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RESUMO

Neste trabalho foi adaptada uma metodologia para analise de Benzo(a)pireno
(BaP) por cromatografia a gas acoplada a espectrdbmetro de massas (CG/EM) de
forma a aumentar a eficiéncia e praticidade em laboratério. A implementagao da
metodologia adaptada reduz o consumo de solventes, tempo e méo de obra técnica
no Laboratério de Cromatografia Gasosa (CRO) para determinacéo de BaP. Também
foi validada a metodologia de analise de teor de acido acético em vinagre de macga
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de Arranjo de
Diodos (CLAE-DAD). A validagdo da metodologia foi realizada em acordo com
portarias e guias da ANVISA e INMETRO para garantia de qualidade, rastreabilidade
e seguranga aos produtos analisados no Laboratério de Cromatografia Liquida
(CRL).

Palavras-chaves: Benzo(a)pireno, acidos orgéanicos, CLAE-DAD, CG/EM
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1. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho foi desenvolvido ao longo das 540 horas exigido pela
disciplina Estagio Supervisionado (QMC 5515), para conclusao do curso de Quimica
Tecnologica da Universidade Federal de Santa Catarina. O estagio foi realizado no
Laboratério de Cromatografia Liquida (CRL) e Laboratério de Cromatografia Gasosa
(CRO) na empresa Duas Rodas Industrial Ltda, em Jaragua do Sul.

Metodologias cromatograficas exigem investimentos milionarios por parte da
empresa para aquisigao e manutengao dos equipamentos, semanas de treinamento
e meses de pratica para capacitagao de um profissional na area, ainda assim, € um
equipamento indispensavel para industrias alimenticias e farmacéuticas, com
aplicagbes em multiplas areas, desde a garantia de qualidade ao desenvolvimento
de produtos, tendo sido uma oportunidade unica para meu desenvolvimento
profissional, académico e pessoal.

Os projetos foram idealizados pelas analistas e coordenadores do setor de
Garantia de Qualidade devido as necessidades encontradas ao se analisar teor de
Benzo(a)pireno (BaP) em aromas de fumaca por Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrémetro de Massas (CG/EM), assim como validar a metodologia para
determinacao do teor de acido acético em vinagre de macad por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD).

A analise atual de benzo(a)pireno em aromas de fumaca utilizada na empresa
exige tempo e um complexo preparo de amostra, sendo ele uma atividade manual e
demorada, logo foi adaptada uma metodologia para acelerar, simplificar e reduzir
custos da analise de benzo(a)pireno. Para tal, foram consultados artigos da literatura
sobre metodologia de detec¢cao de HPA por CG/EM.

O acido acético presente em vinagres contempla beneficios a saude e é
essencial para o aroma e sabor do produto final, sua analise varia conforme o tipo
de vinagre (vinho, maca, arroz) e matriz (em pd, mosto, liquido). Atualmente, na
Empresa existe uma metodologia empregada para analise de acido acético em
vinagre de vinho por CLAE-DAD, no entanto é preciso valida-la para aplicagcdo em
vinagre de maga para garantir a segurancga, rastreabilidade e qualidade do produto

conforme portarias estabelecidas pelo INMETRO e ANVISA.
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2. APRESENTACAO DO LOCAL DE ESTAGIO

A empresa Duas Rodas (Figura 1) & pioneira na extragao de 6leos essenciais,
fundada em 1925 por Hildegard e Rudolph Hufenulssler. Atualmente, conta com mais
de 2 mil colaboradores presentes em toda a América Latina, com 3 sedes no Brasil
(Jaragua do Sul, Sao Paulo e Sergipe) e 4 sedes fora do Brasil (Argentina, Chile,
Colémbia e México). Possui sete unidades de produgao, sete centros de pesquisa
aplicada e o Innovation Center, atendendo mais de 10 mil clientes com seu portfélio
de mais de 3 mil ingredientes, atendendo principalmente a Industria de Alimentos e
Bebidas’.

A matriz da empresa € a unidade em Jaragua do Sul, onde mais de mil
colaboradores trabalham em 3 turnos, mantendo a fabrica sempre funcionando.
Dentre o leque de produtos vendido a linha de sorvetina “Selecta”, um pé para
fabricagdo de sorvetes, deu destaque a empresa que hoje € lider nacional na
fabricacdo de produtos para sorvetes.

Para garantir a qualidade de seus produtos, a empresa faz andlises para
diferentes fins. S&o recorrentes analises para assegurar a qualidade da matéria
prima dos fornecedores, investigar produtos da empresa extraidos no meio ou no fim

do processo de producao e analisar amostras de produtos em desenvolvimento.

Figura 1- Vista aérea da empresa Duas Rodas, Ltda., em Jaragua do Sul.

Fonte: OCP NEWS, 20202
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3. REVISAO DA LITERATURA REFERENTE AO TRABALHO
DESENVOLVIDO

3.1 Introducao a cromatografia

A cromatografia €& um processo de separagcdao e identificacdo dos
componentes em uma amostra. A amostra devidamente preparada € inserida no
inicio da coluna cromatografica, que é recheada pela Fase Estacionaria (FE), e sera
carreados pela Fase Moével (FM). A separagao dos componentes da amostra ocorre
devido a adsorcdo dos mesmos pela FE, enquanto a FM elui em direcdo ao fim da
coluna, devido a diferenca de afinidade entre os componentes, a FE e a FM, os
componentes chegam ao fim da coluna em tempos diferentes, esse processo é
conhecido como corrida cromatografica. O tempo de um componente para chegar ao
fim da coluna é chamado de Tempo de Retencdo (Tg) e em analises realizadas de
forma ideal, o T de cada componente deve ser distinto dos outros®.

O devido preparo de uma amostra para analises cromatograficas depende
das condigdes cromatograficas empregadas, matriz da amostra e componentes de
interesse. As caracteristicas da coluna, FE e FM classificam o tipo de cromatografia,
como a cromatografia a gas (CG). Na CG temos a inser¢gao da amostra pelo sistema
de injegdo, um gas de arraste (a FM) elui a amostra ao longo da coluna
cromatografica (FE), ao longo deste processo os componentes da amostra serao
separados até a chegada de cada um ao detector, que produzira um sinal elétrico
para a leitura por meio eletrénico, criando assim o cromatograma. A coluna e o é
mantida dentro de um forno do qual pode passar de 300 °C durante a analise e de
350 °C para limpeza do equipamento. A temperatura do forno e o ritmo de
aquecimento sdo caracteristicos de cada analise cromatografica. O esquema 1

ilustra o funcionamento de um CG:
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Esquema 1: Funcionamento de um CG
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Fonte: DCTech?®

Outro exemplo de metodologia cromatografica amplamente utilizada € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O CLAE tem a amostra introduzida
no injetor, qual sera eluida por uma ou mais solugdes (FM) ao longo de uma coluna
cromatografica recheada (FE), esta coluna pode ser trocado por colunas mais curtas
ou mais longas, de diferentes recheios, sendo cada caracteristica de coluna
apropriada para separacao dos componentes. As pressdes no interior da coluna sao
superiores a 600 bar para a analise. A temperatura da coluna pode ser controlada,
no entanto ndo se emprega um forno exclusivo para esta metodologia como na CG.
Ao fim da corrida cromatografica, um detector analisa os componentes separados e
emite um sinal elétrico para tratamento de dados e leitura em um sistema eletrénico®.
A aplicagdo de pré-colunas e mddulos pds-coluna para retencdo de impurezas é
aplicado em razdo das matrizes utilizadas e preparo de amostra. O Esquema 2

ilustra o funcionamento de um CLAE.
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Esquema 2: Funcionamento de um CLAE.

Thermostat

E Connections
Data analysis station (PC)

HPLC pump and Injection uv
mixing valve valve detector

o
“%E

Eluent1 Eluent2

L J

]

ERials|
@cocooo
mOO00oo00

Waste or
fraction
collector

Fonte: DCTech®

A fim de melhorar as condigbes cromatograficas para analise de diferentes
substancias, caracteristicas cromatograficas como pressao e diregao de fluxo na
coluna podem ser alteradas.

Os detectores ao fim da corrida cromatografica possibilitam a determinacao e
quantificacdo dos componentes individuais da amostra. A leitura do detector gera um
cromatograma, onde cada composto possui um pico cromatografico conforme

exemplo de cromatograma na Figura 2.
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Figura 2: Exemplo de cromatograma.
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Fonte: Heliagon®

Onde A, B e C sao picos cromatograficos de diferentes componentes de uma
amostra e t;, t, e t; sdo os diferentes ty de cada componente. Fica clara a
caracteristica de definicdo de um pico cromatografico, onde um pico com base mais
fina (A e B) é considerada mais definida, enquanto que um pico com base larga (C)
€ considerado menos definido. A definicdo do pico tem papel importante nas
analises cromatograficas, pois idealmente a area de cada pico deve indicar a
presenca e quantidade de somente um composto, um pico menos definido aumenta
as chances de sobreposicdo como indicado no cromatograma em azul apresentado

no cromatograma de picos sobrepostos na Figura 3.
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Figura 3: Cromatograma de picos sobrepostos.

600

450

Refractive index (uRIU)
T~
s
— %

* %
*

150 - A
|

[ | \
-300 - /1 I | |

Time {min)

Fonte: DCTech’

O cromatograma azul é pouco legivel até mesmo com a aplicagao de
softwares para determinagédo de area, pois ha baixa seguranga ao determinar qual
area corresponde a cada pico. Para solucionar isso, cada tipo de cromatografia
possui uma solugédo, por exemplo, para o CLAE, alterar a coluna para uma de
comprimento maior aumenta o tempo entre cada pico, utilizar solu¢gdes de solvente
organicos em maiores concentragdes para FM, aumenta a definicdo de cada pico,
alterar as solugdes utilizadas na FM pode trazer um cromatograma completamente
diferente. Para um CG, alterar a temperatura do forno aumenta a definicdo de cada
pico e alterar de injegdo da amostra pode alterar completamente o cromatograma’.

Existe uma grande gama de detectores para multiplas aplicagbes
quantitativas e qualitativas, no entanto para cada metodologia cromatografica,
abaixo seguem alguns dos mais utilizados.

O Detector por ionizagdo de chama (DIC) analisa os ions emitidos por uma
amostra gasosa apdés a mesma incidir sobre o bocal de chama do equipamento. O
sinal produzido por estes ions €& amplificado, gerando um corrente, e lido pelo
detector. Este método é destrutivo para a amostra, no entanto produz um resultado
quantificavel através dos métodos de normalizacédo, padronizacao interna, método

de adicdes e padronizacao externa. A quantificagao por método de adicdo compara
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a area do pico do composto de interesse com a area do pico de uma curva de
calibracéo previamente introduzida no equipamento.

A espectrometria de massas (EM) consiste em uma fonte de ionizagdo para
transformar as moléculas da amostra incidente nos ions que a compdem. As fontes
ionizadoras mais utilizadas s&o a ionizagdo por elétrons e a ionizagao quimica por
ndo fragmentarem tdo intensamente as moléculas quanto as outras fontes. Para
detectar os ions gerados, o equipamento altera o campo eletromagnético no interior
do equipamento por um analisador quadrupolar, separando os ions formados em
suas respectivas razbes massa/carga, quais serdo detectadas no fim do
equipamento por um multiplicador de elétrons, que transforma o sinal i6nico
incidente em corrente elétrica legivel para a formagéo de um grafico®.

O Detector por Arranjo de Diodos (DAD) é um método espectrofotométrico
que consiste em uma fonte de radiacdo na regido do ultravioleta (UV), e outra na
regido do visivel, abrangendo comprimentos de onda de 260 a 750 nm. Amostras
podem ser analisadas pela forma como elas absorvem e emitem essa radiagao,
produzindo um espectro caracteristico de absor¢cao/emissdo. A vantagem de utilizar
o DAD esta na leitura de multiplos comprimentos de onda de cada componente e

selecionar o melhor comprimento de onda para quantificagcdo dos componentes.

3.2. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos e Benzo(A)Pireno na alimentacao

humana

A humanidade emprega a cocg¢ao de alimentos por defumacéo a milhares de
anos, com objetivo de preservar o alimento e alterar suas propriedades sensoriais,
porém os processos de defumacgao de alimentos cresceram a larga escala somente
nos anos 1970, utilizando os mesmos métodos de oxidacao de diferentes espécies
de madeira para obter a fumaga qual proporcionara as caracteristicas desejadas®.
Mesmo seguindo todas as normas de seguranga e higiene da industria alimenticia,
essa forma de cocgao ainda possui substancias toxicas e carcinogénicas produzidas
na fumaga que inevitavelmente s&o transferidas ao alimento, dentre eles os
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) compde a familia mais conhecida e

toxica.
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Os HPA sao uma familia de mais de 100 compostos organicos formados por 2
ou mais anéis aromaticos, constituidos somente de carbono e hidrogénio conforme
as estruturas de HPAs comuns apresentadas na Figura 4. Mesmo em baixas
concentragdes, estes compostos ja foram provados como causadores de cancer em

seres humanos'®'?

e sua concentragao em alimentos depende da forma de cocgao
empregada, natureza do alimento e teor de gordura®™. A forma qual estamos mais
suscetiveis a exposicao de HPA ¢ através de alimentos defumados e grelhados, e
para sua detecgdo, analisamos o teor de Benzo(a)pireno (BaP) qual € um marcador
substituto para determinar a presenca de outros HPA, ou seja, a presenca de BaP
esta correlacionada com a presenca de outros HPA'™. A estrutura molecular do BaP
também esta presente na Figura 4.

Figura 4: Estrutura de HPAs

SHRSCSHG benzo[a]antraceno benzo[b]fluoranteno

benzo[a]pireno pireno ‘

benzo[ghi]perileno

trifenileno benzo[c]fenantreno fenantreno

Fonte: NETO, J. O."®
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Em 2015, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou carnes
processadas como grupo 1 de carcinogénicos, assim como tabaco e amianto'®. De
forma a amenizar os efeitos nocivos do consumo de embutidos enquanto
preservando as qualidades defumadas de alimentos, sdo adicionados aromas
naturais de fumaca, pois a matriz pode ser facilmente analisada e controlar mais
facilmente a qualidade do produto final. A ANVISA qualifica o aroma de fumaca
como a agua produzida do arraste a vapor do processo de pirdlise de madeiras
duras ou o destilado do liquido produzido na queima'. A Comissdo de
Regulamentos (CR) da Autoridade de Seguranca Alimentar Europeia (EFSA) limita a
concentracdo maxima de BaP em 6 ug por Kg de alguns alimentos, enquanto que no
Brasil, a legislagdo determina que a concentragao de BaP nos aromatizantes/aromas
de fumaga ndo pode superar 0,03 pg por Kg de alimento final e 0,7ug de
benzo(a)pireno por L de aguas potaveis, implicando que ndo ha uma concentracao
maxima de BaP em aromas de fumaga legislada'®?. Diante disso, o controle do teor
de benzopirenos e outros hidrocarbonetos como benzofluorotenos, benzoantracenos
e benzofluorenos se tornou essencial para manter a satide do consumidor'’: 820,

A metodologia para determinacdo de BaP usada atualmente na empresa
exige um excesso de solventes organicos e consome tempo util do técnico. Por isso,
foi adaptada uma metodologia mais agil e com menor gasto de solventes para

determinacao de BaP por CG/EM.
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3.3. Vinagre, teor de Acido Acético e suas utilidades
O vinagre é um condimento utilizado com objetivo de adicionar componentes

acidos e amargos aos alimentos, assim como preservar carnes e vegetais quando
imersas na solucdo. Sua producédo € praticada pela humanidade a milhares de anos,
tendo sido explorada de diferentes matérias primas ao longo dos séculos e
localidades refletindo a producdo local. No Brasil, o vinagre mais comum e
consumido s&o os vinagres de alcool (80%), extraido da cana, e de vinho?'.

Menos de 3% do vinagre produzido no Brasil € de macgé, no entanto, ele
confere caracteristicas acida, citrica e doce ao alimento, assim como alta
concentracdo de vitaminas, antioxidantes e acidos organicos que ajudam na
absorcao de calcio, regulagado da glicose sanguinea, controle de presséao arterial e
incentivo de apetite?" #2. Todas essas propriedades s&o interessantes para industrias
alimenticias, farmacéuticas e para exportacéo de seus produtos.

Vinagres sao produzidos atualmente através de dois processos bioquimicos,
a fermentacao alcodlica, executada por uma levedura do género Saccharomyces, e
a fermentagdo acética, executada por uma bactéria do género Acetobacter®. O
acido aceético, componente mais importante do vinagre, provém da oxidagao do
alcool no processo de acetificacdo pelas bactérias durante a fermentagao acética.
Devido a isso, vinagres sempre contém alcool dentro de um limite toleravel, caso
contrario as bactérias podem degradar o acido acético produzido com prejuizo para
o produto final. A legislacdo brasileira estabelece em 1,0% v/v o teor alcodlico

maximo para o vinagre?'.

Para garantir a qualidade do produto e de sua producgao, foi validada a
metodologia de determinagdo de teor de acido acético em vinagre de maga por
CLAE-DAD.

3.4. Validacao de metodologia e parametros para validacao
A validacdo de metodologias por 6rgaos governamentais € uma forma de

garantir imparcialidade e eficiéncia na aplicagdo de metodologias analiticas a fim de
garantir qualidade, rastreabilidade e seguranga aos clientes, empresas,

fornecedores e colaboradores. Para cada produto no mercado, alguma metodologia
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€ aplicada de forma a assegurar ao consumidor final e empresas de que este é
idéntico a todos os outros de mesma marca e fabricante, seguro dentro de sua
aplicacéo e confiavel®*. Para a exportacdo de mercadorias, selos de qualidade s&o
imprescindiveis no mercado exterior, sendo uma forma imparcial e universal de
qualidade e seguranca para consumidores e empresas independente de cultura e
padrdes de qualidade em todo o mundo®. Para obtencéo de selos, é necessaria a
validacdo das metodologias analiticas de acordo com 6&rgéos internacionais e

inspecgdes por agentes independentes.

Para validacdo de metodologia cromatografica, foi utilizada a revisdo dos
guias da ANVISA e INMETRO' #, De acordo com a literatura, a determinagéo dos
seguintes parametros para validagao sao essenciais:

e Seletividade garante que a resposta seja exclusivamente do analito de

interesse;

e Linearidade e faixa de aplicacdo estabelece a regidao onde a resposta do
detector é proporcional a concentracdo da substancia na amostra;

e Precisdo € a dispersdo dos resultados independente da média e € dada
pelo desvio padrao e o coeficiente de variagao;

e Exatiddo é a concordancia dos resultados obtidos com um resultado
informado como real;

e Limite de deteccdo e Limite de quantificacdo sdo respectivamente, os
limites minimos de concentragdo detectados e quantificados pelo
equipamento;

e Robustez é o parametro que mede a variacdo de resultados do

equipamento apds uma pequena variagao deliberada.

Além destas caracteristicas, foi determinado também o desvio padrao
agrupado e o coeficiente de variacdo agrupado. Esses parametros sao indicados
para quando um grande numero de analises similares (todas as amostras sao
vinagre de macéa de concentracédo de acido acético similar), porém baixo numero de
repeticdo de cada amostra (analises realizadas em duplicata, ou de 3 a 5 vezes)?. O
desvio padrao agrupado, utiliza os resultados de multiplas amostras analisadas com

um baixo numero de repeticdes, nesse caso, ao invés de se encontrar uma média de
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todos os resultados e comparar cada resultado com a média, se determina a média
de cada amostra, e o desvio padrao de cada amostra. Com o desvio padrao de cada

amostra, obtemos o desvio padrdo agrupado. A diferenga entre férmulas esta

presente abaixo.

Equacgao 1: Desvio Padréao Equacgao 2: Desvio Padrao Agrupado

=2 2 2 2
¢ = / Z(xi—x) ¢ = (n1_1)52,1 +(n2_1)32,2 +...+(nk—1)sn'k
n—1 p n1+n2+...+nk—k

Para um desvio padréo agrupado realizado em duplicata temos a diferencga de

cada resultado individual e sua média sendo levada em consideracao, conforme:

Equagao 3: Desvio padréao agrupado para n=2

— 2
s = Z(xi’j—xj)
p n—1

Os resultados de desvio padrao podem ser agrupados para determinar o

desvio padréo relativo agrupado, da seguinte forma:

Equacao 4: Desvio padrao relativo agrupado

O valor percentual do desvio padréao relativo agrupado € o coeficiente de
variagdo. Com os valores agrupados é possivel determinar os pardmetros analiticos

com um grande grupo amostral realizado com baixas repeticoes.



24

4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa adaptar uma metodologia para determinagdo de
Benzo(a)pireno (BaP) por CG/EM de acordo com as necessidades estabelecidas
pela empresa, e validar a metodologia de determinagao de acido acético em vinagre

de maca por CLAE-DAD de acordo com as agéncias reguladoras.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Adaptacdo de Metodologia para Andlise de Benzo(a)pireno em Aroma de
Fum r EM

Realizar levantamento bibliografico sobre os métodos de determinacao de
Analise de Benzo(a)pireno em Aroma de Fumacga por CG/EM,;

Adaptar a metodologia atualmente empregada a metodologia selecionada da
literatura;

Determinar a exatiddo das metodologias usadas atualmente e a proposta

nesse trabalho, assim como comparar os custos e o tempo em cada analise.

Vinagre de Maca por CLAE-DAD

Realizar a analise de amostras de lotes de vinagre de magéa produzidos na
empresa enviados para analise externa e comparar os resultados;

Levantar um grupo significativo de resultados de analises de amostras de
mesmo material, porém de diferentes lotes fabricados e analisados neste ano pela

empresa, para determinagéo de acido acético em vinagre de macé;

Determinar os parametros de seletividade, linearidade, faixa de aplicacao,
precisdo, exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacdo e robustez para
validacdo de uma metodologia cromatografica de acordo com a ANVISA e
INMETRO" 2,
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5.METODOLOGIA

5.1 Reagentes

Ciclohexano CLAE, diclorometano PA, n-hexano CLAE, metanol PA e
1-Propanol PA, foram fornecidos pela Merck, assim como o padrao analitico de BaP.
A agua ultrapura utilizada foi obtida no laboratério em sistema Milli-Q. O hélio
utilizado na FM do CG e o nitrogénio foram fornecidos pela White Martins. Todas as
solugdes para FM foram desgasificadas em banho ultrassdnico antes do uso. As
amostras de aroma de fumaga foram extraidas do mesmo lote produzido em margo
de 2021 e as amostras de vinagre de macga foram extraidas de lotes produzidos ao
longo de 2021. A Solugdo de 1-propanol é composto de 15% de de 1-Propanol e
85% agua e é produzida no laboratdrio. O sulfato de sddio e hidroxido de potassio foi

adquirido da Synth.

.2 Equipamen

Os Cartuchos Bond-Elut Plexa 200 mg (part number 12109610) foram
fornecidos pela Agilent e os filtros de Fluoreto de polivinilideno (PVDF) Whatman
Uniflo 0,22 pym foram fornecidos pela Sigma Aldrich. Foi usado o sistema Milli-Q
modelo IQ 7005 da Sigma Aldrich. Para banho ultrassénico foi usado Banho de
Ultrassom modelo SSBU 3,8L Bivolt fornecido pela 7Lab. Para a analise de BaP foi
utilizado um cromatégrafo a gas modelo 7820A da Agilent com espectrometro de
massa modelo 5977B e coluna HP-5MS ultra inert, 30 m x 250 ym x 0,25 ym e um
CLAE modelo 1260 Infinity Il com coluna Polaris 5 C-18 250x4,6 mm da Agilent para

analise de acido acético.

5.3 Adaptacdo de Metodologia para Analise de Benzo(a)pireno em Aroma de
Fumaca por CG/EM

A metodologia empregada atualmente na Empresa comega com a
solubilizagédo de 0,5 g de amostra de aroma de fumaca em 10,0 g de Solucdo de

1-propanol, filtracdo em papel filtro e Clean Up.
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Para a etapa de Clean Up, foi ativado um cartucho chromabond C18 de 3 mL
com 12 mL de Solugdo de 1-propanol (uma seringa de plastico foi utilizada para
realizar a pressdo necessario para que a solugao atravesse o cartucho), em seguida
o cartucho foi limpo com 12 mL de agua ultrapura (UP) sem deixar que ele seque. A
amostra foi inserida no cartucho e eluida com 4 mL de Solugdo de 1-propanol,
realizando pressao com a seringa até o cartucho secar. O cartucho foi limpo com 2
mL de diclorometano e a amostra foi recolhida em frasco de 2 mL. Sulfato de sédio
foi aplicado em agitagcdo até a transparéncia da solugéo, indicando absorgédo da
agua e a amostra foi recolhida com o auxilio de uma pipeta de Pasteur para outro
frasco de 2 mL. Esta metodologia foi nomeada de Metodologia 1.

Para atender as demandas da Empresa foram consultadas metodologias da

2831 Devido a

literatura para analise de BaP e outros HPA por cromatografia a gas
semelhanga das metodologias, as etapas de preparo das amostras foram divididas
em pré-Clean Up e Clean Up:
e Pré-Clean Up: Pesagem da amostra e diluigdo, saponificagdo, separagéo
liquido-liquido.
e Clean Up: Multiplas etapas de limpeza em coluna recheada, limpando a
coluna com diferentes solventes organicos, aplicando a amostra e

eluindo-a com solventes;

O artigo escolhido para ser replicado foi o de Simon?, qual visa um preparo
de amostra mais agil, simples e barato enquanto mantendo a qualidade e seguranga
do processo* %3,

A metodologia de Simon foi nomeada de metodologia 2 e para reproduzi-la foi
pesado cerca de 10 g de amostra de aroma de fumaga em baldo de fundo redondo e
aquecido a 90°C em refluxo com 3,2 g de hidréxido de potassio e 32 mL de metanol
por 30 minutos. Feito isso, as fases foram separadas em funil de separagao com trés
lavagens de 25 mL de ciclohexano e secagem da fase orgéanica em filtro com sulfato
de sodio. O filtrado foi deixado secar em capela sob vazdo de gas nitrogénio até
ebulicdo de todo o solvente, e foi adicionado 1 mL de ciclohexano ao produto final.

Para a etapa de Clean Up, a amostra foi inserida em um cartucho

Chromabond e eluida com 7 mL de ciclohexano, seguida de evaporagao do solvente
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em capela com fluxo de gas nitrogénio. A amostra foi reconstituida com 1 mL de
n-hexano e injetada no equipamento.

A metodologia de Simon reduz a etapa de Clean Up com a utilizagdo de uma
saponificagdo, no entanto outros autores discordam da necessidade desta etapa®.
Sabendo disso, uma nova metodologia baseada em Simon sem a etapa de
saponificagdo foi adaptada com o interesse de reduzir gastos de solvente e tempo
de preparo. Essa metodologia adaptada foi nomeada de metodologia 3. Foi pesada
uma massa de 0,5 g de amostra de aroma de fumaca e diluida em 10,0 g de
Solugdo de 1-propanol (1-propanol:agua/15:85), a solugéao foi filtrada em papel filtro
e o filtrado foi inserido em um cartucho Chromabond e eluido com 7 mL de
ciclohexano. A amostra foi deixada secar sob vazdo de nitrogénio, o restante foi
reconstituido com 1 ml de n-hexano e injetado no equipamento.

As metodologias 1, 2 e 3 foram realizadas em ftriplicata. Uma curva de
calibracdo de BaP de 5 pontos foi realizada e o equipamento foi calibrado antes das
analises das metodologias. As condigdes cromatograficas utilizadas na metodologia
de Simon sao similares as utilizadas na metodologia atual no laboratério, por isso
optou-se por manter as mesmas metodologias da metodologia atual. As condi¢des

cromatograficas utilizadas no equipamento seguem abaixo:
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Volume de injecao 1,5 uL
Temperatura do injetor 300 °C
Pressao 13,03 psi

Modo de injecao

Splitless Pulsado

Presséo do Pulso de injegao

35 psi até 0,5 min

Fluxo de purga

100 mL/min por 1 min

Economizador de gas

30 mL/min apdés 3 min

Rampa de aquecimento

55 °C por 1 min, 20 °C/min até 320 °C por 3 min

Coluna

HP-5MS ultra inert, 60 °C-325 °C(350 °C)

30 m x 250 ym x 0,25um

Temperatura da linha referéncia 290 °C
Fase Movel Heélio
Fator de Ganho 3

Solvent Delay 13,00 min
fon quantificador 252,00 m/z

fon qualificador

250,00 m/z e 126,00 m/z

5.4 Validacdo de Metodologia de Determinagcdo de Teor Acido Acético em

Vinagre de Macéa por CLAE-DAD

Para preparo da amostra foi pesado cerca de 0,1 g das amostra de vinagre de

macéa em baldo volumétrico de 100 mL, o volume do baldo foi completado com agua

ultra pura e a solugéo foi filtrada com filtro de PVDF antes de ser injetada em vial de

2 mL para a analise. Uma curva de calibragao de 5 pontos foi feita com acido acético

grau CLAE e o equipamento foi calibrado. Este procedimento validado para a analise

de vinagre de vinho pela AOAC**, as condi¢gbes cromatograficas da metodologia

utilizada seguem abaixo:
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Tabela 2: Condigdes cromatograficas em CLAE

Coluna C18 250mm x 4,6mm

Fluxo 0,8mL/min

Volume de injegéo 5uL

Temperatura nao controlada

Tempo de analise 12 minutos

Fase movel Tampéao - Na,HPO,(0,2 M)/H;PO,(pH 2,4)
Modo Isocratico

Comprimento de Onda DAD 214 nm

Para a determinacdo dos parametros estatisticos, a seguinte estratégia foi
tomada:

A seletividade foi determinada pela comparagao dos resultados do DAD a um
padrao de acido acético, sendo considerada seletiva se o equipamento determinar
com mais de 98,0% de precisdo as bandas caracteristicas da amostra comparadas
ao padrao de calibragao;

A linearidade e faixa de aplicacdo foram determinados pelos padrbes de
calibragdo utilizados e pela leitura da curva de calibragdo do equipamento, qual
indica um coeficiente de correlagdo (R?) a cada calibragéo;

Para determinar a precisdo, foram reunidas 62 analises realizadas em
quintuplicatas ao longo de 2021 com a metodologia a ser validada, determinando
desvio padrao agrupado e coeficiente de variagdo agrupado;

Para a determinagdo de exatiddo, foi enviada uma amostra para um
laboratério independente. Esse resultado foi aceito como verdadeiro e duas
amostras foram analisadas, uma era a amostra do lote que foi enviada ao laboratério
independente, nomeada de amostra A, e a outra era a amostra de um lote contendo
0 mesmo valor de acido acético. Ambas foram preparadas e analisadas de acordo
com a metodologia a ser validada em quintuplicata.

Os limites de deteccao e quantificacdo sao obtidos a partir da precisao;

A robustez foi testada com uma variagcao de cerca de 0,1 unidade de pH.
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5.5 Tratamento de residuos

Os solventes organicos utilizados e solugdes contendo solventes organicos
foram descartados em bombonas de plastico para serem descartados em aterros
especializados para solventes organicos, enquanto que solugdes aquosas contendo
amostras foram descartadas na pia, para serem tratadas na estagao de tratamento
de efluentes da empresa. Andlises de qualidade de agua foram realizadas
diariamente no setor de Garantia de Qualidade e ao menos 3 vezes ao dia na
estacdo para garantir que ndo houve impacto das solugbes sobre a qualidade da
agua. A porgcado amostral ndo utilizada foi separada em amostras sem componentes
téxicos (como as amostras de vinagre de maca), quais foram direcionadas a
adubagem, enquanto que as amostras com componentes indesejados (como o
aroma de fumacga) foram descartada para ser enterrada juntamente aos solventes

organicos.
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO ESTAGIO

6.1 Adaptacdao de Metodologia para Analise de Benzo(a)pireno em Aroma de
Fum r EM

6.1.1 Tempo de anadlise e custo financeiro

As trés metodologias diferem principalmente nos fatores de tempo de preparo
de amostra e gasto de solventes. Os custos de solventes, reagentes e descarte
foram informados pela gestdo financeira da empresa. O custo de reagentes e
solventes leva em consideragao somente o custo dos produtos quimicos utilizados
no preparo de amostra, enquanto que o custo total adiciona o custo do descarte de

R$40 por litro de residuo ao custo de reagentes e solventes. A fim de comparar mais

facilmente a particularidade de cada uma, foi montada a tabela abaixo:

Tabela 3: Comparacao de tempo de analise e custo de solventes pelas diferentes

metodologias

Metodologia Tempo por Volume de solventes Custo de Custo total
amostra e reagentes por reagentes e por amostra
amostra solventes por
amostra
1 (metodologia 40 minutos 26 g de Solugao de R$ 2,1488 R$ 3,2688
utilizada pela 1-propanol, 2 mL de
Duas Rodas) diclorometano
2 (Reprodugao 65 minutos 32 mL de metanol, 83 R$25,5724 R$30,2124
da metodologia mL de ciclohexano,
de Simon) 3,2gde KOH, 1 mL
de n-hexano
3 (Metodologia 5 minutos 10,0 g de Solucgao de R$1,992 R$2,672
Adaptada) 1-propanol, 8 mL de
ciclohexano

A metodologia 1 emprega somente 2 mL de diclorometano e 26 g de solugéo

trabalha, qual € composta somente de 15% de 1-propanol e 85% de agua, porém,
essa solucao precisa ser descartada como residuo organico, sendo aterrado com as

bombonas de solventes orgéanicos, logo, em termos de tratamento de residuo, essa



32

porcao é tratada como um solvente organico. O 1-propanol é pouco mais téxico que
o etanol, no entanto consideravelmente menos toxico que o metanol, pequenas
quantidades séo produzidas no corpo humano tornando-o brandamente poluente, no
entanto ele € mais pesado que o ar e é extremamente inflamavel, assim como o
solvente mais caro por litro comprado pela empresa®. O diclorometano por outro
lado € extremamente toxico, sendo facilmente inalado e absorvido pela pele,
causando enxaqueca, hausea, fraqgueza e em casos mais severos perda de
consciéncia, coma e morte*. Além disso, o diclorometano € metabolizado no corpo
lentamente em mondxido de carbono, o qual contempla um risco horas apds a

exposicéao®.

A metodologia 2 possui o maior gasto de solventes, devido a etapa de
saponificacdo, esta torna o preparo de amostra mais robusto, aumentando o leque
de matrizes amostrais analisaveis por retirar interferentes, no entanto, a
saponificagdo consome mais solvente, mais tempo da analise e obtém maior
custo®.0utros autores ndo consideram esta etapa necessaria para determinacgéo e
BaP%. O metanol é altamente inflamavel, causa cegueira com o consumo de menos
de 10 mL e é potencialmente fatal com o consumo de menos de 30 mL, sendo
recomendada uma exposigdo de no maximo 260 mg/m?® *°. De acordo com a Ficha
de Informagdo de Seguranga de Produto Quimico da Braskem® o ciclohexano é
inflamavel e impdem riscos a saude da vida marinha em baixas concentragdes,

sendo um risco para a saude humana caso contamine reservatorios.

A metodologia 3 por outro lado, utilizou a menor quantidade de solventes e
reagentes, produziu a menor quantidade de residuos e consome o menor tempo

para preparo de amostra. Em raz&o disto, a metodologia 3 se mostrou mais eficiente.

6.1.2 Cromatogramas

O cromatograma abaixo apresenta os resultados mais representativos das
triplicatas das 3 metodologias empregadas, a reprodugcdo do artigo de Simon
(metodologia 2, em preto) apresentou a linha base mais estavel, enquanto que a

reprodugdao da metodologia utilizada pela Duas Rodas atualmente (metodologia 1,
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em roxo) e a metodologia adaptada (metodologia 3, em verde) tiveram uma variagao
maior na linha base. O equipamento determinou que o pico em 14,34 min como BaP
com uma seguranga de 62% quando comparado a base de dados do equipamento.
De acordo com outros trabalhos levantados®*®' o Tz do BaP é de 14,3 min. A baixa
seguranga do equipamento em afirmar este pico como BaP provém da interferéncia
do criseno (outro HPA) na amostra, qual possui uma razdo carga massa do ion
qualificador de 250,00 idéntico ao BaP, no entanto, de acordo com o banco de dados
do equipamento, o criseno possui um sinal de massa carga de 128,00 maior que o
sinal de 250,00 enquanto que o BaP, conforme acusado pela leitura do padrao,
possui um sinal do ion 250,00 mais intenso. O pico em 14,34 min € o Unico pico
onde isso foi observado. Baseado nisso, este pico foi considerado como o pico de
BaP para determinagédo de concentragdo. Abaixo segue o cromatograma sobreposto

das metodologias 1,2 e 3.

Figura 5: Cromatogramas sobrepostos das metodologias 1,2 e 3
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A alteracdo da linha base pode causar um desvio de precisdo para
determinacdo de concentragdo, assim como torna o processo de selecionar a area
do pico um processo mais manual. Algumas hipoteses foram levantadas sobre a
causa dessa variagao:

O material da coluna, mesmo sendo estavel a temperatura e inerte, ainda se
deteriora com o tempo, expansao e contragao térmica sendo carregado com a fase

movel. Isso causa uma elevacio da linha base por mais matéria estar passando pelo
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detector do que entrou (no caso siloxanos, o material da coluna). Este efeito é
conhecido como “sangramento” da coluna*'*3;

O cromatégrafo utiliza um detector de condutividade térmica, o qual compara
a condutividade térmica entre a linha contendo a amostra e uma linha contendo
somente o gas eluente. Este detector mede a concentragdo do gas de arraste na
linha. Grandes variacdes de temperatura pelo detector causam pequenas variagcoes
de vazao, causando um aumento na expulséo da linha ao longo do tempo, elevando
a linha base*;

Por fim, a adsor¢cao de componentes de alto ponto de ebulicdo pela FE na
coluna em analises anteriores, causa a elevacao da linha base nas analises
seguintes, pois a liberacdo desses componentes causa uma vazao de saida maior
que a de entrada. Este fenbmeno € conhecido como “contaminac¢ao”, e pode explicar
desde a elevagao de linha base, até o aparecimento de picos interferentes*' 2,

As anadlises das metodologias 1 e 3 foram realizadas em sequéncia no
mesmo dia, ou seja, a metodologia 1 foi realizada em triplicata e em seguida a
triplicata da metodologia 3 foi analisada. No entanto, a metodologia 2 sé pode ser
analisada no dia seguinte. A variagdo de linha base entre cada repeticdo de
metodologia foi imperceptivel, diferentemente da variacdo entre analises. Todas as
metodologias foram testadas e apds o procedimento de limpeza do equipamento,
que dura 1 hora a 350 °C. Conforme dito anteriormente, a robustez da etapa de
saponificagdo na metodologia 2 expande o leque de substancias analisaveis por
retirar interferentes da amostra, uma possivel causa da alteragao de linha base pode
ser a presencga de tais interferentes.

O equipamento encontra silanos nas moléculas com altos Tz nas amostras
preparadas pelas 3 metodologias, mesmo que a linha base se altere somente na
metodologia 1 e 3. As condi¢cdes cromatograficas para todas as analises foram as
mesmas em todas as metodologias, por isso foi desconsiderada a possibilidade de
sangramento da coluna.

De acordo com Simon, a necessidade de uma etapa de saponificagcao era
inconclusiva na literatura, pelo fato das diferentes matrizes amostrais acumularem
BaP em diferentes concentragcdes e a presenca de compostos interferentes de

tempo de retencdo similar ao BaP. A presenca de HPA é testada em alimentos
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carneos e Oleos, ambos ricos em gorduras que solubilizam os HPA. O aroma de
fumagca é composto maijoritariamente por agua, que pode ser separada dos HPA
mais facilmente. Por causa disto, Simon atribui a estabilizacdo da linha base a etapa

de saponificagao.

6.1.3 Precisdo e exatiddao dos resultados

Para a determinacdo de precisdo e exatiddo das metodologias, foi
determinada a concentracdo de BaP nas amostras através da razado das areas dos
picos. Estes estavam todos dentro da curva de calibracdo aplicada. A curva de
calibragdo obteve um R?de 0,99999. Segue na tabela abaixo os resultados de BaP

pelas diferentes metodologias:

Tabela 4: Resultados de BaP pelas diferentes metodologias

Metodologia Média Desvio Padrao Coeficiente de
(mL/Kg)’ (mL/Kg)’ Variagédo
1 9,8291 0,1923 1,96%
2 0,3026 0,0016 0,52%
3 9,6369 0,1867 1,94%

Os resultados da metodologia 2, a reprodugao do artigo de Simon, contém um
baixo teor de BaP devido aos longos processos de secagem do volume de solvente,
causando uma diminui¢gdo na concentracado de BaP presente na amostra.

Os resultados das metodologias 1, metodologia da AOAC atualmente utilizada
pelo laboratorio, e metodologia 3, a metodologia adaptada de Simon a metodologia
usada atualmente, possuem um valor de desvio padrao relativo aceitavel para
determinagdo de contaminantes (entre 1 e 2%)%.

A partir dos parametros mensurados, as metodologias 1 e 3 foram

consideradas as mais confiaveis, enquanto que a metodologia 3 contém mais
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ganhos em termos de tempo e economia total de solventes, a metodologia 1 utiliza

solventes mais brandos ao ambiente.

Vinagre de Maca por CLAE-DAD

6.2.1 Determinacao de paridmetros analiticos

Para a validacdo da metodologia por CLAE-DAD para determinagéo do teor
de acido acético em vinagre de maca, duas amostras de acido acético foram
selecionadas, nomeada de amostra A, que foi enviada para analise externa, e
amostra B, que teve uma concentracdo determinada pelo Laboratério de
Cromatografia Liquida igual ao da amostra A, e 62 analises foram realizadas (n=5)
segundo método oficial** e os parametros analiticos foram avaliados.

Para determinacdo da seletividade do equipamento, foi usado o valor de
confianga do detector ao determinar o espectrograma do pico do acido acético nas
62 amostras analisadas, comparando ao espectrograma da curva de calibragao de
acido acético, o resultado foi de 98,9 a 99,8% de seguranca na leitura do detector.
Também n&o se constatou a eluicdo de nenhum outro composto no mesmo Ty do
acido acético em 4,47 min, o qual produziu um pico simétrico conforme o
cromatograma de acido acético na figura 5. De acordo com a ANVISA™, essas
caracteristicas comprovam a seletividade da metodologia;

Figura 6: Cromatograma de acido acético
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A aplicacdo da curva de calibragdo do equipamento produz um R? para
determinar a confianga na faixa de aplicagédo e linearidade, conforme o grafico da

curva de calibragédo de acido acético na figura 6 abaixo.
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Figura 7: Curva de calibracdo de acido acético

Calibration Curve
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O R? possui um valor de 0,99998, maior que o minimo de 0,990 estabelecido
pela ANVISA'®? determinando que as concentragdes da curva sdo conhecidas e a

intensidade do sinal varia linearmente com a concentragao dentro desta faixa;

Seguindo o tratamento estatistico de dados, foi obtido um desvio padrao
agrupado de 0,092 g/100g e um coeficiente de variagao de 1,78%, valor dentro do

limite de 1 e 2%%;

A analise independente identificou um total de 51400 ppm de acido acético na
amostra, o que equivale a 5,14 g/100. As amostras A e B foram analisadas e seus

resultados foram tratados, a tabela 5 reune esses resultados de amostras de vinagre

de macga:
Tabela 5: Resultados de amostras de vinagre de maca
Amostra | Concentracdo média | Desvio Padréao | Coeficiente de
(g/100g) (g/100g) Variagao relativo
A 5177 0,136 2,62%
B 5,169 0,116 2,24%

Estes resultados abrangem o resultado tedrico da analise externa, qual foi

considerado como verdadeiro, determinando que a analise € exata.
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Os limites de deteccdo e quantificagdo podem ser definidos de 3 formas,
através de método visual, relacdo do semi-ruido e pelo método baseado nos
parametros analiticos. O método baseado nos parametros analiticos € o mais

confiavel e define os limites conforme?®:

Equacao 5: Limite de Deteccao Equacgao 6: Limite de Quantificagao
LD = 3,3x~— LQ = 10X~

Onde s é o desvio padrdao da metodologia e S € o coeficiente angular da
curva de calibragdo (area x concentragéo). De acordo com a curva de calibragéo de
acido aceético, o coeficiente angular é igual a 20930,90 g e a curva de calibragao
previamente definida é de 0,092. Com esses valores foi determinado LD igual a
0,000440 g/100g e LQ igual a 0,001319 g/100g, para metodologia ser validada, os
resultados de LD e LQ precisam estar abaixo da faixa de concentragéo de interesse;

Para determinar robustez, de acordo com a literatura®, a metodologia deve
manter sua precisdo com uma variacdo de 0,1 unidades de pH da fase movel. Essa
pequena variagao foi observada em outubro de 2020, quando foi registrado uma
fase movel tampéao de pH 2,6 ao invés de 2,4. Com estes resultados, foi encontrado
um desvio padrao agrupado de 0,1048 e um coeficiente de variacao relativo de
1,98%, como mostrado anteriormente, estes valores estdo dentro do limite para
garantir preciséo, logo a metodologia pode ser considerada robusta.

A variagdo de 5 °C na andlise foi usada para provar a robustez, e a
temperatura foi alterada para 29 e 19 °C, realizando analises em triplicatas de uma
mesma amostra de concentragdo conhecida, no entanto, essa variagdao de
temperatura ndo causou mudancga significativa nos resultados, por isso a variagéo

de pH foi escolhida para determinar a robustez da metodologia.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Por possuir a precisdo dos resultados dentro dos limites pelas agéncias

competentes’® %

, simplicidade e economia, a metodologia adaptada, metodologia 3,
foi considerada a mais eficiente em termos de tempo técnico, volume de solventes,
custo e residuos produzidos para determinacdo de concentragcdo de BaP em
amostras de aroma de fumacga por CG/EM reduzindo o tempo de preparo de amostra

para 5 minutos por amostra.

A partir dos resultados obtidos ao longo de 2021 e a reprodugdo da
metodologia em amostras enviadas para analise externa, todos os parametros
analiticos foram determinados dentro dos limites permitidos pelas agéncias

reguladoras competentes' 2°

Com a conclusdo do periodo de estagio, a
metodologia foi adicionada ao almanaque de metodologias do laboratério e ao

sistema SE Suit como metodologia proposta para determinagéo de acido acético.
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8. CONTRIBUICAO DO ESTAGIO A FORMACAO PROFISSIONAL

Através das experiéncias desenvolvidas no estagio, obtive um profundo
conhecimento pratico de cromatografia, sistemas de informagao, dados de empresas

e como organizar metodologias nesses sistemas.

Aprendi com profissionais experientes na area como desenvolver
metodologias analiticas para analises de multiplas matrizes por diferentes métodos e

coloquei em pratica trabalho em equipe e lideranca.

Experimentei em primeira méo a realidade do controle de qualidade de uma
grande empresa, com todas as dificuldades e burocracia por tras das aplicacoes
laboratoriais no mercado, porém, com a ajuda de minhas colegas e supervisores,

superamos os obstaculos e crescemos profissional e pessoalmente.

A contribuicdo para meu desenvolvimento profissional nao foi somente em
termos de crescimento pessoal e ganho de conhecimento, mas também na forma de
contratacdo pela empresa apos o término do periodo do estagio. Agradeco
profundamente a Duas Rodas pelas oportunidades e por todos os colegas que

fizeram e fazem parte desta jornada.
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