uma deles baseia-se no desvio padréo residual da reta (S,) e no declive (b). A outra determina-se
através de ensaios de repetibilidade, isto €, na determinagdo do desvio padrdo da leitura de 10
solucdes padrédo independentes, cuja concentracdo corresponde ao primeiro nivel de concentragcao

do intervalo de linearidade (Tabela 4.8).

Tabela 4.8 Limiares analiticos do método com base nos pardmetros da curva de calibragéo e
condicdes de repetibilidade

Método de calculo associado a Método de calculo pela analise de 10
equacéo da curva replicados independentes
LD (ppb) _____LQ (ppb) LD(ppb) __ LQ(pph)

B[a]A 3,5 11,8 0,4 1,2
Criseno 3,5 11,7 0,2 0,8
B[b]F 0,4 15 0,2 0,8
B[k]F 0,4 15 0,3 1,1
B[a]P 0,4 1,4 0,3 1,2
Dib[a,h]A 0,5 1,6 0,4 1,3
B[g,h,i]P 0,7 2,5 1,1 3,5

Analisando os resultados obtidos para cada um dos métodos de calculo dos limiares analiticos,
verifica-se que os valores ndo apresentam grandes discrepancias uns dos outros, exceto para o
benzo[a]antraceno e criseno quando se recorre ao método de célculo associado a equagédo da curva.
Uma possivel justificacao para estes resultados pode estar ligada ao facto de introduzir mais erros no
célculo, uma vez que resulta de varias manipulagdes matematicas que vao introduzindo erros.
Segundo o Guia para a Acreditacdo de Laboratérios Quimicos uma outra possivel justificacdo para
valores irrealistas recorrendo a este método de calculo deve-se ao facto da falta homogeneidade de
variancias, linearidade até & origem, ou exclusdo do branco da curva de calibracdo (47). Assim

sendo, sera mais confiavel a utilizacdo dos valores dos limiares analiticos obtidos pelo método de
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célculo da analise de 10 replicados independentes, sendo o modo mais comum e correto de avaliar

estes dois parametros.

Relativamente ao limite de detecdo de cada composto, uma leitura inferior ndo significa a auséncia do
contaminante na amostra, apenas podendo afirmar-se que, com uma probabilidade de 97,5%, a

concentracao de cada composto sera inferior ao determinado como limite de detecéo.

Na bibliografia consultada n&o existe informacdo sobre os limites de detecdo e quantificacdo
utilizando o mesmo método em estudo, contudo, existem referéncias a um dos limiares analiticos de
cada um dos compostos segundo a Norma ISO 15753:2006 que utiliza HPLC em coluna de fase
reversa C18, com um limite de quantificacdo de 0,2 pg/kg para todos os compostos exceto o
benzo[g,h,i]perileno de 0,3 pg/kg e o indeno [1,2,3-c¢,d] pireno de 1 pg/kg (24). O que se verifica é que
0 método é mais elaborado, necesitando de mais equipamentos e de uma metodologia de preparacao
das amostras mais demorada comparativamente a utilizada neste trabalho, permitindo a dete¢éo e
quantificacdo dos analitos a teores mais baixos.

Contudo, apesar do método utilizado detetar e quantificar a concentragfes mais elevadas, observa-se
que os limiares analiticos sdo satisfatérios para o tipo de andlise efetuada, uma vez que é possivel
quantificar a soma dos 4 PAHs (maximo legal de 10 ppb) e o B[a]P (maximo legal de 2 ppb).

A atualizacao dos limiares analiticos devera ser efetuada sempre que ocorrem alteracdes de fatores

de influéncia tais como analista, reagentes e equipamento, entre outros (37).

4.6. Repetibilidade e Linearidade do Injetor

Em HPLC, a conformidade do injetor € um parametro adicional ao processo de validagdo, que €
importante avaliar de modo a determinar a sua calibracdo e erros associados as inje¢cfes efetuadas.

Deste modo, para os estudos de repetibilidade do injetor, realizaram-se sucessivas inje¢cdes das
solucdes padréo correspondentes ao primeiro ponto da curva de cada composto e a determinacdo do

coeficiente de variagcao associado as injecdes efetuadas (Tabela 4.9).
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Tabela 4.9 Valores do sinal (area relativa) para as 10 injec¢cBes das solucbes-padrdo referentes ao

primeiro ponto da curva de calibracdo para avaliacdo da repetibilidade do injector

SIHENCCELEEEY

Injecdes B[a]A | Criseno  B[bJF  B[K]JF B[a]P Dib[ah]A  B[g.h,i]P

2 ppb \ 2ppb  0,75ppb 2 ppb 2ppb \ 1 ppb 5 ppb \
1 0,141 | 0,273 0,029 | 0,135 | 0,123 0,025 0,070
2 0,143 | 0,272 0,027 | 0,125 | 0,112 0,021 0,065
3 0,143 | 0,271 0,030 | 0,123 | 0,111 0,027 0,059
4 0,141 | 0,260 0,024 | 0,134 | 0,116 0,028 0,067
5 0,148 | 0,254 0,028 | 0,128 | 0,111 0,022 0,062
6 0,134 | 0,280 0,024 | 0,130 | 0,113 0,028 0,061
7 0,138 | 0,252 0,022 | 0,131 | 0,111 0,022 0,062
8 0,146 | 0,283 0,022 | 0,21 | 0,104 0,023 0,057
9 0,121 | 0,260 0,026 | 0,144 | 0,123 0,028 0,064
10 0,132 | 0,264 0,020 | 0,130 | 0,109 0,027 0,059
Média | 0,139 | 0,267 0,025 | 0,130 | 0,113 0,025 0,063
DP 0,008 | 0,010 0,003 | 0,007 | 0,006 0,003 0,004
CV (%) | 5,68 3,99 12,92 518 | 5,26 11,67 6,56

Analisando os resultados obtidos (Tabela 4.9) e tendo em conta que se definiu internamente um
coeficiente de variagdo do método de 10%, este valor estd um pouco acima para dois dos compostos
estudados, ndo sendo, no entanto, um valor demasiado elevado para o método utilizado no presente
estudo.

Posteriormente, avaliou-se a capacidade de resposta do injetor a variagbes no sistema realizando-se
sucessivas injecdes de uma das solugfes — padréo, variando o volume de injecao entre cada ensaio.
Sendo a capacidade da seringa de 100 pL e por forma a garantir o loop cheio aquando da injecao, a
escolha da gama para avaliagédo da linearidade do injetor foi de 10 a 50 pL.

Assim sendo, procedeu-se a inje¢cdo de um solugdo — padrdo de 20 ppb em duplicado, tendo-se
obtido a média das areas para cada composto e avaliada a linearidade dos resultados segundo uma
regressédo linear, em que se obtiveram os coeficientes de determinagdo acima dos 0,995 (ver Anexo
D).

Deste modo, tendo em conta os valores obtidos pelo estudo da linearidade e repetibilidade, pode-se
afirmar que o injetor esta em perfeitas condicbes de funcionamento podendo ser utilizado para

quantificar os compostos do presente estudo.
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4.7. Precisao

4.7.1. Repetibilidade e Precisdo intermédia

Como descrito no capitulo 2.5, para a avaliacdo da precisdo do método de ensaio € necessario
determinar a repetibilidade e a preciséo intermédia.

Assim sendo, para a avaliacdo da repetibilidade do método foram analisados 10 replicados de uma
amostra de 6leo de girassol refinado, nas mesmas condi¢cdes operatérias, isto €, mesmo analista,
mesmo equipamento, mesmo laboratério e mesmo dia.

Por sua vez, para avaliagdo da precisdo intermédia foram realizados mais dois ensaios de
repetibilidade, sobre a mesma amostra, utilizando o mesmo método, mesmo equipamento e analista
mas em dias diferentes.

Os célculos para determinacdo da concentracdo de cada composto, foram efetuados recorrendo as
retas de calibracdo obtidas segundo o estudo de linearidade. Para ambos os ensaios foram
calculados os coeficientes de variacdo de repetibilidade e precisao intermédia, como demonstrado na
tabela 4.10.

Tabela 4.10 Concentracdo de cada PAH para a amostra de 6leo de girassol refinado analisado em

condic¢des de repetibilidade (dial) e precisdo intermédia(dias 2 e 3)

CV (%)
Amostra | Analito Dia Concentracao (Xyeqto) e Precisdo
Repetibilidade intermédia

1 2,03+0,21 10,4

Bla]A 2 3,70 £ 0,17 6,2 14,3
3 2,48 + 0,22 8,8
1 1,79 £ 0,09 4,8

Criseno 2 1,86 + 0,06 3,0 4.1
3 1,81 £ 0,07 3,7
Oleo de 1 2,31+0,25 11,0

Girassol B[b]F 2 2,44+ 0,21 8,9 9,7
Refinado 3 2,34 +0,22 9,2
1 0,45 + 0,04 8,0

B[k]F 2 0,50 £ 0,04 7,2 9,7
3 0,46 + 0,04 9,5
1 0,41 + 0,06 13,9

B[a]P 2 0,57 + 0,03 6,0 16,9
3 0,52 + 0,05 10,4
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Pela andlise dos resultados obtidos na tabela 4.10 é possivel constatar que os coeficientes de
variacdo de alguns compostos em condicdes de repetibilidade e precisdo intermédia se encontram
acima dos 10% definidos internamente para o método em causa. Estes valores advém
essencialmente de possiveis perdas durante o processo de extracdo dos analitos, tendo-se
constatado ao longo da fase de eluicdo do acetato de etilo sobre o cartucho a perda de liquido que
fica no seu interior devido a falta de forga da bomba. Outro fator que também pode estar a influenciar
os valores obtidos, é a fase de evaporagdo do eluato que podera causar a volatilizacdo dos
compostos. Assim sendo, seria necessario avaliar a pressdo da corrente de azoto necessaria a este
processo.

Relativamente ao Dibenzo[a,h]Antraceno e Benzo|[g,h,i]Perileno, estes apresentavam valores abaixo
dos limites de quantificagdo apresentados na tabela 4.8. Contudo isto ndo significa a auséncia do
contaminante na amostra, como comprovado nos boletins de andlise obtidos pelos laboratérios
indicados mais a frente.

Deste modo, visto que os valores obtidos ndo sdo demasiados elevados para a natureza do método
em causa, € possivel confirmar a precisdo do método para os varios analitos ndo s6 na amostra
realizada no mesmo dia, como, também em dias diferentes.

A partir do desvio padrdo dos resultados efectuados sob condi¢cdes de repetibilidade, pode-se
determinar o limite de repetibilidade (r), tendo por base a equagéo 16, sendo tp.11.q) de 2,26 para um

nivel de confianca de 97,5% e 10 observacdes.

Tabela 4.11 Limites de repetibilidade segundo ensaios de repetibilidade

Analito Limite de repetibilidade (ppb)

B[a]A 0,68
Criseno 0,28
B[b]F 0,81
B[k]F 0,11
B[a]P 0,18

Analisando a tabela 4.11, os valores obtidos indicam a diferen¢a absoluta entre dois resultados de

ensaio para a determinacdo de cada composto, ndo devendo exceder os respectivos limites.

Para uma validacdo mais detalhada deste pardmetro, de modo a garantir que o método é preciso
independentemente da concentragdo de analito na amostra, dever-se-iam ter realizado outros
estudos de precisdo com base em diferentes amostras. Contudo por falta de tempo, néo foi possivel

realizar os diferentes estudos.
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4.7.2. Reprodutibilidade

A analise da reprodutibilidade nédo foi realizada neste estudo, uma vez que apesar de se ter feito uma
comparacdo com resultados obtidos por dois laboratérios acreditados, este ndo foi realizado ao
abrigo das regras de um ensaio interlaboratorial. Os resultados fornecidos, apenas apresentam o0s
valores de concentracao de cada um dos compostos, faltando informacé&o essencial como o método
utilizado pelo laboratério, 0 nimero de replicados ou mesmo os valores de desvio padrdao. Como tal,
os valores de concentracdo servem apenas como referéncia para comparacdo com os resultados
obtidos.

Apesar de a reprodutibilidade ndo ser um pardmetro de validacdo de método efetuado por um Unico
laboratério, € importante um laboratério verificar o desempenho do seu método em relagdo aos dados

de validacao conseguidos por comparagao interlaboratorial (38).

4 .8. Exatidao

O estudo da exatiddo de um método representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados num determinado ensaio e um valor de referéncia aceite como verdadeiro. Os
processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de método sdo os materiais de referéncia

certificados, ensaios interlaboratoriais e ensaios de recuperacao.

4.8.1. Materiais de Referéncia Certificados (MRC)

Em relacdo aos materiais de referéncia certificados, foi consultado apenas uma entidade de
reconhecida competéncia como a FAPAS, tendo-se constatado que ndo existem materiais de
referéncia certificados para a determinacdo de hidrocarbonetos arométicos policiclicos em 6leos
vegetais.

Deste modo, procedeu-se a avaliacdo de outros pardmetros para o0 estudo da exatiddo,

nomeadamente, ensaios interlaboratoriais e ensaios de recuperagao.

4.8.2. Ensaios Interlaboratoriais

Entende-se por ensaio interlaboratorial a “organizacéo, realizagédo e avaliagdo de ensaios da mesma
amostra por dois ou mais laboratérios diferentes, de acordo com condi¢bes pré-definidas” (Guia
ISO/IEC43). Como tal, procedeu-se ao envio da amostra de 6leo de girassol refinado e bruto para
dois laboratorios, que realizaram a determinagdo dos oito PAHs em estudo, segundo métodos

acreditados.
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E de salientar que o nimero de replicados para cada amostra ndo é o mesmo, uma vez que a
amostra de 6leo de girassol refinado foi também analisada para o estudo da repetibilidade, enquanto
que o 6leo de girassol bruto e o dleo de girassol proveniente do BIPEA possui 0 nimero de replicados
de acordo o que é efetuado na rotina de laboratério.

O tipo de ensaio interlaboratorial realizado é o de aptidédo, que se destina avaliar o desempenho dos
laboratérios, mais especificamente, estudar a exatiddo dos resultados obtidos experimentalmente
neste trabalho (37).

Como tal, essa avaliacdo é realizada recorrendo a seguinte formula (“Z-score”):

7 = (X1ab—Xv)

S (equacéo 20)

Em que:

e X — Vvalor obtido pelo Laborat6rio;

e X, — valor aceite como verdadeiro, isto é, a média dos valores obtidos no ensaio
interlaboratorial;

e S — unidade de desvio, que pode ser o desvio padrdo da média dos laboratérios no ensaio
interlaboratorial, a incerteza de Xv, ou outro desvio que assente em critérios de exigéncia da
entidade organizadora.

A escala de pontuacao que permite avaliar este parametro é a seguinte:

|Z| < 2:Satisfatério
2 < |Z| < 3:Questionavel

|Z| > 3:Incorrecto

Uma vez, que os laboratérios participantes ndo facultaram informacdo acerca do desvio padrdo
associado aos resultados procedeu-se ao célculo do desvio padrdo da média dos ensaios dos trés

laboratorios.
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Tabela 4.12 Resultados obtidos nos ensaios interlaboratoriais para a amostra de 6leo

de girassol refinado (ppb)

Laboratério Laboratorio Laboratério o Desvio
Sovena X Y METR | g | ZEEEME
B[a]A 2,0 2,9 2,4 2,4 0,5 -0,96
Criseno 1,8 3,1 31 2,7 0,9 -1,15
B[b]F 2,3 2,5 1,9 2,2 0,3 0,23
B[K]F 0,5 1,0 0,8 0,8 0,3 -1,08
B[a]P 0,4 1,8 1,8 1,3 0,8 -1,15
Dib[a,h]A n.d <0,2 <0,4
B(g.h,i)P n.d 0,8 0,6

n.d — nao detectavel

Tabela 4.13 Resultados obtidos nos ensaios interlaboratoriais para a amostra de 6leo
de girassol bruto (ppb)

Laboratorio | Laboratério Laboratério o Desvio
Sovena X Y ECIEL | oy | ZELE
B[a]A 4,3 11,5 6,3 7,4 3,7 -0,83
Criseno 2,8 10,9 6,8 6,8 4,0 -0,99
B[b]F 5,9 8,9 5,3 6,7 1,9 -0,41
B[k]F 15 5 2,6 3,0 1,8 -0,86
B[a]P 2,4 9,0 6,0 5,8 3,3 -1,03
Dib[a,h]A 0,3 0,7 0,4 0,5 0,2 -0,79
B[g,h,i]P 1,4 47 1,1 2,4 2,0 -0,50

Assim sendo, tendo em conta os resultados obtidos na tabela 4.12 e 4.13, pode-se constatar que os
valores de Z-score obtidos para ambas as amostras de 6leo de girassol se encontram dentro de um
nivel satisfatorio, pelo que se pode verificar a exatiddo do método.

Sendo o presente laboratdrio participante em ensaios interlaboratoriais permitiu trabalhar com uma
amostra de 6leo de girassol refinado proveniente do BIPEA, e comparar assim a exatiddo do método
para os 4 PAHs. Contrariamente ao ensaio realizado acima, foi possivel ter acesso ao desvio padréao

de aptidao para cada composto tendo obtido os seguintes resultados demonstrados na tabela 4.14.
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Tabela 4.14 Resultados obtidospara o 6leo de girassol fornecido pelo BIPEA - Ensaio
de aptidao para os 4 PAHs(ppb)

Sovena BIPEA Média E:j;/ég Z-score
B[a]A 2,49 2,94 2,72 0,61 -0,37
Criseno 1,57 2,46 2,02 1,05 -0,42
B[b]F 2,16 3,63 2,90 0,87 -0,84
B[a]P 0,75 2,72 1,73 0,80 -1,23

Analisando os resultados pode-se constatar que os valores obtidos pelo laboratério para a soma dos
4PAHs encontram-se abaixo do limite legal, contrariamente ao indicado pelo BIPEA. Contudo a
exatiddo do método é aceite, uma vez que os valores de Z-score se encontram dentro do nivel de
satisfacéo permitido.

Outro parametro importante na avaliagdo da exatiddo do método € o erro normalizado, em que caso o
laboratério calcule a incerteza do seu resultado (U,y), 0 valor de X, deve estar dentro do intervalo de
incerteza X;,,. Quando tal ndo acontece, este intervalo podera estar subestimado. Assim sendo, é

geralmente empregue o conceito do erro normalizado (En) para avaliagdo do desempenho:

(Xlab—Xv)

2 2
Ulab+Uref

En = (equacéo 21)

Em que:
Uref — incerteza associada ao valor verdadeiro

Se |En| < 1, entdo Uy, estd bem estimada (37).

Tabela 4.15 Resultados obtidos, pelo Laboratério da Sovena, na analise da amostra do 6leo de

girassol refinado, englobado no ensaio interlaboratorial e respectivos valores do erro normalizado

(ppb)
N°replicados Média (ppb) Desvio Padrao (ppb)
B[a]A 2,0 0,21 -0,85
Criseno 1,8 0,09 -1,15
B[b]F 10 2,3 0,25 0,18
B[k]F 0,5 0,04 -1,07
B[a]P 0,4 0,06 -1,15
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Tabela 4.16 Resultados obtidos, pelo Laboratério da Sovena, na analise da amostra de 6leo de

girassol bruto, englobado no ensaio interlaboratorial e respectivos valores do erro normalizado(ppb)

Nereplicados Média (ppb) Desvio Padréo (ppb) =5 ‘
B[a]A 4,3 0,73 -0,81
Criseno 2,8 0,31 -0,99
B[b]F 59 1,91 -0,28
B[K]F 2 15 0,26 -0,85
B[a]P 2,4 0,38 -1,02
Dib[a,h]A 0,3 0,03 -0,78
B[g,h,i]P 14 0,09 0,49

Tabela 4.17 Resultados obtidos, pelo Laboratério da Sovena, na analise da amostra de 6leo de

girassol BIPEA, englobado no ensaio interlaboratorial e respectivos valores do erro normalizado (ppb)

N°replicados Média (ppb) Desvio Padréo (ppb)
B[a]A 2,49 0,17 -0,35
Criseno ) 1,89 0,20 -0,31
B[b]F 2,16 0,65 -0,67
B[a]P 0,75 0,14 -0,36

Dado o conceito do erro normalizado enunciado acima e comparando os valores obtidos pelo
laboratério (nas tabelas 4.15 a 4.17), com os valores de referéncia obtidos dos ensaios
interlaboratoriais, verifica-se que os valores aceites com verdadeiros (X,) ndo se encontram dentro do
intervalo de incerteza do laboratério, com excecdo do benzo[b]flouranteno no 6leo de girassol
refinado e bruto. Deste modo, utilizando a expressdo do erro normalizado para cada composto,
obtém-se valores um pouco acima de 1 em alguns compostos da amostra de girassol refinado,
contudo ndo sendo demasiado elevados pode-se concluir que a incerteza associada ao valor obtido
no laboratorio esta bem estimada.

4.8.3. Ensaios de Recuperacao

Para além do parédmetro avaliado anteriormente, € fundamental avaliar a exatiddo do método,
segundo ensaios de recuperacdo, procedendo-se assim, a fortificacdo das amostras a diferentes
niveis de concentracdo (minima, média e maxima). Contudo, quando se procedeu ao estudo deste
parametro, a quantidade disponivel dos padrdes ndo era suficiente, pelo que, ndo foi possivel
proceder a diluigdo dos mesmaos, por forma a diminuir a incerteza associada ao volume, agquando da
fortificacdo das amostras a concentracdes menores. Assim sendo, optou-se por fortificar as amostras
com uma concentracdo maxima de 50 ppb (equivalente ao Ultimo ponto da curva de calibracdo),

retirando de cada uma das solu¢8es de 10000 ppb, 50 uL para uma amostra de éleo de 10 g.
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As amostras fortificadas adicionou-se um quantidade de padrdo interno no inicio da amostra —
surrogate — por forma a determinar a quantidade de analito no decorrer do processo. Para as
amostras nao fortificadas, designadas por amostras de controlo, adicionou-se a quantidade de padréao
interno antes da corrida por forma a determinar a concentracdo de cada um dos compostos nas

amostras.

Os caélculos necessarios a determinacdo das concentragfes de analito, foram efectuados quer
recorrendo a curva de calibracdo (calculo 1), quer através de férmulas utilizadas diariamente no
processo de quantificagdo dos compostos, quando ndo se constroi nova curva de calibragéo (calculo
2), possibilitando assim, a comparacdo dos dois modos de calculo. Para isso, a primeira etapa

envolve a obtencgéo do factor de resposta, o qual se define como:

(&)

F= @ (equacéo 22)

Cpr

onde A, e C, sdo a area do pico e concentracdo de um padréo do analito, enquanto Ap eCp S80 a
area do pico e concentragdo do padrdo interno (48).

A concentragdo de analito na amostra, pode assim ser calculada a partir da equagéo:

C, = 2xCpl (equagio 22)
Fx.App

Onde C, é concentragdo do analito, F, € o fator de resposta para esse analito e A, é a area de pico,

respectivo.

Para a avalicdo da exactidao do método através de ensaios de recuperacédo, a taxa de recuperacédo €
calculada segundo a equacgéo 18, enunciada anteriormente.
Nas tabelas 4.18 e 4.19, sdo apresentados os valores referentes aos dois métodos de calculo para a

determinacéo das taxas de recuperacao.
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Tabela 4.18 Taxas de Recuperacao (%) - Resultados obtidos nos ensaios de
recuperacédo para o 6leo de girassol refinado

Célculol Calculo 2
B[a]A 152 23
Criseno 159 25
B[b]F 386 54
B[k]F 290 51
B[a]P 464 75
Dib[a,h]A 535 101
B[g,h,i]P 845 144

Tabela 4.19 Taxas de Recuperacéo (%) - Resultados obtidos nos ensaios de
recuperacado para o 6leo de girassol bruto

B[a]A 271 49
Criseno 578 49
B[b]F 203 110
B[K]F 236 77
B[a]P 264 90
Dib[a,h]A 120 115
B[g,h,i]P 86 139

Os critérios de aceitagdo da taxa de recuperacdo para o presente estudo, foram definidos
internamente como sendo uma variagdo de 10% em relagdo ao ideal (100%). Pela andlise das
tabelas 4.18 e 4.19, verifica-se que os resultados obtidos para a mesma amostra, mas usando dois
métodos de célculo distintos séo diferentes. O calculo recorrendo a curva de calibragdo conduz a
resultados demasiado elevados quando comparados com os obtidos pelo método de calculo quando
nao é utilizada a curva de calibracdo diaria. Uma possivel justificacao para estes resultados, segundo
estudos ja realizados pela IUPAC, advém da repetibilidade dos ensaios de recuperacdo e da
incerteza na quantidade de analito/padrédo colocado na amostra (49).

Em relagdo ao método de célculo 2, é possivel observar-se para os dois 6leos taxas de recuperacgao
demasiado baixas para o criseno e benzo[alantraceno, podendo estar em causa as perdas destes
compostos durante a fase de evaporacdo da amostra.

Sendo as taxas de recuperacao obtidas pela norma ISO 15753:2006 compreendidas entre 70 a 110%
para os compostos determinados neste estudo e comparando este valor com os obtidos pelo
Laboratério relativamente ao método de célculo 2, pode-se concluir que o método necessita de
melhorias contudo ndo apresenta valores muito distantes do esperado, tendo em conta a natureza do

método.
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5. Propostas para trabalho futuro

Sendo a validacdo de um método de andlise um processo que envolve muitas etapas e,
consequentemente muito tempo, néo foi possivel avaliar todos os parametros de forma correta para o
presente estudo. Deste modo, seriam necessarias algumas analises importantes de modo a

guantificar todos os analitos. Assim sendo, futuramente devera ser realizado:

e A otimizacdo dos pardmetros de detecdo para o canal de fluorescéncia do indeno (1,2,3-cd)
pireno, de modo a obter melhor sensibilidade deste composto ao comprimento de onda de

emisséo e excitacéo definidos;
e O estudo de outro padrdo interno que auxilie 0os primeiros compostos em analise;

e A analise ao longo do tempo da estabilidade da curva de calibracdo, de modo a avaliar a

concordancia dos resultados da concentracao;

e O estudo da homogenidade de varidncias para confirmar o ajuste da gama de trabalho

correspondente a cada composto;

e A otimizacdo das condicBes operacionais durante o processo de extracdo e concentracdo dos
analitos. Tendo especial atencédo a fase de eluicdo dos compostos de modo a obter parte do
liguido que ainda fica no cartucho, assim como, a fase de evaporacdo do eluato estudando a
pressao da corrente de azoto, de maneira a evitar a volatilizagdo dos compostos de menor peso
molecular, como B[a]A e Criseno.

e A participagdo em ensaios interlaboratoriais oficiais, com a finalidade de estudar a
reprodutibilidade do método e consequentemente avaliar a exatiddo do mesmo de modo oficial;

e A fortificacdo de diferentes amostras, numa concentragdo minima, média e alta, para um estudo
mais pormenorizado da exactiddo do método (ensaios de recuperacao).

e A determinacdo dos parametros de validacdo para o 6leo de soja, tais como, curva de
calibracao, estudo de linearidade, gama de trabalho, preciséo e exatiddo do método. Uma vez
gue o método em causa apenas foi validado especificamente para o 6leo de girassol, seria uma

mais valia a determinagdo dos parametros referidos para o 6leo de soja.
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6 . Conclusodes

O desenvolvimento do presente trabalho de implementacdo/validacdo de um método para a
determinac&o de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em 6leo de girassol por HPLC é importante
em termos de controlo de qualidade e seguranca alimentar, uma vez que os compostos estudados

representam um dos grupos de contaminantes dos alimentos mais carcinogéneos e genotoxicos.

A existéncia de uma norma internacional (ISO 15763:2006) para a determinacdo destes compostos
em Oleos vegetais, esteve na base da utilizagdo de determinadas condi¢cdes operacionais, que
conduziram a selecdo dos parametros de detecdo e temperatura da coluna utilizados neste trabalho.
Contudo, visto que a referida norma requer um maior nimero de equipamentos e tempo de
preparacdo da amostra, optou-se por um método mais simples e economicamente mais viavel para

ser utilizado como método em andlise de rotina de uma grande quantidade e variedade de amostras.

Apés determinadas todas as condi¢cdes necessérias e tendo-se optado pelo método do padréo interno
procedeu-se a validacdo do método, verificando-se que, a razdo das areas (area do analito/area de
padréo interno) se correlaciona linearmente com a concentracdo (variada) de todos os compostos em

estudo, com excecao do indeno [1,2,3-cd] pireno, pelas razbes ja enunciadas neste estudo.

A linearidade do método foi verificada segundo diversos testes estatisticos, sendo linear para as
diferentes gamas de concentragcdo, consoante o composto a determinar. Sendo de 2-50 ppb para o
B[a]A e Criseno, de 0,75-15 ppb para o B[b]F, de 2-25 ppb para o B[K]F e B[a]P, de 1-25 ppb para o
Dib[a,h]A e, por fim, de 5-25 ppb para o B[g,h,i]P.

Relativamente aos limiares analiticos 0 método possui os limites de detecdo e quantificacdo
enunciados na tabela 4.5 com base na analise de 10 replicados independentes da gama mais baixa
de cada composto. Os valores apresentados sdo satisfatérios dado estarem de acordo com o objetivo
da implementacéo deste método, ou seja, uma vez que ndo conhecido a soma dos 8 PAHs em
estudo, apenas ha que ter em conta a soma dos 4 PAHs que é o limite imposto destes contaminantes

nos 6leos e gorduras vegetais de 10 ppb, assim como, o valor de B[a]P de 2 ppb.

Em termos da precisdo do método, este foi avaliado segundo os parametros de repetibilidade e
precisdo intermédia tendo-se obtido um coeficiente de variagdo de repetibilidade e de precisdo
intermédia um pouco acima do definido internamente de 10 % para alguns dos compostos. Contudo
nao sendo valores demasiados elevados, tendo em conta a natureza do método podes afirmar que o

método é preciso.
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Para a avaliacdo da exatiddo do método, tendo em conta 0s ensaios interlaboratoriais, obtiveram-se
valores de Z-score que consideram o desempenho do laboratério a um nivel satisfatério, ou seja,
estavam compreendidos entre -2 e 2 para todos 0os compostos presentes no 6leo de girassol refinado,
bruto e 6leo de girassol do BIPEA.

Outro parametro que foi tido em conta para confirmar a exatiddo do método, foram os ensaios de
recuperacao tendo — se obtido valores expectaveis para alguns dos compostos, segundo o método de
célculo em que néo é utilizada a curva de calibragdo diaria. Sendo as taxas de recuperacgdo obtidas
pela norma ISO 15753:2006 comprendidas entre 70 a 110% e, comparando 0s valores com 0s
obtidos pelo laboratério, pode-se concluir que o método necessita de melhorias contudo nao

apresenta valores muito distantes do esperado, tendo em conta a complexidade do método.

Conclui-se, assim, que é fundamental melhorar o método validado de modo a obter resultados mais
confiaveis, tendo em conta a exigéncia pretendida para quantificar os compostos presentes em
estudo. Assim sendo, serd necessario realizar um plano de ac¢des corretivas de modo a melhorar os

parédmetros ja validados.
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8 . Anexos

Anexo A —Estudos das condicdes operacionais do método

e Solucio de 4 PAHs de 100 ppb com PI (B[b]C)*
e  Temperatura da coluna = 25°C

e Aexc=252nm

e Aemis =406 nm
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Figura 8.1 Cromatograma 4 PAHSs - Gradiente da Norma ISO 15753:2006
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Figura 8.2 Cromatograma 4 PAHSs - Gradiente Isocratico Acetonitrilo:Agua (75:25)

T
55.00

“Devido a falta dos oito padrdes, procedeu-se apenas ao estudo das condi¢cdes operacionais numa
fase inicial com uma solugdo de 4 PAH’s mais padrdo interno, no qual foi fornecido pela Sovena

Oilseeds.
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Figura 8.3 Cromatograma 4 PAHs - Gradiente Isocratico Acetonitrilo:Agua (85:15)

e Solucéo de 8 PAHs de 100 ppb com PI°
e  Temperatura da coluna = 25°C
e Aexc=252nm

. Aemis =406 nm
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Figura 8.4 Cromatograma de 8 PAHs - Gradiente Isocratico Acetonitrilo:Agua (85:15)

Pela figura 8.4, observar-se a falta do indeno [1,2,3-cd] pireno pelo que a escolha do comprimento de

onda de excitagdo e emissao nédo € melhor op¢éo para o método em estudo. Assim sendo, procedeu-

®Devido a falta dos oito padrbes, procedeu-se apenas ao estudo das condi¢cdes operacionais numa
fase inicial com uma solucdo de 4 PAHs mais padrdo interno, no qual foi fornecido pela Sovena
Oilseeds.
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se aos estudos de diferentes canais de detecdo nomeadamente

o descrito na Norma

15753:2006, como ilustrado nas figuras 8.5 a 8.8.
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Figura 8.5 Cromatograma 8 PAHSs - Gradiente Acetonitrilo:Agua (85:15) - Canal A
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Contudo, procedeu-se a variacdo de gradiente (tabela 3.2) tendo-se obtido picos com melhor

resolucdo cromatogréafica (picos gaussianos ideais), como ilustrado nas figuras 8.9 a 8.12.
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Anexo B —Estudo da Linearidade do padrao interno
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Figura 8.13 Testes Estatisticos para o estudo da linearidade do padréo interno - Canal A
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Anexo C — Estudo da Linearidade dos 8 PAHs
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Figura 8.18 Testes Estatisticos para o estudo da linearidade do Criseno
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Figura 8.19 Testes Estatisticos para o estudo da linearidade do Benzo[b]Fluoranteno
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Figura 8.20 Teste Estatisticos para o estudo da linearidade do Benzo[k]Fluoranteno
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Figura 8.21 Testes Estatisticos para o estudo da linearidade do Benzo[a]Pireno
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Figura 8.22 Testes Estatisticos para o estudo da linearidade do Dibenzo[a,h]Antraceno
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Figura 8.24 Testes Estatisticos para o estudo da linearidade do Indeno[1,2,3-cd]Pireno
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Anexo D - Estudo da Linearidade do injetor
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Figura 8.25 Linearidade do injector - Representacédo gréafica dos valores da area do pico vs volume de injecdo na solucéo de 8 PAHs a 20 ppb
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Figura 8.26 Linearidade do injetor - Representacao grafica dos valores da area do pico vs volumede inje¢do na solugao de 8 PAHs a 20 ppb
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