UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

FACULDADE DE FARMACIA

RAFAEL PISSINATTI

HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS EM CAFE TORRADO:
OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO POR
CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Belo Horizonte
2013



RAFAEL PISSINATTI

HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS EM CAFE TORRADO:
OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO POR
CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncia de Alimentos da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
de Minas Gerais, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia de
Alimentos.

Orientadora: Scheilla Vitorino Carvalho de Souza
Co-orientador: Roberto Gongalves Junqueira

Area de concentracdo: Ciéncias de Alimentos

Belo Horizonte
2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
- FACULDADE DE FARMACIA B .
.7 PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA DE ALIMENTOS -PPGCA

RAFAEL PISSINATTI

HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS EM CAFE TORRADO:
OTIMIZAC}AO E VALIDAGAO DE METODO POR CROMATOGRAFIA A
GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

APROVADA EM 26 DE ABRIL DE 2013

COMISSAO EXAMINADORA

Wike. Ucdtrrm ’\guxc& WD
!

Profa. Dra. CLESIA CRISTINA NASCENTES

W
Profa Dra. OS%WARY GUALBERTO F. ALVARENGA PEREIRA

cul
Profa. Dra. SCHEILLA VIT NO CARVAL DE SOUZA FERREIRA
Orientadora e Presidente da-Comissao

/D%jwm( Kézm
A

Profa/ Dfa. SILVANA DA MOTTA



Dedico esse trabalho a Sabrina,

pelo amor, incentivo e por estar presente
nos momentos mais dificeis,

sempre.

4



AGRADECIMENTOS INSTITUCIONAIS

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia de Alimentos (PPGCA) da Faculdade de
Farmacia (FAFAR) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Ao Laboratério Nacional Agropecuério - Minas Gerais do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento de Minas Gerais, base fisica Pedro Leopoldo, MG (Lanagro-
MG/MAPA).

A Pré-Reitoria de Pesquisa (PRPq) da UFMG pelo apoio ao desenvolvimento deste
trabalho por meio do Programa de Auxilio & Pesquisa de Doutor Recém-Contratado.

A Biblioteca da FAFAR, Secretaria do Departamento de Alimentos da FAFAR/UFMG e
Secretaria do PPGCA pela assisténcia nas pesquisas bibliograficas e resolucdo de
guestdes administrativas.



AGRADECIMENTOS PESSOAIS

A minha orientadora, Scheilla Vitorino C. de Souza, pela amizade, por repassar seu
amplo conhecimento teorico e pratico, sempre de forma agradavel, empolgante e
incansavel, e pelo apoio nos momentos de turbuléncia.

Ao meu co-orientador, Roberto Gongalves Junqueira, pela amizade, sugestbes e
colaboragfes que enriqueceram o trabalho.

A Carolina Mariana Nunes e Amauri G. de Souza, que participaram ativamente do
procedimento de validacdo e Renata Franca C. Belo pela ajuda, ideias e discussdes
técnicas.

Aos amigos do Laboratério de Dioxinas e PCBs, Unidade Instrumental de CG e
Coordenacédo Técnica do Lanagro-MG, Carol, Daniella, Eleonora, Igor, Nilson e Rauvi,
gue entenderam minha auséncia em certos momentos.

Aos demais amigos do Lanagro-MG pela ajuda e companheirismo durante todo esse
periodo.

Aos membros da banca examinadora Profa. Dra. Rosemary Gualberto Fonseca
Alvarenga Pereira, Profa. Dra. Clésia Cristina Nascentes e Profa. Dra. Silvana da Motta
pelas consideracdes e sugestdes que muito contribuiram para a qualidade deste
trabalho.

A minha familia, pelo apoio, incentivo e compreensdo pela auséncia em certos
momentos.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIAQC)ES E SIGLAS
RESUMO
ABSTRACT
1 INTRODUCAO
2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAs)
3.1.1 Propriedades fisico-quimicas
3.1.2 Toxicidade
3.1.3 Contaminacao de alimentos
3.1.4 Regulamentacdo em alimentos
3.2 CAFE
3.2.1 Agronegocio e consumo nacional
3.2.2 Processamento
3.2.2.1 Torragao
3.2.3 Estudos de contaminac¢éo por HPAs no Brasil e no mundo
3.3 METODOS PARA DETERMINACAO DE HPAs
3.3.1 Extracao e purificacdo

3.3.1.1 Extracédo liquida pressurizada

3.3.2 Determinagéo

10
12

15
16
17
18
21

21
21
22

22
22
24
26
30
32
32
33
34
36
37

37

39
40



3.3.3
3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4
3.4.4.1
3.4.4.2
3.4.4.3
3.4.4.4

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
45.1
4.5.2
4.5.3
4.5.4
4.6

4.6.1
4.6.2
4.6.3
4.6.4
4.7
4.8

Recurso do padrao interno

VALIDACAO DE METODOS

Validag&o no processo analitico
Validagao em sistemas de gestéo
Validagao intralaboratorial

Parametros de desempenho

Linearidade, sensibilidade e faixa

Efeitos de matriz e seletividade
Veracidade e precisao

Limites e incerteza

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS

EQUIPAMENTOS

MATERIAIS

REAGENTES, PADROES E SOLVENTES
SOLUCOES

Padréo nativo EPA

Padr&o interno

Padréao de seringa

Padréao nativo Unido Europeia
OTIMIZACAO DAS ETAPAS DE
PURIFICACAO E DETERMINACAO
Deteccéao e quantificacao

Extracao

Purificacao

Planejamento fatorial

PROCEDIMENTO ANALITICO OTIMIZADO
VALIDACAO

EXTRACAO,

41
42
43
43
a4
45
46
47
47

48
50
50
50
51
51
52
52
53
53
53
53

54
54
55
55
57
58



4.8.1
4.8.2
4.8.3
4.8.4

5.1

5.1.1
5.1.2
5.1.3
5.1.4

5.2
5.2.1
5.2.2
5.2.3
5.24

5.3

Linearidade, sensibilidade e faixa
Efeitos de matriz e seletividade
Recuperacgao e preciséo

Limites e incerteza

RESULTADOS E DISCUSSAO
OTIMIZA(;AO DAS ETAPAS DE
PURIFICACAO E DETERMINACAO
Deteccao e quantificacao

Extracao

Purificacao

Planejamento fatorial

VALIDACAO

Linearidade, sensibilidade e faixa
Efeitos de matriz e seletividade
Recuperacao e precisao

Limites e incerteza

EXTRACAO,

APLICACAO DO METODO VALIDADO NA ANALISE DE

AMOSTRAS COMERCIAIS
CONCLUSOES

PERSPECTIVAS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

59
60
61
62
64
64

64
67
69
70
74
74
78
85
90
92

95
96
97



10

11

LISTA DE TABELAS

Propriedades fisico-quimicas dos dezesseis hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) considerados prioritarios pela agéncia de protecao
ambiental dos Estados Unidos - Environment Protection Agency

Classificacdo pela International Agency for Research on Cancer quanto a
carcinogenecidade dos dezesseis hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(HPASs) considerados prioritarios pela agéncia de protecdo ambiental dos
Estados Unidos - Environment Protection Agency

Limites maximos permitidos para hidrocarbonetos policiclicos arométicos

(HPASs) em diversos géneros alimenticios adotados pela Uni&o Europeia

Critérios de desempenho para métodos de analise de benzo(a)pireno,

benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno
Delineamento fatorial 2 x 2 com quatro replicatas no ponto central

Variacbes maximas permitidas para as intensidades relativas de ions

com diversas técnicas de espectrometria de massas

Relacdo dos ions monitorados para os analitos de interesse, padrdes

nativos, internos e padrao de seringa

Comparacédo entre os teores de gordura extraidos com acetona, hexano
e hexano:diclorometano (85:15, v:v), utilizando o método Soxhelt em

equipamento Foss modelo Soxtec 2050

Comparacdo de extracdo de gordura com mistura de solventes
hexano:diclorometano (85:15, v/v) empregrando Soxhlet e extracdo

liquida pressurizada com e sem purificacéo na cela de extracao

Recuperacdo média e desvio padrdo dos analitos por fracdo de hexano
eluida em coluna de silicade 5 g

Equaclbes, coeficientes de determinacdo e estatisticas relacionadas a

avaliacdo da linearidade para os dezesseis hidrocarbonetos policiclicos

24

25

31

32

56

60

65

68

68

70

78



12

13

14

15

16

17

18

aromaticos

Comparag0Oes entre as inclinagdes das curvas usuais e matrizadas para

os dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Intensidades relativas dos ions confirmatérios obtidas para solucdes
padrdes e amostras adicionadas, por anaito, e respectivas variagoes

Médias de recuperacao, desvios padréo relativos e razdes de Horrat, sob
condicdes de repetibilidade e precisdo intermediaria, obtidos para
amostras de café torrado adicionadas de hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos em diferentes niveis de concentracédo

Médias de recuperacdo, desvios padrdo relativos obtidos para os

padrdes internos

Limites de deteccao (teoricos) e de quantificacéo (tedéricos e do método)

estimados para os dez hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Estimativas das incertezas de medicao por nivel estudado e respectivas

incertezas maximas aceitaveis

Resultados das concentracbes dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e respectivas incertezas de medicéo, obtidas na avaliacéo de

amostras comerciais para a marca que apresentou contaminagao

79

83

86

90

91

92

93

11



LISTA DE FIGURAS

Formulas estruturais de dezesseis hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos considerados prioritarios pela agéncia de protecdo
ambiental dos Estados Unidos - Environment Protection Agency

Limites superiores e inferiores para as médias das somas de oito
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)-pireno,
indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno)
em 4.065 amostras divididas em 33 categorias/subcategorias de

alimentos

Estimativa da participacéo percentual na producdo de café para safra
2013 por Unidade Federativa no Brasil

Diagrama de funcionamento de um equipamento de extracdo liquida

pressurizada - Thermo/Dionex modelo ASE 350
Marcha analitica do método otimizado

Cromatogramas tipicos obtidos para solucdo de uso do padrao nativo
(200 ng/mL) para os dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

estudados

Extratos obtidos apés extracdo em Soxhlet com (A) acetona e (B)

hexano e hexano:diclorometano (85:15, v/v)

Cela do equipamento Thermo/Dionex modelo ASE 350° para

purificacdo simultanea a extracdo liquida pressurizada

Graficos de pareto dos efeitos padronizados em relagdo aos fatores e
interacBes estudados no planejamento fatorial (tcir = 3,182, a = 0,05)
para o0s hidrocarbonetos policiclicos aromaticos naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno

e pireno

23

28

33

40

58

66

67

69

71

12



10

11

12

13

14

15

16

17

Gréficos de pareto dos efeitos padronizados em relacdo aos fatores e
interagOes estudados planejamento fatorial (teit = 3,182, a = 0,05) para
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno

Influéncia das condi¢cdes experimentais na recuperacdo do padrao
interno para os analitos benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno,
benzo(g,h,i)perileno

Gréficos exploratérios dos residuos da regressao dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno e pireno, com 0s respectivos

outliers diagnosticados pelo teste de residuos padronizados Jacknife

Graficos exploratorios dos residuos da regressao dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno,
com os respectivos outliers diagnosticados pelo teste de residuos

padronizados Jacknife

Cromatogramas tipicos obtidos para amostras adicionadas de padrao

nativo a 0,25 pg/kg e padréo interno a 1 pg/kg

Co-eluicao dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
ciclopenta(c,d)pireno e benzo(j)fluoranteno com benzo(a)antraceno e

benzo(b)fluoranteno, respectivamente

Cromatogramas tipicos obtidos para amostra adicionada (1ug/kg) para

os dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos estudados

Distribuicdo dos resultados individuais de porcentagem de
recuperacdo obtidos para fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno e

criseno, nos trés niveis de concentracdo estudados

72

73

75

76

81

82

84

87

13



18 Distribuicdo dos resultados individuais de porcentagem de
recuperacdo obtidos para benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, 88
benzo(a)-pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e

benzo(g,h,i)perileno nos trés niveis estudados

14



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ABIC Associacédo Brasileira da Industria de Café

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ASE Accelerated solvent extraction

ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry

CG Cromatografia gasosa

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CONAB Companhia Nacional de Abastecimento

DMF Dimetilformamida

DPR;, Desvio padrao relativo sob condi¢cdes de repetibilidade
DPRRg Desvio padrao relativo sob condi¢cdes de reprodutibilidade
EFSA European Food Standard Agency

ELP Extracéo liquida pressurizada

EM Espectrometria de massas

EPA Environment Protection Agency

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations
FL Fluorescéncia

HPAs Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

IARC International Agency for Research on Cancer

LDP Laboratorio de Dioxinas e PCBs

kAA(‘;NAGRO_ Laboratério Nacional Agropecuario - Minas Gerais

MAE Extracdo por solvente assistida por microondas

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

MR Material de referéncia

MRC Material de referéncia certificado

OMS Organizacao Mundial de Saude

PCB Bifenila policlorada

PLE Pressurized liquid extraction

PNCRC Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
RIVM National Institute of Public Health and Environment - Holanda

SCF Scientific Committee on Food



RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) compreendem uma classe de
compostos organicos provenientes da pir6lise ou combustdo incompleta da matéria
organica, podendo apresentar caracteristicas carcinogénicas. A presenca de HPAs no
café pode ser atribuida a contaminacgéo dos graos verdes e, principalmente, a formacao
durante o processo de secagem e torrefacdo. A importancia do café para o Brasil é
notdria, destacando-se como o maior produtor mundial e o segundo maior mercado
consumidor em termos de consumo absoluto. Em razdo disso, um método para
determinacdo de HPAs considerados prioritarios em café torrado foi otimizado e
validado por procedimentos intralaboratoriais. Foram otimizados parametros da
extracdo liquida pressurizada e purificacdo. Para as etapas de deteccdo e
guantificacéo foi utilizada cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas. A
seletividade ficou comprometida para os analitos de menor massa molecular e menor
toxicidade: naftaleno, acenatftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno e antraceno. Faixa
linear de 0,25 a 4,00 pg/kg foi determinada, com atendimento a todas as premissas da
regressao linear simples e auséncia de efeitos de matriz significativos, exceto para
naftaleno e acenaftileno. A precisdo foi adequada sob condi¢des de repetibilidade e
precisdo intermediaria, com desvios padrdo relativos entre 3,26 e 23,75 % e entre
3,29 % e 33,34 %, respectivamente. Os valores de recuperacdes medias variaram de
87,08 a 111,28 %. Esses valores, assim como os limites de deteccao, limites de
guantificacdo e incertezas atenderam aos critérios de desempenho regulamentados
pela Unido Europeia. O método foi aplicado na analise de amostras comerciais. Das
trés marcas analisadas, uma apresentou contaminacéo de até 11,29 + 2,33 ug/kg para
0 somatorio dos HPAs encontrados. Os resultados indicaram a necessidade de estudos
subsequentes de investigacdo dos pontos criticos que levam a contaminacédo do café
torrado brasileiro por HPAs, bem como a implementacdo de acdes de controle e

monitoramento.

Palavras-chave: hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, café torrado, cromatografia

gasosa, espectrometria de massas, validacao intralaboratorial de métodos.
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ABSTRACT

POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN ROASTED COFEE: METHOD
OPTIMIZATION AND VALIDATION BY GAS CHROMATOGRAPHIC WITH MASS
SPECTROMETRY

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) comprise a class of organic compounds
generated from incomplete combustion or pyrolysis of organic matter, and may present
carcinogenic properties. The presence of PAHs in coffee can be attributed to the
contamination of green beans and, mainly, to the formation during drying and
roasting. The coffee importance for Brazil is notorious, especially considering that ths
country is the world's largest producer and second largest consumer in terms of
absolute consumption. For this reason, a method for determination of priority PAHS in
roasted coffee was optimized and validated by in-house procedures. Parameters for
pressurized liquid extraction and purification were optimized. For detection and
guantification gas chromatography coupled to mass spectrometry was employed. The
selectivity was compromised for the lower molecular weight and lower toxicity analytes:
naphthalene, acenaphthylene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene and
anthracene. Linearity, in accordance to all premises of simple linear regression, was
obtained in the concentration range from 0.25 to 4.00 pug/kg. Matrix effects were not
significant, except for naphthalene and acenaphthylene. The precision was adequate
under conditions of intermediate precision and repeatability with relative standard
deviation varying entre 3.26 and 23.75% and between 3.29% and 33.34%,
respectively. The values of average recoveries ranged from 87.08 to 111.28%. These
values, as well as the limits of detection, limits of quantification and uncertainties of
measurements met the performance criteria established by the European Union
regulations. The method was applied for the analysis of commercial samples. One of
the three brands tested showed contamination up to 11.29 + 2.33 mg/kg for the sum of
PAHs. These results indicated the need of future researches to establish the critical
points for the contamination of the Brazilian roasted coffee with PAH, as well the

adoption of control and monitoring actions.

Key-words: polycyclic aromatic hydrocarbons, rostead coffee, gas chromatography,

mass spectrometry, in-house validation.

17



1 INTRODUCAO

A presenca de substancias prejudiciais a saude em alimentos deve ser uma
preocupacao constante para as autoridades de todos os paises. Essas substancias
podem estar presentes nos alimentos como resultado de praticas de producao
agropecuaria ou devido a contaminacdo ambiental. Sua pesquisa e controle precisam
ser encarados como ferramentas essenciais, seja para garantir a seguranca alimentar
da populacdo ou para tornar os produtos nacionais aptos a mercados internacionais
cada vez mais exigentes.

O crescente numero de residuos e contaminantes, assim como a diversidade de
matrizes de origem animal e vegetal, monitorados no ambito do Programa Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), nos ultimos anos (MAURICIO, LINS & ALVARENGA, 2009),
comprovam essa necessidade.

Nesse contexto, o café se destaca como matriz a ser monitorada, tanto pelo fato
de o Brasil ser o maior produtor mundial, quanto por se tratar do segundo maior
mercado consumidor em termos de consumo absoluto. Tratando-se de consumo per
capta, dados da Associacao Brasileira da Industria de Café (ABIC), do ano de 2013(a),
indicam um consumo de 4,98 kg/habitante/ano de café torrado, o que resulta num
consumo em cerca de 83 L/habitante/ano da bebida. Os dados representam uma
evolucao de 2,10 % em relacdo ao periodo anterior. A constante evolu¢cdo do consumo
brasileiro aproxima o consumo nacional per capita ao da Alemanha, superando os
indices da Italia e da Franca, também considerados grandes consumidores de café. Os
campedes mundiais de consumo per capta, entretanto, ainda sdo os paises nérdicos -
Finlandia, Noruega e Dinamarca - com um volume préximo dos 13 kg/habitante/ano
(ABIC, 2013a).

O Brasil ocupa, ainda, a posicdo de maior exportador mundial de café e tem
como principais mercados a Alemanha, Estados Unidos, Italia, Japdo e Bélgica (ABIC,
2013a). Contudo, para a manutencéo desses e a conquista de novos mercados, faz-se
necessaria a identificacdo de barreiras existentes as nossas exportacées, assim como
a prospeccdo de novas barreiras, de forma sistematica e atualizada, visando,
simultaneamente, informar e melhorar o desempenho do setor exportador, bem como
subsidiar as negociacdes internacionais que visam a eliminacdo de obstaculos
comerciais (MDIC, 2010).
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Entre os principais contaminantes organicos presentes em alimentos, destacam-
se os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS). Esses constituem uma grande
classe de compostos, com estrutura de dois ou mais anéis benzénicos ligados entre si
de forma linear, angular ou agrupada (NETTO et al., 2000), a qual é referida, também,
como hidrocarbonetos arométicos polinucleares ou poliarenos (LEITE, 2008).

A presenca desses contaminantes em alimentos representa um perigo potencial
para a saude humana, segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC)
(IARC, 2012). A Organizacao das Nac¢des Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO)
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2006) e, no ambito da Unido
Européia, o Scientific Committee on Food (SCF) (EC, 2002b) consideram os HPAs
genotoxicos e carcinogénicos, recomendando seu monitoramento em alimentos.

Os HPAs sao provenientes da queima incompleta de matéria organica, como
produtos plasticos, combustiveis fosseis, fumaca de cigarro, incineracdo de lixo,
maquinas de combustdo interna e refinarias de petroleo (CODEX ALIMENTARIUS,
2005; POSTER, 2006; ZHENG et al., 2006). A incorporacdao de HPAs em alimentos
pode ser proveniente da contaminacdo ambiental (deposicdo de particulas por via
aérea ou crescimento de vegetais em solo contaminado), do processamento
tecnoldgico (torrefacdo, secagem e defumacao) e, em baixas quantidades, do material
de embalagem contaminado (CIECIERSKA & OBIEDZINSK, 2007).

No caso especifico do café, a presenca de HPAs pode ser atribuida a
contaminacao dos graos verdes por via ambiental, secagem e beneficiamento, ou dos
graos torrados durante o processo de torrefacdo. A literatura indica que condicdes
como temperatura e tempo de torrefacdo devem ser controladas a fim de evitar a
formacdo dos HPAs (HOUESSOU et al., 2007; STANCIU et al., 2008). Dados sugerem,
ainda, uma possivel transformacdo dos HPAs de menor massa molecular em HPAs
sabidamente mais toxicos, de maior massa molecular, em funcdo do grau de torrefacdo
(HOUESSOWU et al., 2007). Os niveis de HPAs reportados em café (GARCIA-FALCON,
CANCHO-GRANDE & SIMAL-GANDARA, 2005; STANCIU et al., 2008; ORECCHIO,
CIOTTI & CULOTTA, 2009) sdo considerados baixos em relacdo aos grupos de
alimentos tidos como prioritdrios para monitoramento destes contaminantes, como
Oleos, alimentos defumados e de origem marinha, nos quais admite-se uma
concentracdo de até 2 pg/kg (EC, 2006). Porém, recentes relatérios publicados pela
European Food Standard Agency (EFSA) (EFSA, 2008a,b) colocam a matriz café, para
a qual ndo existem limites maximos regulamentados, em posicdo de destaque em

relacdo a contaminagdo de alimentos por HPAs. Dados mostraram contaminagdo em
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niveis acima de 10 pg/kg para o benzo(a)pireno, indicando a necessidade de maiores
investigagdes sobre o assunto.

As principais técnicas de deteccdo e quantificacao utilizadas para anélise desses
contaminantes em alimentos sdo a cromatografia gasosa (CG) acoplada a
espectrometria de massas (EM) (MORET et al., 2007; ORECCHIO, CIOTTI &
CULOTTA, 2009; ZIEGENHALS, SPEER & JIRA, 2009) e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia (FL) (BADOLATO et al., 2006;
HOUESSOU, DELTEIL & CAMEL, 2006). Métodos que utilizam a detec¢éo por FL tém
a desvantagem da necessidade de confirmacdo da identidade do analito por outra
técnica, ja que esta apresenta baixa seletividade (EC, 2002a). A CLAE acoplada a EM
apresenta limites de deteccdo mais elevados que as demais técnicas, sendo, portanto,
adequada para matrizes ambientais, para as quais sdo reportados maiores niveis de
HPAs (PURCARO, MORET & CONTE, 2013).

Especificamente para a matriz café torrado, ndo ha registros na literatura de
métodos empregando EM para andlise de outros HPAs, além do benzo(a)pireno.
Apesar de ser o composto mais toxico da classe, o uso do benzo(a)pireno como
indicador da presenca destes compostos em alimentos € questionado (EC, 2002b).

Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a
prejuizos financeiros irreparaveis (RIBANI et al., 2004). Assim, um monitoramento
efetivo da contaminacdo do café produzido no Brasil por HPAs depende da
disponibilidade de metodologia devidamente validada. A validacdo é o processo que
confirma a adequacdo de um meétodo ao propédsito de uso (fitness for purpose)
(EURACHEM, 1998). Trata-se de um componente essencial dentre as medidas que os
laboratérios devem implementar, no ambito de seus sistemas de gestdo da qualidade,
visando a garantia da confiabilidade, rastreabilidade e comparabilidade dos resultados
emitidos (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; ABNT, 2005).

Dessa forma, com o objetivo de gerar dados confiaveis sobre os niveis desses
contaminantes no café, auxiliando a manutencdo da seguranca alimentar do
consumidor nacional e antecipando possiveis barreiras sanitarias a serem impostas por
paises importadores, uma metodologia para determinacdo de HPAs em café torrado

por CG-EM foi otimizada e validada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Disponibilizar um método de andlise validado para determinacdo de HPAs
considerados prioritdrios em café torrado, visando subsidiar a¢gbes de controle e
monitoramento da contaminagao desse produto pelo MAPA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Otimizar um método de ensaio para determinacdo de HPAs considerados
prioritarios em café torrado, empregando extracéo liquida pressurizada e CG acoplada
a EM para deteccao e quantificacdo dos analitos.

- Avaliar o impacto do recurso de uso de padrdo interno nos parametros de
desempenho do método.

- Validar o método otimizado, em processo intralaboratorial, de acordo com
protocolos aceitos internacionalmente.

- Aplicar o método validado na analise de amostras de café torrado e moido

disponiveis no mercado de Belo Horizonte, MG.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPASs)

3.1.1 Propriedades fisico-quimicas

Os HPAs compreendem uma classe de compostos organicos que contém
carbono e hidrogénio combinados em dois ou mais anéis aromaticos condensados,
podendo haver ou ndo substituicio. No meio ambiente, eles predominam como
compostos com dois a sete anéis condensados, com massa molar de 128 e 302 g/mol
(MING-HO, 2005).

De acordo com a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos -
Environment Protection Agency (EPA), dezesseis HPAs sdo considerados
particularmente importantes no monitoramento ambiental de poluentes organicos
prioritarios (EPA, 1986). Suas férmulas estruturais sdo representadas na Figura 1.

As caracteristicas fisico-quimicas dos HPAs, como solubilidade e pressao de
vapor, sao fatores importantes que direcionam a distribuicdo desses contaminantes
entre as fases soluvel e particulada dos meios atmosférico, aquoso e biotico. Em geral,
a solubilidade dos HPAs em &agua diminui com o aumento da massa molecular,
variando entre os altamente insollveis, como o benzo(g,h,i)perileno (solubilidade de
0,0003 mg/L), aos pouco soluveis, como o naftaleno (solubilidade de 31 mg/L). S&o
também classificados como moderadamente a altamente lipossolaveis, com
coeficientes de particdo octanol-agua (log Koa) variando entre 3,37 e 7,10 (IPCS,1998;
MEIRE, AZERERDO & MACHADO, 2007).
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Figura 1 - Formulas estruturais de dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
considerados prioritarios pela agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos -

Environment Protection Agency.

Fonte: LEITE (2008).

M: massa molecular (u); Nomenclatura: moléculas orientadas de forma que o maior nimero de anéis fique na horizontal e a direita.
Letras entre colchetes representam a ligagdo entre carbonos, nomeada em ordem alfabética, em sentido horario a partir do
primeiro carbono presente no anel superior ndo ligado a outro anel (IUPAC, 1993).

A maioria dos HPAs tem elevada tendéncia de adsor¢cdo em material atmosférico
particulado. Os HPAs contendo cinco ou mais anéis aromaticos sado encontrados,
predominantemente, em associacdo com particulas como cinzas ou fuligens,
geralmente pequenas (< 2,5 mm). Os compostos com dois ou trés anéis encontram-se
na atmosfera quase totalmente na fase de vapor, enquanto aqueles com quatro anéis

estdo em posicdo intermediaria (EC, 2002b). Na Tabela 1 sdo relacionadas as

principais caracteristicas fisico-quimicas dos HPAs.
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos dezesseis hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) considerados prioritarios pela agéncia de protecdo ambiental dos
Estados Unidos - Environment Protection Agency

. N Coeficiente

e Massa  SoUDGAte  Pressio e partcdo

HPAs anéis Molecular ZS%C a 255’(: octanol/agua
(g/mol) Log K

(mg/L) (Pa) 0 oa

Naftaleno 2 128 3,1x10* 1x10* 3,37
Acenaftileno 3 152 3,9 9x10* 4,00
Acenafteno 3 154 3,8 3x10* 3,92
Fluoreno 3 166 1,9 8x10? 4,18
Fenantreno 3 178 1,1 2x10? 4,57
Antraceno 3 178 4,5x10? 8x10™ 4,54
Fluoranteno 4 202 2,6x10™" 1,2x10°3 5,22
Pireno 4 202 1,3x10™ 6x10™ 5,18
Benz(a)antraceno 4 228 1,1x10? 2,8x10° 5,61
Criseno 4 228 2,0x10® 8,4x10° 5,91
Benz(b)fluoranteno 5 252 1,5x10® 1,3x107 5,80
Benz(k)fluoranteno 5 252 7,6x10™ 1,3x107 6,84
Benzo(a)pireno 5 252 3,8x10° 7,3x10” 6,50
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 6 276 6,2x10? 1,3x10°® 6,58
Dibenzo(a,h)antraceno 5 278 6,0x10™ 1,3x10°® 6,50
Benzo(g,h,i)perileno 6 276 2,6x10™ 1,4x10°® 7,10

Fonte: adaptado de IPCS (1998).

3.1.2 Toxicidade

Os HPAs representam um dos grupos de compostos mais extensivamente
estudados capazes de produzir cancer em animais de laboratério. Pesquisas
mostraram que determinados HPAs podem provocar cancer se inalados, ingeridos e
mesmo apos contato com a pele. Imunossupressao, hipertrofia hepatica e alteracfes
no crescimento de outros tecidos também foram relatados em animais de laboratorio
(ATSDR, 1995). A evidéncia da carcinogenicidade em humanos vem de estudos
ocupacionais em trabalhadores expostos a conhecidas fontes de HPAs, como refino de
Oleo, trabalho em carvoarias, fornos e chaminés (ATSDR, 1995; WHO, 2006).

Muitos dos HPAs sdo considerados compostos toxicos, mesmo em pequenas
concentragfes, sendo que os compostos de menor massa molecular formados por dois
ou trés anéis (como naftaleno, fenantreno e antraceno) possuem elevada toxicidade
aguda, mas baixo ou nenhum potencial carcinogénico, enquanto os compostos de
maior massa molecular contendo quatro, cinco ou seis anéis (como benzo(a)pireno)
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possuem baixa toxicidade aguda, mas um maior potencial carcinogénico (MEIRE,
AZERERDO & MACHADO, 2007). Os efeitos agudos atingem, principalmente, o rim e
figado, levando a inflamacgfes cutaneas, hiperqueratose e ulceragbes. Séo relatadas,
ainda, alteracdes nos linfonodos e indugdo de efeitos imunossupressores (CCME,
2008).

Recentemente, a IARC atualizou a classificagdo do composto benzo(a)pireno
para o nivel mais téxico, grupo 1 (IARC, 2012). Neste grupo, estdo presentes 109
agentes (ou misturas) com evidéncias suficientes de carcinogénese em humanos. Na
Tabela 2 encontra-se apresentada a classificacdo dos dezesseis HPAs classificados

como prioritarios pela EPA.

Tabela 2 - Classificacdo pela International Agency for Research on Cancer quanto a
carcinogenecidade dos dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
considerados prioritarios pela agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos -
Environment Protection Agency

HPAs Grupo IARC? Ano da ultima atualizag&o
Naftaleno 2B 2002
Acenaftileno nao classificado -
Acenafteno 3 2010
Fluoreno 3 2010
Fenantreno 3 2010
Antraceno 3 2010
Fluoranteno 3 2010
Pireno 3 2010
Benz(a)antraceno 2B 2010
Criseno 2B 2010
Benz(b)fluoranteno 2B 2010
Benz(k)fluoranteno 2B 2010
Benzo(a)pireno 1 2012
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 2B 2010
Dibenzo(a,h)antraceno 2A 2010
Benzo(g,h,i)perileno 3 2010

Fonte: IARC (2012).
1Grupo 1: carcinogénico para humanos; Grupo 2A: provavel carcinogénico para humanos; Grupo 2B: possivel carcinogénico para
humanos; Grupo 3: falta evidéncias quanto a carcinogenicidade para humanos.

Os HPAs séo substancias que pertencem a classe dos pro-carcinogénicos, ou
seja, necessitam sofrer ativacdo metabdlica para formar o carcin6geno ativo capaz de
reagir com o DNA e outras moléculas (GALINARO & FRANCO, 2009). A

carcinogenicidade dos HPAs esta associada com a complexidade da molécula, isto €,
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com o niimero de anéis benzénicos presentes (BOSTROM et al., 2002). O mecanismo
de toxicidade passa pela oxidacdo dos anéis aromaticos, realizada por enzimas da
familia do citocromo P450, gerando intermediarios epoxidos que se ligam de forma
covalente a sitios criticos do DNA, causando erros de replicacdo e levando a mutacao
(BOSTROM et al., 2002; EC, 2002b; MARQUES, VALENTE & ROSA, 2009). Os
principais sitios sdo 0s grupamentos amino da guanina e da adenina (WHO, 2006).

Além disso, h& evidéncias de que outras reacfes intermediarias também séo
geradas por um processo de oxidagao, o que pode resultar em instabilidade quimica na
alquilacdo do DNA, levando ao processo mutagénico (MARQUES, VALENTE & ROSA,
20009).

Alguns HPAs e seus metabdlitos ligam-se, ainda, ao receptor aril hidrocarboneto,
resultando em regulacéo positiva de diversas enzimas envolvidas no metabolismo dos
préprios HPAs. Isso pode levar a relacbes de dose-resposta ndo lineares quando da
presenca de misturas de HPAs (WHO, 2006), o que dificulta o estabelecimento de
limites seguros para ingestao desses contaminantes.

Assim, algumas agéncias e autoridades internacionais, como a agéncia
americana Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), o comité
cientifico europeu Scientific Committee on Food (SCF) e a agéncia européia EFSA,
evitam o estabelecimento de um limite crénico minimo seguro de exposicao,
recomendando que a exposicdo aos HPAs seja tdo baixa quanto razoavelmente
possivel (BULDER et al., 2006).

Porém, outras organizacdes internacionais calcularam a chamada “dose segura
virtual” baseada em extrapolagdes de dados provenientes de experimentos com
animais de laboratorio. A EPA considera uma dose de ingestdo de 0,14 ng/kg de
massa corpoéreal/dia para o benzo(a)pireno, com um nivel de risco de cancer de 1 x 10°
® J4 a agéncia Holandesa de saude publica e meio ambiente National Institute of
Public Health and Environment (RIVM) calcula como limite para o mesmo nivel de risco
de cancer 0,50 ng/kg de massa corpérea/dia (BULDER et al., 2006).

3.1.3 Contaminacéo de alimentos
Estudos realizados na lItalia (LODOVICI et al.,, 1995) alertaram para o fato de
gue a exposicdo a HPAs proveniente de ingestdo de alimentos contaminados é
significativamente maior do que aquela devida a exposicdo ambiental, ou seja, pela
respiracdo e absorcdo cutanea. A presenca de HPAs em alimentos tem sido
extensivamente descrita na literatura (MORET, CONTE & DEAN 1999; WEIRHAAR,
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2002; DILETTI et al., 2004; CIECIERSKA & OBIEDZINSK, 2007; WINDAL, BOXUS &
HANOT, 2008; ZIEGENHALS, SPEER & JIRA, 2009).

Varias sdo as vias de contaminacdo dos alimentos por HPAs. Essa
contaminagao pode ter origem tanto na poluicdo ambiental, da maneira que ocorre com
frutas, verduras e gréos cultivados em regides industriais; como no processamento,
destacando-se nesse caso especifico a defumacdo de carnes, a torrefacdo e a
secagem direta com madeira (CAMARGO & TOLEDO, 2002a,b; TFOUNI, VITORINO &
TOLEDO, 2007).

Em vegetais e frutas, a presenca de HPAs se origina principalmente pela
deposicao de particulas do ar poluido em suas superficies. Os niveis encontrados
dependem da localizacdo do cultivo e do produto, visto que amostras de areas
altamente industrializadas ou cultivos préximos a estradas e vias expressas geralmente
apresentam niveis mais altos de HPAs do que aquelas provenientes de areas rurais. As
concentracbes dos HPAs sdo geralmente maiores nas superficies dos vegetais, tais
como na casca de frutas e folhas externas do repolho, do que nos tecidos internos. Os
niveis mais altos de HPAs em vegetais cultivados em areas de ar poluido sdo
especialmente encontrados em vegetais com uma grande area superficial exposta, por
exemplo, alface, couve e espinafre (CAMARGO & TOLEDO, 2003).

Os HPAs podem ser encontrados na fumaca do processo de defumacéo,
podendo se depositar na superficie e migrar para dentro do alimento que esta sendo
defumado. Inimeros fatores no processo de defumacao influenciam a composicao da
fumaca e a absorcdo de HPAs pelo alimento defumado, podendo ser destacada a
temperatura de combustdo durante a geracdo da fumaca, como parametro
particularmente critico (WRETLING et al., 2010).

A associacao dos HPAs de maior massa molecular com material particulado em
suspensdo na atmosfera é uma importante fonte de contaminacdo (NIELSEN
FEILBERG & BINDERUP, 1999). Desse forma, esses contaminantes depositam-se em
rios, vegetais com folhas grandes e na pastagem. A superficie serosa de vegetais e
frutas pode concentrar os HPAs de baixa massa molecular (EC, 2002b).

Em geral, devido as caracteristicas lipofilicas dos HPAs, 6leos e gorduras sao os
alimentos que apresentam maiores indices de contaminacdo, tendo como principais
causas a contaminacdo ambiental, assim como a secagem das sementes anterior a
extracdo dos 0leos. Alimentos defumados, como carnes e peixes também apresentam
niveis elevados. Contudo, sua contribuicdo ao total de HPAs ingerido ndo é

significante, pois a participagao destes produtos na constituicdo de dietas populacionais
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usualmente é baixa (CODEX ALIMENTARIUS, 2009), o que também pode ser aplicado
aos casos de alimentos ricos em o6leos e gorduras, 0s quais tém sido restritos nas
tendéncias dietéticas atuais.

Levantamentos publicados no ano de 2008 pela EFSA, envolvendo dados
obtidos em dezesseis paises europeus, indicaram peixes e frutos do mar, Oleos
vegetais, carnes, café e ch4, suplementos alimentares e temperos como 0s principais
grupos de alimentos contaminados, ou seja, aqueles que apresentaram contaminagoes
em niveis maiores que 10 pg/kg para a soma de oito HPAs (benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)-pireno, indeno(1,2,3-
c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno) (Figura 2) . Tais resultados
sinalizam para que atencao seja dada aos grupos café e cha, suplementos alimentares
e temperos, uma vez que nao existe regulamentacdo dos niveis de HPAs nestas
matrizes alimentares (EFSA, 2008a,b).

70—

:g'
oo 60— N
2 R
o
=4 N
© 50 N
<
a N
= z
S 40— N
L NN
S} N
w N
o 3
o .
o R \:
UG N
o N D
I o}
S 20 N N
S o = RS
5 J NN
S / SR

N
O 104 3 IR Ao ‘\\\
AR - -
Cagdogs h-\"\!l;\‘ N N . A SR RS Limite Superior
“'“S \ .-a.‘w\'w A.ﬂ“ N S 3 - NI \ o N ey —
pist kS SN SN S0 BN RN - A = — o Limite Inferior

Pimenta

Moluscos
Comida Infantil

Chocolates
Moluscos Defumados

Manteiga de Cacau

QOutras gorduras e oléos
Chéa Seco

Po de Café
Outros Cafés
Bebidas Alcélicas
Carne Assada

Carne Grelhada
Peixe Fresco

Frutas Secas

Cacauem Po

Qutras Carnes

Carne Defumada
Cefal6podes

Peixes Processados (Grupo)

Oléo Pomace
Frutas Processadas

Vegetais e Castanhas Secas
Outros Vegetais

Peixes Defumado
Moluscos (Grupo)
Produtos Lacteos

Queijo Defumado
Suplemento Alimentar

Peixe Preservado
Outras Misturas Alimentares

Cereais Processados
Cereais Ndo Processados

Figura 2 - Limites superiores e inferiores para as médias das somas de oito
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)-pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno) em 4.065 amostras divididas em 33

categorias/subcategorias de alimentos.

Fonte: BULDER (2006).
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A dieta é a maior fonte ndo-ocupacional de HPAs para individuos ndo-fumantes.
Neste estudo Europeu, considerando os perfis dietéticos dos 16 paises envolvidos,
uma dieta média forneceria 235 ng/dia de benzo(a)pireno e 1729 ng/dia dos oito HPAs,
enquanto numa dieta de alta exposicdo os valores seriam de 389 ng/dia de
benzo(a)pireno e de 3078 ng/dia dos oito HPAs. Os produtos responsaveis pela maior
exposicdo aos HPAs foram os frutos do mar, cereais, vegetais, carnes, oleos e
gorduras, peixes e café, considerando tanto o benzo(a)pireno quanto os oito HPAs. E
importante ressaltar que o numero de amostras de cereais e café foi significativamente
inferior ao das demais matrizes estudadas (EFSA, 2008a,b).

Neste contexto, o uso do benzo(a)pireno como marcador da presenca de HPAS,
proposto pelo comité cientifico europeu SCF (EC, 2002b) tem sido questionado. Os
dados do levantamento da EFSA (EFSA, 2008a,b) indicam, ainda, que a correlacéo
entre 0 benzo(a)pireno e outros compostos da classe, como o pireno e 0
benzo(a)antraceno, também considerados téxicos, foi baixa em produtos como peixe,
crustaceos, chas e café. Das 9.714 amostras analisadas, compreendendo 95 grupos de
matrizes alimentares do CODEX, 33 % apresentaram valores maiores que o limite de
deteccdo para um ou mais HPAs prioritarios, enquanto o benzo(a)pireno ndo foi
detectado.

A avaliacdo da presenca dos HPAs em matrizes alimentares diversas € descrita
na literatura. Ziegenhals, Speer & Jira (2009) analisaram chocolates disponiveis no
comércio da Alemanha, devido a possivel contaminacdo por HPAs da manteiga de
cacau usada como matéria prima. A presenca destes compostos na aguardente de
cana foi avaliada por Bettin & Franco (2005). Diferentes alimentos, incluindo produtos
lacteos, cereais, farinhas e massas, panificados, produtos carneos defumados e
acucares refinados, foram analisados quanto a presenca de dez HPAs por Camargo &
Toledo, (2002a). Segundo estes autores, o0 acucar foi o alimento que apresentou a
maior quantidade média de HPAs totais. Nesse caso a contaminacéo foi atribuida a
gueima da cana-de-acUcar, resultando em valores altos de HPAs no produto final
mesmo apoés o processo de refinacdo do acucar.

De 2009 a 2011, o MAPA efetuou monitoramento no pescado (cultivo e captura)
para oito HPAs (benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno). O limite de referéncia estabelecido era de 2 ug/kg para

benzo(a)pireno, o mesmo limite preconizado pelo Regulamento 1881/2006 da Unido
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Européia (EC, 2006). Nenhuma amostra apresentou niveis maiores que o limite de
guantificacdo (0,5 pg/kg). Esse monitoramento foi parte do Programa de Controle de
Residuos e Contaminantes (PNCRC) em carnes, leite, mel, ovos e pescado (BRASIL,
1999).

3.1.4 Regulamentacédo em alimentos

No Brasil, a legislac@o que trata sobre o limites de HPAs em alimentos é restrita.
A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece limite maximo para:
agua potavel, 0,7 pg/L (BRASIL, 2004); 6leo de bagaco ou caroco de oliva, 2,0 pug/kg
(BRASIL, 2003); e para aromas de fumaca a serem utilizados em alimentos, 0,3 ug/kg
(BRASIL, 2007). Em todas as legislacdes, considera-se apenas 0 composto
benzo(a)pireno.

A Unido Europeia, em seu regulamento 1881/2006/CE, alterado pelo
regulamento 835/2011/UE (UE, 2011a), fixou os teores maximos permitidos para HPAs
em géneros alimenticios. Os valores sdao mostrados na Tabela 3. Até 2011, o teor
maximo era aplicado apenas para benzo(a)pireno. A alteracéo incluiu os compostos
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno e criseno, ja que o monitoramento apenas do
benzo(a)pireno mostrou-se ineficiente quanto a indicacdo da presenca de HPAs em
alimentos.

Ja o regulamento 836/2011/UE (UE, 2011b) da Unido Europeia diz respeito aos
métodos de amostragem e andlise para o controle oficial dos niveis de chumbo,
cadmio, mercurio, estanho inorganico, 3-monocloropropano-1,2-diol (3-MCPD) e
benzo(a)pireno em produtos alimentares. No referido documento sdo destacados o0s

critérios de desempenho para métodos de analise de HPAs (Tabela 4).
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Tabela 3 - Limites maximos permitidos para hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(HPAs) em diversos géneros alimenticios adotados pela Unido Europeia

Teores maximos para

somade
Teores maximos de benzo(a)pireno,
Géneros alimenticios benzo(a)pireno benz(a)antraceno,
(Ha/kg) benzo(b)fluoranteno e

criseno

] (ng/kg)

Oleos e gorduras (com excecdo da manteiga de

cacau e do Oleo de coco) destinados ao consumo 20 10.0

humano direto ou a utilizagdo como ingredientes
alimentares

Gréos de cacau e produtos derivados

5,0 ug/kg de gordura
a
partir de 01.04.2013

35,0 pg/kg de gordura a
partir de 01.04.2013 até
31.03.2015
30,0 pg/kg de gordura a
partir de 01.04.2015

Oleo de coco destinado ao consumo humano direto
ou como ingrediente alimentar

2,0

20,0

Carne defumada e produtos a base de carne
defumada

5,0 até 31.08.2014
2,0 a partir de
01.09.2014

30,0 a partir de
01.09.2012
até 31.08.2014
12,0 a partir de
01.09.2014

Parte comestivel de peixe defumado e produtos da
pesca defumados. Para os crustaceos defumados, o
teor maximo aplica-se a parte comestivel dos
apéndices e do abdémen. No caso dos caranguejos

5,0 até 31.08.2014
2,0 a partir de

30,0 a partir de
01.09.2012
até 31.08.2014

e crustdceos similares (Brachyura e Anomura) 01.09.2014 12,0 a partir de
defumados, aplica-se a parte comestivel dos 01.09.2014
apéndices

Espadilhas defumadas e espadilhas defumadas em

lata (Sprattus sprattus); moluscos bivalves (frescos

refrigerados ou congelados); carne tratada 5,0 30,0
termicamente e produtos a base de carne tratada

termicamente vendidos ao consumidor final

Moluscos bivalves (defumados) 6,0 35,0
Alimentos transformados & base de cereais e

alimentos para bebés destinados a lactentes e 1,0 1,0
criancas

Formulas para lactentes e formulas de transicéo,

. . X ~ : . 1,0 1,0
incluindo leite para bebés e leite de transicao

Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais 10 10

especificos especificamente destinados a lactentes.

Fonte: EU (2011a).
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Tabela 4 - Critérios de desempenho para métodos de analise de benzo(a)pireno,
benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno

Parametro Valor/Comentario
Aplicabilidade Alimentos especificados no Regulamento (EC) n° 1881/2006
Limite de detecgéo Menor do que 0,3 pg/kg
Limite de quantificacdo Menor do que 0,9 ug/kg
Preciséo Valores Horrat, *ou Horratg > menores do que 2
Recuperacao 50a120 %

Seletividade? Livre de interferéncias de matriz ou espectrais, verificagdo de
eletividade
deteccao positiva

Fonte: UE (2011b).

! Horrat, . raz3o entre o desvio padréo relativo de repetibilidade do método e o desvio padrao relativo de repetibilidade, definido
como 2/3 do desvio padréo relativo de reprodutibilidade obtido a partir das fung8es de Horwitz (1982) ou Thompson (2000).

% Horrat g: razéo entre o desvio padréo relativo de reprodutibilidade do método e o desvio padrdo relativo de reprodutibilidade,
obtido a partir das fun¢des de Horwitz (1982) ou Thompson (2000).

® Termo utilizado na referéncia é Especificidade.

3.2 CAFE

Com a finalidade de producdo comercial, existem duas variedades principais de
café produzidas: Coffea arabica L. (café arabica) e o Coffea canephora Pierre (café
robusta ou conilon). O primeiro é cultivado principalmente na América do Sul, na
América Central, no Quénia e na Tanzania. O segundo € cultivado no Vietna, no Brasil,
na Indonésia, na Costa do Marfim e em outros paises da Asia, Africa e Oceania. O
arabica propicia um café de melhor qualidade (menos aspero e menos cafeinado),
porém com custo de producéo mais elevado (RUFINO & AREDES, 2009).

A qualidade dos grdos de café ardbica determina o preco de mercado,
alcancando valores 20 a 25 % superiores aos da espécie robusta. Vale a pena ressaltar
gue a maioria do café torrado é comercializado como mistura das duas espécies, o

chamado blend (ESTEBAN-DIEZ et al., 2007).

3.2.1 Agronegdcio e consumo nacional

O Brasil destaca-se como maior produtor e exportador de café. Segundo dados
do MAPA (2013) a produc¢éo no Brasil no ano de 2012 atingiu 50,8 milh6es de sacas,
com 25,4 % de participacdo em relacdo ao total das exportacdes mundiais do produto.
O segundo maior produtor mundial € o Vietnd, com 26 milhdes de sacas, seguido da

Indonésia, 8,3 milhdes de sacas, e Coldmbia, 7,7 milhdes de sacas (USDA, 2013).
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Verifica-se que o estado de Minas Gerais € 0 maior produtor de café do pais,
conforme dados histéricos e estimativa da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) (CONAB, 2013) mostrada na Figura 3. Na safra de 2012, foram produzidas
mais de 26,9 milhdes de sacas de café nesse estado, sendo quase a totalidade de café
ardbica. No estado do Espirito Santo, segundo maior produtor, com pouco mais de 12,5
milhdes de sacas produzidas em 2012, o café conilon tem expressdo econémica bem

maior que o arabica (ABIC, 2013a).

Figura 3 - Estimativa da participacdo percentual na producdo de café para safra 2013
por Unidade Federativa no Brasil.

Fonte: CONAB (2013).

O consumo interno brasileiro de café vem crescendo ano a ano. Isso é provado
pela ampliacdo do espaco dedicado ao café nos supermercados, pela abertura de lojas
especializadas em cafés, como acontece no mercado americano e europeu (RUFINO &
AREDES, 2009). No periodo compreendido entre novembro de 2011 a outubro de
2012, a ABIC registrou o consumo de 20,33 milhdes de sacas, representando um
acréscimo de 3,09 % em relacdo ao periodo anterior correspondente (ABIC, 2013a).

Tanto o consumo domeéstico, quanto o consumo fora do lar, apresentaram taxas
de crescimento positivas. Ja o consumo per capita foi de 6,23 kg de café em gréo cru
ou 4,98 kg de café torrado, quase 83 L para cada brasileiro por ano, registrando uma
evolucdo de 2,10 % em relacdo ao periodo anterior. Este resultado aproxima o
consumo per capita brasileiro ao da Alemanha (5,86 kg/habitante/ano) e jA supera os
indices da Italia e da Franca, que sédo grandes consumidores de café. Os campedes de
consumo, entretanto, ainda séo os paises nérdicos - Finlandia, Noruega, Dinamarca -
com um volume préximo dos 13 kg/por habitante/ano (ABIC, 2013a).

Entre as razbes que justificam o aumento do consumo interno, destacam-se a

melhora da qualidade da producéo brasileira e a percep¢ao do publico com relagcéo aos
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beneficios do café para a saude humana (ABIC, 2013a), com destaque para compostos
bioativos do café ou compostos com atividades funcionais antioxidantes (PINO-
GARCIA, et al., 2012; LIM et al., 2012; SIROTA et al., 2013).

3.2.2 Processamento

Apo6s a colheita, os frutos que fornecem os gréos de café passam por um
processamento com finalidade de originar um produto comercializavel.

No processamento que origina os cafés naturais, os frutos, apés a lavagem e
separacdo das fracdes cereja e verde da por¢cdo bdia, sdo encaminhados para a
secagem (EMBRAPA, 2004).

O processamento por via Umida pode originar os cafés cereja descascados,
despolpados e desmucilados. Apo6s a limpeza, os frutos passam por despolpamento,
fermentacédo e lavagem. O despolpamento consiste na retirada da polpa (exocarpo e
parte do mesocarpo) dos frutos, utilizando-se agua. Mesmo apos a retirada da polpa,
0s gréos ainda estdo cobertos por uma mucilagem (mesocarpo) que deve ser retirada
para facilitar a etapa da secagem. Essa mucilagem é hidrolisada por fermentacdo e
posteriormente retirada por lavagem (BORGES, 2003).

A secagem pode ser realizada em terreiros ou em secadores mecanicos,
utilizando a ventilacdo natural ou forcada por meio de ventiladores e ar aquecido. Para
0 aquecimento do ar sao utlizados dispositivos denominados fornalhas ou
gueimadores. A fornalha de fogo indireto tem seu uso mais frequente. Nela, o ar que
entra em contato com o café é isento de impurezas e odores que podem alterar a
gualidade final do café. J4 a fornalha de fogo direto produz fumaca, que entra em
contato com o café e pode levar a contaminacdo do produto final (REINATO, 2002).
Apés a secagem, os graos de café passam por processos de descascamento,
classificacao por tamanho, separacdo e armazenamento. A partir dai os graos de café

estdo prontos para serem comercializados (BORGES, 2003).

3.2.2.1 Torragéo

O processo de torrefagcdo € dependente do tempo e da temperatura e induz
mudancas quimicas nos graos de café, podendo ser dividido em trés fases: secagem,
torrefacdo propriamente dita e resfriamento (SANTOS, 2004).

No inicio do processo o café perde sua agua livre, enquanto sua temperatura

permanece constante ao redor de 100 a 104 °C. Quando toda a agua livre (x10 %) do
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grdo é evaporada, a temperatura deste eleva-se lentamente, enquanto que a agua
ligada (1 a 2 %) evapora-se também vagarosamente. Quando a temperatura do grao
estiver em torno de 200 °C, a absorcao de calor pelo grao € intensificada pela liberagéo
de calor produzido nas reac¢des de pirdlise, que se processam no interior deste. Alguns
produtos dessas reacfes, formados durante a torra do café, sdo acUcares
caramelizados, carboidratos, aldeidos, acido acético, cetonas, furfural, ésteres, acidos
graxos, CO; e sulfetos. (SILVA, 2008a). O aquecimento dos 6leos naturais vegetais
(glicerideos) na presenca da agua e acidos propicia hidrélise, gerando glicerina e
acidos gordurosos. Com a liberacdo dos 6leos coloidais durante o processo, ha
formacédo de uma fumaca vermelha. A torragdo promove a ruptura da estrutura celular
dos gréos, liberando o 6leo que estava ligado quimicamente, estes 6leos iniciam um
processo de movimentacéao livre pelos gréaos, possibilitando evidenciar fisicamente as
goticulas superficiais nos graos que sdo submetidos a um grau de torracdo mais
intenso (SIVETZ & FOOTE, 1963 citado por SILVA, 2008b).

O grau de torracdo € determinado por meio da cor externa do grdo, do sabor
desenvolvido, da perda de massa seca e de mudancas quimicas de componentes
selecionados. A evolucao do processo de torrefacdo tem sido intensa nos ultimos anos,
permitindo reducéo no tempo de torrefacdo, de trinta para apenas cinco minutos, e na
temperatura do processo, de 900°C para proxima de 200°C. (MORAES, 2006) Em
geral, os tempos do processo variam de menos de cinco minutos para torracdes
‘rapidas”, de doze a dezoito minutos para torracdes “convencionais”. Entretanto, muitas
delas sao realizadas entre cinco e nove minutos (GODINHO, 2003). A temperatura da
etapa de torracéo ocorre entre 182 e 240 °C (SANTOS, 2004).

Os cafés brasileiros caracterizam-se por apresentar, em geral, torracao
excessiva com baixa qualidade de bebida (MOURA et al.,, 2001). Segundo ABIC
(2013 b) o processo de torracao deve ser controlado por classificacéo feita por meio do
Sistema Agtron / Roast Classification Color Disk ou por instrumento similar de deteccao
eletrbnica de cores, colorimetro, que dé resultado equivalente. A recomendacéo
descrita para cafés torrados em grdo ou torrados e moidos é de ponto de torra variando
entre 45 e 75 pontos no Disco Agtron, ou equivalente. Isso corresponde a classificacédo
denominada Moderadamente Escura a Moderadamente Clara. Torras que levam a
classificacdo Escura ou Muito Escura, assim como Clara e Muito Clara devem ser
evitadas.

Diferentes tratamentos de torracdo modificam a composicao final do produto.

Temperaturas excessivas durante a torracdo causam mudancas quimicas indesejaveis,
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demandando controle consideravel no processo para a obtencdo de produto final com
gualidade (GODINHO, 2003).

3.2.3 Estudos de contaminac¢éo por HPAs no Brasil e no mundo

N&o existem definidos limites nacionais ou internacionais para presenca de
HPAs em café. Os dados encontrados na literatura sobre a ocorréncia dos HPAs em
café sdo escassos, porém recentes, o que indica a crescente preocupacdo com o
assunto nos ultimos anos.

Camargo & Toledo (2002b) estudaram a contaminacdo de amostras de café por
dez HPAs, avaliando o p6 e a bebida pronta para consumo. As somas dos valores
médios dos HPAs detectados no p6 de café foram de 20,04 pg/kg. Os resultados da
analise da bebida indicaram que a técnica de preparo influencia na transferéncia destes
contaminantes do pé para a bebida pronta. A concentracdo encontrada foi de
3,06 pug/kg na bebida preparada pela filtragem direta da agua fervida sobre o p6 de
café, e 17,17 pg/kg para a bebida preparada com fervura do p6 com a agua antes da
filtrac&o.

Badolato et al. (2006) pesquisaram a ocorréncia de benzo(a)pireno em graos
crus de café robusta e arabica em café torrado em diferentes graus de torrefacdo. Os
resultados mostraram clara influéncia do processo de torrefacdo na formacdo do
composto. Os valores encontrados para benzo(a)pireno foram de até 12,5 ug/kg para
amostras com torrefacdo mais severa. Nao foi detectada a presenca de benzo(a)pireno
em amostras de café verde.

O efeito da torrefacdo na formacdo de onze HPAs foi estudado de forma mais
detalhada por Houessou et al. (2007). Foi utilizado torrador em escala piloto, de forma
gue permitisse o0 ajuste das condicbes para o0 experimento. Varias condi¢cdes de
torracdo foram realizadas em temperaturas entre 180 e 260 °C, e tempo entre 5 e 20
minutos. Quantidades significativas de benzo(a)antraceno e criseno, cerca de 13 pg/kg,
foram encontradas quando utilizadas temperaturas proximas a 260 °C. Segundo 0s
autores, provavelmente, os HPAs de baixa massa molecular foram formados em
condicbes brandas de torracdo e degradados, formando HPAs de maior massa
molecular (e mais téxicos), com o0 aumento da temperatura. A formacdo do composto
benzo(a)antraceno aumentou de forma linear com o aumento da temperatura. Para os
demais compostos, ndo foi possivel correlacionar sua formacdo com o tempo de
torracdo. Os autores sugeriram maiores estudos e uso de modelos matematicos mais

complexos para o estudo do tempo do processo de torragdo como condicdo para a
36



formacdo dos HPAs. Curiosamente, o benzo(a)pireno ndo foi encontrado em niveis
significantes, mesmo nas maiores temperaturas e tempos de torracdo. Gréos de café
verde foram analisados, revelando a presenca de fenantreno, fluoranteno e pireno.

O benzo(a)pireno, assim como benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno e indeno(1,2,3—c,d)pireno foram encontrados por Stanciu et al.
(2008) na maioria das amostras de café torrado, instantdneo e descafeinado
disponiveis comercialmente na Roménia. Porém, as concentragdes encontradas foram
consideradas baixas. O composto presente em maior concentragdo foi o
benzo(a)pireno, num maximo de 0,857 pg/kg para o café instantaneo. No café verde
analisado, foram encontrados apenas tracos de HPAs (0,023 pg/kg).

Em estudo realizado na Korea, 10 amostras de café torrado foram analisadas,
estando o benzo(a)pireno abaixo do limite de quantificagdo (0,10 pg/kg) em 4. Quando
guantificado, este composto apresentou concentracdes de até 0,36 + 0,2 pg/kg. Apesar
da baixa concentracéo para o benzo(a)pireno, foram encontradas concentragcdes altas
de benzo(k)fluoranteno em duas amostras, chegando a 48,72 + 9,38 pg/kg (LEE &
SHIN, 2010)

No Brasil, Tfouni et al. (2012) reportaram niveis de até 0,814 ug/kg para o
somatério dos quatro HPAs de maior massa molecular em café torrado. Apesar dos
baixos niveis encontrados, os autores ressaltaram a necessidade de levantamento de
maior numero de dados sobre a contaminacdo de HPAs em café torrado no Brasil.

Nos estudos nos quais foi investigada a relacdo entre os niveis de HPAs
formados e as diferentes cultivares ou espécies de café (BADOLATO et al., 2006;

TFOUNI et al., 2012), correlacéo significativa ndo foi observada.

3.3 METODOS PARA DETERMINACAO DE HPAs

3.3.1 Extracéao e purificacao

Os métodos tradicionais para extracdo dos HPAs de matrizes alimentares e sua
consequente purificacdo séo laboriosos e demandam grande quantidade de solvente.
Usualmente, envolvem saponificacdo da amostra com solucdo de hidroxido de
potassio, seguida de particdo liquido-liquido em solventes organicos e purificacdo em
coluna utilizando silica gel, alumina ou florisil como fase estacionaria (CAMARGO &
TOLEDO, 2002a,b; BADOLATO et al., 2006; ZHENG, 2006; STANCIU et al., 2008).

Esses métodos apresentam desvantagens significativas, entre elas a necessidade de
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uso de solventes de alta pureza e a formacdo de emulsGes dificeis de serem
guebradas, que podem afetar a recuperagao para alguns analitos (ORECCHIO, CIOTTI
& CULOTTA, 2009). A necessidade da etapa de saponificacdo para a determinacéo
quantitativa dos HPAs é controversa. Houessou, Delteil & Camel (2006) consideraram
essa etapa importante para a eliminacéo de interferentes. Contudo, Moret et al. (2007),
mostraram ser possivel a extracdo sem utilizacdo desta etapa, enfatizando ainda que
este processo poderia levar a perdas dos analitos de interesse.

A busca por maior confiabilidade desses métodos, associada as questdes
ambientais e de sustentabilidade, tém impulsionado o desenvolvimento de novas
tecnologias para extracdo e purificacdo de amostras, além da miniaturizacdo de
sistemas analiticos. Alguns autores utilizam a cromatografia de permeagdo em gel
(CPG) para remocao de lipidios e compostos de alta massa molecular (JIRA, 2004;
LIGOURI et al., 2006). Porém, prevalece a técnica de extracdo em fase solida, na qual
o volume de solvente e tempo gasto sdo consideravelmente menores quando
comparados a extracdo liquido-liquido, além de permitir automacao (WEIBHAAR, 2002;
TOBISZEWSKI et al., 2009). Cartuchos com 2 g de Cig e florisil foram usados por
TEIXEIRA, CASAL & OLIVEIRA (2007) para amostras de 0leos comestiveis. Houessou
et al. (2005) avaliaram a eficiéncia de extracdo com cartuchos de Ci5 (0,5 9) e com o
copolimero polistireno-divinilbenzeno (PS-DVB) (0,2 e 0,5 g) para amostras de bebida
de café. Essa fase, também utilizada por Veyrand et al. (2007), é seletiva para os HPAs
devido a sua lipofilicidade e capacidade de formar ligacées 1T-1T1 com o anel aromatico
dos HPAs. Os resultados encontrados por Houessou et al. (2005) indicaram
recuperacdo semelhante para as duas fases solidas estudadas, embora melhor
repetibilidade tenha sido observada com o uso da fase PS-DVB (0,5 g).

Em trabalhos subsequentes deste grupo (HOUESSOU, DELTEIL & CAMEL,
2006; HOUESSOU et al., 2007), cartuchos com silica foram empregados para a
purificacdo dos HPAs em extratos de amostras de café verde e torrado. Tais amostras
foram primeiramente extraidas em sistema de extracdo liquida pressurizada. Foi
necessaria a saponificacdo e particdo com ciclohexano para eliminacdo dos
interferentes.

Stanciu et al. (2008) empregou coluna empacotada com silica, 6xido de aluminio
e sulfato de sédio anidro, apds extracao liquido-liquido para a purificacdo de extratos

de café verde e torrado, obtendo recuperacdes adequadas.
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3.3.1.1 Extracédo Liquida pressurizada

A extracdo liquida pressurizada (ELP), do inglés Pressurized Liquid Extraction
(PLE) ou accelerated solvent extraction (ASE), é um tipo de extracdo que utiliza
solventes organicos convencionais sob elevadas temperatura (100 a 180 °C) e presséo
(6,9 x 10° a 1,0 x 10’ Pa) para realizar a extracdo de analitos organicos em amostras
solidas ou semisolidas. Seu uso teve inicio em 1995, e em 1996 foi aprovado como
método padrdo EPA para analise de contaminantes organicos, como pesticidas,
herbicidas clorados, bifenilas policloradas (PCB) e dioxinas, em matrizes ambientais
(MITRA, 2003).

A temperatura e pressdo elevadas tém efeito no solvente, na amostra e na
interacdo entre eles. O solvente tem seu ponto de ebulicio aumentado, o que
possibilita que a extracdo ocorra sob maior temperatura, resultando em menores
viscosidade e tensdo superficial. Em alta temperatura a solubilidade do analito
aumenta, resultado do enfraquecimento de interacées como forca de Van der Waals e
pontes de hidrogénio, permitindo uma transferéncia de massa mais rapida. A alta
pressao também permite que o solvente penetre mais profundamente na matriz. Esse
conjunto de fatores propicia uma extracdo mais rapida e com melhores recuperacdes
(MITRA, 2003).

Na Figura 4 encontra-se apresentado um diagrama geral de funcionamento de
um equipamento de ELP. O sistema é automatizado e consiste de seis etapas
principais: i) apos a adicdo de quantidade conhecida de amostra a cela de extracao e
colocacdo no carrossel, a cela é levada ao forno e aquecida até a temperatura
desejada; ii) a cela é preenchida com solvente; iii) inicia-se a extracao estatica a
pressao constante pelo tempo programado; iv) a valvula estatica € aberta e o extrato
coletado; v) a amostra é lavada com uma quantidade definida de solvente novo
(volume de rinsagem). Esse ciclo de extracdo pode ser repetido até cinco vezes para
aumentar a recuperacao dos analitos de interesse; vi) ao final do processo, o0 solvente
€ purgado com fluxo de nitrogénio (tempo de purga). Em média, de um a trés ciclos de
extracdo de até 15 mins sdo suficientes. O volume de solvente é reduzido quando

comparado a extracéo por soxhlet (WANG et al., 2007).
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Figura 4 - Diagrama de funcionamento de um equipamento de extracdo liquida

pressurizada - Thermo/Dionex modelo ASE 350°.
Fonte: MITRA (2003).

Muitos autores demonstraram a eficiéncia do uso da ELP para analises de
HPAs. Wang (2007) comparou as técnicas de ELP, Soxlhet e extracdo por solvente
assistida por microondas (MAE) para extracdo de HPAs em amostras de solos.
Segundo o autor, a ELP apresentou maior eficiéncia de extracdo, além das vantagens
ja descritas anteriormente. Resultados similares foram obtidos por Poop, Mooder &
Paschke(1997).

A ELP realizada em equipamento como o Thermo/Dionex modelo ASE 350®
permite, ainda, a adicdo de adsorventes na cela de extracdo para que seja feita
purificacdo simultanea a extracdo. Para matrizes de menor complexidade, é possivel a
realizacdo do método de extracao/purificacdo em apenas uma etapa (KIM et al., 2003),
porém a maioria dos autores utiliza opcao de pré-purificacdo dentro da cela, de forma a
simplificar uma posterior purificacdo. Os adsorventes mais utilizados séo retentores de
gordura, como alumina, silica ou florisil (LIGUOURI et al., 2006; LUND, DUEDAHL-
OLESEN & CHRISTENSEN, 2009; VEYRAND et al., 2007 ).

3.3.2 Determinacao
Muitos autores reportam o uso de CLAE com detector de FL como técnica de
deteccdo e quantificacdo para analise de HPAs (CAMARGO & TOLEDO, 2002a,b;

WEIRHAAR, 2002; HOUESSOU et al., 2005; BADOLATO et al., 2006; HOUESSOU,
40



DELTEIL & CAMEL, 2006). Porém, CG também ¢€é amplamente utilizada
(ZAMPERLINNI, SIVA-SANTIAGO & VILEGAS, 2000; DILETTI et al., 2004; ZHENG et
al., 2006; MORET et al., 2007; ORECCHIO, CIOTTI & CULOTTA, 2009). Poster (2006)
considerou que a CG apresenta melhor seletividade, resolucdo e sensibilidade quando
comparada a cromatografia liquida para esses compostos. Este autor considera, ainda,
a facilidade da CG ser acoplada a EM, permitindo a confirmacdo da presenca do
composto de interesse e sua quantificacdo, levando a preferéncia pela CG. Outro fator
importante sdo as propriedades térmicas dos HPAs, que os tornam facilmente
volatilizaveis, sem serem degradados com 0 aumento da temperatura.

Um estudo sobre o perfil do espectro de massas dos HPAs foi realizado por
Veyrand et al. (2007) durante desenvolvimento de método para analise desses
contaminantes em alimentos. Segundo este autor, a pequena fragmentacao observada
guando se utiliza ionizacdo por impacto de elétrons em condi¢cdes usuais € resultante
da estabilidade da molécula. Dessa forma, observa-se o ion molecular em grande
intensidade, ou a presenca de ions com perda de dois hidrogénios. A mesma
observacao foi feita por Poster (2006), concluindo que isso confere sensibilidade a
técnica. Essa caracteristica dificulta o uso de EM sequencial, na qual o ion formado
(precursor) é fragmentado em ions produto especificos, aumentando ainda mais a
seletividade da EM.

A CLAE acoplada a EM tem maior utilizacdo para amostras ambientais devido
aos maiores limites de deteccdo em relacdo as outras técnicas, ocasionada pelo
carater apolar dos HPAs (PURCARO, MORET & CONTE, 2013), sendo que apenas
recentemente esta falta de sensibilidade passou a ser superada (GOSETTI, 2011; CAl,
STEVENSB & SYAGEA, 2012).

3.3.3 Recurso do padrao interno

A diluicdo isotopica consiste na modificacdo da composicao isotdpica natural de
um analito alvo, presente na amostra, pela adicdo de uma quantidade conhecida de um
analogo isotopicamente marcado (padrdo interno) (SARGENT, HARTE &
HARRINGTON, 2002).

A técnica de EM com diluicdo isotdpica foi inicialmente desenvolvida durante a
década de 1950 para a andlise elementos inorganicos. A partir de 1970, foi estendida
para o campo da quimica organica, com aplicacbes em andlise de tracos, como

poluentes organicos persistentes e em andlises clinicas (SARGENT, HARTE &
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HARRINGTON, 2002; MECHLINSKA, WOLSKA & NAMIESNIK, 2010). Na EM, ao
contrario de técnicas espectrofotométricas, ndo existe uma relagdo fixa entre a
guantidade ou concentracdo de uma substancia em particular e a resposta do
instrumento. A sensibilidade para um mesmo composto pode variar ao longo do tempo
ou de acordo com a calibragcdo do equipamento. Estas variacfes sdo somadas as
variacbes causadas, por exemplo, por perdas durante a extracdo analitica ou pela
introducdo da amostra no sistema cromatografico. O padrdo interno, adicionado ao
inicio da etapa analitica permite a compensacao de perdas e erros ao longo de todo o
processo analitico (SARGENT, HARTE & HARRINGTON, 2002).

O critério mais importante na escolha do padrdo interno € que o composto
mimetize, tdo proximo quanto possivel, as propriedades fisico-quimicas do analito alvo.
Isso é alcancado com o uso de moléculas analogas, isotopicamente marcadas com
13C, ?H ou ¥Cl. Dessa forma, se ocorre perda do analito alvo, a perda do padrdo
interno sera da mesma ordem de magnitude, ja que ambas foram submetidas ao
mesmo tratamento. Como a quantidade do padréo interno adicionada a amostra &
conhecida, o percentual de recuperacdao pode ser calculado e utilizado como uma
medicdo indireta da recuperacdo do analito alvo (MECHLINSKA, WOLSKA &
NAMIESNIK, 2010).

O uso de EM com diluicao isotopica é frequentemente utilizado nas analises de
HPAs. De fato, quase a totalidade dos trabalhos publicados com uso de EM, adotam
esse recurso (JIRA, 2003; KIM, 2003; DILETTI, 2004; MARTINEZ, 2004; LIGOURI,
2006; VEYRAND, 2007; LEITE, 2008; LUND, DUEDAHL-OLESEN & CHRISTENSEN,
2009; ORECCHIO, CIOTTI & CULOTTA, 2009). Desta forma, os métodos de extracao
usualmente longos e a volatilidade dos compostos fazem o uso da diluicdo isotépica
guase uma necessidade para esse tipo de analise, permitindo um ganho de acuracia a

niveis aceitaveis mesmo em baixas concentracdes (ug/kg).

3.4 VALIDACAO DE METODOS

Apesar do significativo numero de trabalhos publicados sobre o desenvolvimento
de novas metodologias e equipamentos para determinacdo dos HPAs em amostras,
principalmente, da area ambiental, a questdo da determinacdo de HPAs néo pode ser
considerada como resolvida. Estudos demonstram limitacdes das técnicas analiticas

contemporéneas para obtencdo de informacfes confidveis em relacdo aos niveis e
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formas de ocorréncia de HPAs no ambiente. Isto tem persuadido os analistas para uma
nova Otica em relacdo a determinacdo destes compostos, presentes em niveis baixos
de concentracdo em amostras de composicdo altamente varidvel e complexa, 0 que
compreende questdbes de controle e garantia da qualidade dos resultados
(KONIECZKA, WOLSKA & NAMIESNIK, 2010). No contexto de gestdo, garantia e
controle da qualidade dos resultados analiticos, a validacdo de meétodos é uma

ferramenta de fundamental importancia.

3.4.1 Validacdo no processo analitico

O processo analitico pode ser didaticamente dividido nas etapas de
desenvolvimento, otimizacao, validacéo, aplicacéo e revalidacdo do método (BRUCE,
MINKKINEN & RIEKKOLA, 1998). Contudo, do ponto de vista prético, é dificil separar
as diferentes fases do processo analitico. A validacdo é tratada muitas vezes como
parte integrante do desenvolvimento, indicando que o desenvolvimento do método
somente poderia ser considerado completo apds avaliacdo e demonstracdo de
performance analitica aceitavel, ou seja, o desenvolvimento e validacdo de métodos
sdo considerados processos iterativos (GREEN, 1996; HUBER, 1998). O guia
publicado pela EURACHEM (1998) considera a validacdo de métodos intimamente
vinculada ao desenvolvimento sendo que, muito frequientemente, ndo € possivel
determinar o ponto no qual o desenvolvimento de um método termina para dar inicio a
validacéo. Isto porque muitos dos parametros de desempenho associados a validacao
do método sdo normalmente avaliados como parte do desenvolvimento. O processo de
validacdo tem sido dividido, ainda, em dois estagios, sendo uma “pré-validacao”
conduzida durante o desenvolvimento do método e outra validagdo “formal” apds o

desenvolvimento ter sido completado (JENKE, 1996).

3.4.2 Validagéo em sistemas de gestao

A norma ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005) representa a sintese da experiéncia
acumulada em todo o mundo em avaliacdes e na demonstracdo da competéncia de
laboratérios. Esta norma contém requisitos de direcdo e técnicos que devem ser
atendidos pelos laboratorios para implementacdo e manutencdo de um sistema de
gestdo laboratorial adequado. Dentre os requisitos técnicos abordados estdo: pessoal;

acomodacbes e condicbes ambientais; métodos e validacdo de métodos;
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equipamentos; rastreabilidade da medi¢ao; amostragem; manuseio de itens (amostras);
garantia da qualidade de resultados; e apresentacéo dos resultados.

Todos os requisitos exigidos pela norma sao essenciais e estao integrados no
ambito de sistemas de gestdo laboratoriais e de processos de acreditacdo. Desta
forma, embora os objetivos especificos de ferramentas como validacdo de métodos,
controle de qualidade interno e participagdo em programas de comparacao
interlaboratorial ou ensaios de proficiéncia sejam diferentes, estas ferramentas
possuem caracteristicas complementares no processo de garantia da confiabilidade e
comparabilidade dos resultados (SOUZA, 2007).

Na norma ISO/IEC 17025 é estabelecido que métodos normalizados utilizados
fora dos escopos para os quais foram concebidos, ampliados ou modificados; métodos
ndo normalizados; e métodos criados ou desenvolvidos pelos laboratérios devem ser
validados. Apesar de ndo tratar da necessidade de validacdo para métodos
normalizados, nesta norma € definido que os laboratérios devem confirmar que tém
condicBes de operar adequadamente os métodos normalizados antes da implantacao
dos ensaios (ABNT, 2005). Os métodos normalizados sdo aqueles desenvolvidos por
um organismo de normalizacdo ou outras organizacdes, cujos metodos sejam aceitos
pelo setor técnico em questdo. Métodos ndo normalizados sdo aqueles desenvolvidos
pelo proprio laboratério ou outras partes, ou adaptados a partir de métodos
normalizados e validados (ILAC, 2010). Neste contexto, assume-se que 0S meétodos
designados como normalizados tenham sido submetidos a validacdes prévias por
estudos colaborativos (MAC NEIL, PATTERSON & MARTZ, 2000). Frequentemente,
isto procede, visto que a escolha de um método como oficial ou padrdo requer que
dados de precisdo sejam incluidos (WOOD, 1999) e baseados em resultados obtidos
de estudos colaborativos (HUND, MASSART & SMEYERS-VERBEKE, 2000).

3.4.3 Validacéo intralaboratorial

Validacbes intralaboratoriais correspondem a estudos analiticos que envolvem
um anico laboratorio, utilizando um mesmo método, para analisar a mesma ou
diferentes amostras, sob diferentes condicbes, em um intervalo de tempo justificado
(EC, 2002a). Estes estudos permitem a avaliacdo do desempenho de métodos com um
namero consideravel de experimentos, utilizando diferentes combinacdes de analitos,
concentracfes e matrizes, em um curto intervalo de tempo, facilmente adaptaveis a
diferentes situacdes. As validacOes intralaboratoriais atendem um importante nicho de

processos de validacdo de métodos devido a sua flexibilidade e habilidade em fornecer
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resultados rapidos para novos métodos (VAN DER VOET, VANRHIUN &
VAN DE WIEL, 1999).

Procedimentos de validagdo intralaboratoriais tém sido internacionalmente
aceitos, uma vez que diferentes organismos internacionais EURACHEM (1998); EC
(2002a); Association of Official Analytical Chemists (AOAC International), International
Standards Organization (ISO) e International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002) e nacionais INMETRO (2010) e
BRASIL (2011) tém proposto documentos orientativos para este tipo de validagao.

Processos de validacdo intralaboratorial permitem avaliar ndo somente a
exatidao e a precisdo de um método, mas também outros parametros de desempenho
(VAN DER VOET, VAN RHIJN & VAN DE WIEL, 1999) como linearidade, faixa de
trabalho, sensibilidade, efeitos de matriz, seletividade, limites de deteccdo e de
guantificacdo (SOUZA, 2007). Por outro lado, trabalhar isoladamente reduz, de forma
inevitavel, a quantidade de dados obtidos, restringindo informac¢des como, por exemplo,
aquelas relativas a comparabilidade interlaboratorial. Apesar da impossibilidade de
estudo do parametro reprodutibilidade nas validacdes intralaboratoriais, 0 que exigiria a
execucao de experimentos em diferentes laboratorios, esta informacao nem sempre é
necessaria (EURACHEM, 1998). Muitas vezes, estudos de reprodutibilidade parcial séo
suficientes (VAN DER VOET, VAN RHIIN & VAN DE WIEL, 1999). Também é possivel
ter uma estimativa da comparabilidade de resultados de medicdo de qualquer método
com outros meétodos pelo ensaio de materiais de referéncia certificados ou pela
comparacao do método em estudo com outro para o qual a validacao ja tenha sido feita
(SOUZA, 2007).

3.4.4 Parametros de desempenho

Parametro de desempenho é definido pela EC (2002a) como uma qualidade
funcional que pode ser atribuida a um método de ensaio.

Os parametros de desempenho tipicos na validacéo intralaboratorial de métodos
de ensaio quantitativos sdo: aplicabilidade, seletividade, linearidade da curva de
calibracdo, sensibilidade, faixa de trabalho, efeitos de matriz, exatidao, precisao, limites
de deteccdao e quantificacao e robustez (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).
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3.4.4.1 Linearidade, sensibilidade e faixa

Calibracdo € um procedimento que determina a diferenca sistematica existente
entre um sistema de medi¢ao e um sistema de referéncia representado por um material
de referéncia e seus valores aceitos (ISO, 1996). Considerando que a maioria dos
métodos de ensaio em analises de alimentos utiliza relagdes lineares, a determinacdo
da equacao de calibracdo € extremamente importante tanto em ensaios de rotina
guanto em procedimentos de validacdo de métodos (RSC, 2005).

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracéo do analito em amostras, em uma dada
faixa de concentracdo (EURACHEM, 1998). Mais ainda, uma adequada avaliacao da
linearidade é fundamental para a qualidade dos demais parametros de desempenho
estabelecidos para métodos quantitativos (como sensibilidade, efeitos de matriz,
seletividade, exatiddo, precisdo e limites) (SOUZA, 2007). Entretanto, exceto quando
ocorrem grandes erros no preparo das curvas, 0s erros devidos a calibracéo
correspondem aos menores componentes na compilacdo da incerteza total
(THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

A sensibilidade é o gradiente da funcéo de calibracdo, ou seja, a alteracdo na
resposta do instrumento que corresponde a uma mudanca na concentracédo do analito
(EURACHEM, 1998; THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

As faixas de trabalho e linear podem ser diferentes para diferentes matrizes, de
acordo com o efeito de interferentes provenientes de cada matriz. A avaliacdo destas
faixas € essencial para o entendimento da aplicabilidade de um método de ensaio
(INMETRO, 2010) e também util para o planejamento do grau de calibracdo que sera
requerido na aplicacdo do método em atividades de rotina (EURACHEM, 1998;
TAVERNIERS, DE LOOSE & VAN BOCKSTAELE, 2004; INMETRO, 2010). A faixa de
trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio vai ser usado e a
concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no
centro da faixa de trabalho. No limite inferior da faixa, o fator limitante é o valor do limite
de quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de
resposta do equipamento de medicdo. Dentro da faixa de trabalho pode existir uma
faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal tera uma relagéo linear com
o analito ou valor da propriedade (INMETRO, 2010).
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3.4.4.2 Efeitos de matriz e seletividade

Uma amostra consiste do analito a ser medido, da matriz e de outros
componentes que podem ter algum efeito na medigcdo, mas que nao se quer detectar
ou quantificar (BRUCE, MINKKINEN & RIEKKOLA, 1998; INMETRO, 2010). A
seletividade € um parametro de desempenho relacionado ao evento de deteccdo do
analito na presenca destes componentes. Este parametro possui grande importancia,
principalmente quando se considera a area de analises de alimentos, na qual as
matrizes sdo misturas de constituicdes quimicas complexas (SOUZA, 2007).

Dependendo de como a identidade do analito € estabelecida, interferentes
podem inibir a detec¢éo distorcendo o sinal proveniente do analito. Diferentemente, 0s
interferentes também podem contribuir para o sinal atribuido ao analito, com efeito de
aumentar a concentracdo do mesmo (EURACHEM, 1998). A medicdo pode ser
alterada porque matriz, reagentes ou outros componentes afetam a sensibilidade do
detector que mede o analito ou porque estes compostos afetam diretamente a
resposta. Assim, efeitos de erros constantes devidos a interferentes e erros
proporcionais a calibracdo devidos a efeitos de matriz podem estar presentes ao
mesmo tempo (BRUCE, MINKKINEN & RIEKKOLA, 1998).

Estudos dos efeitos de matriz correspondem um tipo especifico de estudo de
seletividade que objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas por elementos
diversos que compdem a matriz amostral. Efeitos de matriz ndo significativos
simplificam enormemente o processo de validacdo e de rotina analitica, visto que os
padrdes dos analitos podem ser preparados diretamente no solvente (THOMPSON,
ELLISON & WOOD, 2002).

3.4.4.3 Veracidade e precisao

Veracidade e precisdo sdo consideradas os parametros de validacdo mais
importantes (TAVERNIERS, DE LOOSE & VAN BOCKSTAELE, 2004). A precisao diz
respeito a distribuicdo dos erros aleatdrios de um sistema de medi¢do, enquanto a
veracidade expressa 0s erros sistematicos (ISO, 1993; RSC, 2003).

A veracidade é o grau de concordancia entre o valor médio de uma grande série
de resultados de ensaios e o valor de referéncia aceito, sendo geralmente expressa
como erro sistematico ou tendéncia. E declarada quantitativamente em termos de
tendéncia (bias) ou erro sistematico, com pequenas tendéncias indicando veracidade
(EC, 2002a; THOMPSON, ELLISON & WOOD 2002). Para avaliacédo da veracidade de

um método sdo utilizados materiais de referéncia certificados (MRC), materiais de
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referéncia (MR), métodos de referéncia ou ensaios de adicao/recuperacdo
(THOMPSON, ELLISON & WOOD 2002).

Precisdo é o grau de concordancia entre resultados de ensaios independentes
obtidos em condi¢des, pré-estabelecidas, especificas. O valor da precisdo é
geralmente expresso em termos de imprecisdo e normalmente calcula-se sob a forma
de um desvio padrdo do resultado do ensaio. Uma menor precisdo € indicada por
elevado desvio padrdao (EC, 2002a; THOMPSON, ELLISON & WOOD 2002). As trés
condicbes mais comuns para obtencdo da precisdo sao repetibilidade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade (INMETRO, 2010). A repetibilidade avalia a
variabilidade encontrada quando resultados independentes sé&o obtidos utilizando o
mesmo método, em um mesmo laboratério, com o mesmo analista, usando 0 mesmo
equipamento em um curto intervalo de tempo. A reprodutibilidade representa a
variabilidade encontrada quando resultados sdo obtidos utilizando o mesmo método,
em laboratorios diferentes, com diferentes analistas e usando equipamentos diferentes.
A precisao intermediaria refere-se a precisdo avaliada utilizando o mesmo método, no
mesmo laboratério, mas variando condicdes como: diferentes analistas; diferentes
equipamentos; diferentes tempos. A precisédo, tanto sob condi¢cdes de repetibilidade
guanto de reprodutibilidade, € dependente da concentracdo do analito (EURACHEM,
1998; THOMPSON, ELLISON & WOOD 2002).

3.4.4.4 Limites e incerteza

A habilidade em detectar um composto presente na amostra, mesmo em
concentracfes extremamente baixas, € relacionada aos limites de deteccdo,
guantificacdo, decisdo e capacidade de deteccdo (EC, 2002a). Uma observacao
importante € que ndo é verdade que a deteccdo ou quantificacdo sejam impossiveis
abaixo dos limites. Acontece que, nestes niveis, a incerteza da medi¢cdo pode ser maior
gue o proprio valor da medicdo (TAVERNIERS, DE LOOSE & VAN BOCKSTAELE,
2004). Considerando que os resultados analiticos ndo sdo somente concentracoes,
mas sim estimativas de concentracdo propensas a erros, nas medicfes abaixo dos
limites estas estimativas acompanhadas por suas respectivas incertezas podem levar a
resultados negativos (RSC, 2001). Limites ndo sdo diretamente relevantes na
estimativa de incerteza, porém a incerteza abaixo do limite de deteccdo e proxima ao
limite de quantificacdo pode exigir cuidados especiais (EURACHEM/CITAC, 2000).

O limite de detecc¢éo € a menor quantidade ou concentracdo do analito que pode

ser significativamente distinguida de zero. Este limite corresponde a média mais trés
48



desvios padrdo das respostas obtidas para as amostras brancas ou trés desvios
padrdao das respostas obtidas para amostras de concentracdo baixa do analito
(THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

Limite de quantificacdo € a menor concentracdo de uma substancia que pode
ser quantificada com exatidao e precisdo aceitaveis nas condi¢des estipuladas do teste
(EC, 2002a) ou a concentracao abaixo da qual o método analitico ndo pode operar com
precisdo e exatidao aceitaveis (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

Sobre o limite de quantificaggo, THOMPSON, ELLISON & WOOD (2002)
sugerem que, enquanto operar acima de um limite fornece alguma seguranca,
devemos reconhecer que h& uma dicotomia artificial na escala de concentragédo, uma
vez que medidas abaixo deste limite ndo séo privadas de informacfes de contetdo e
podem ser adequadas para o0 propésito de uso. Estes autores ndo recomendam 0 USsO
deste tipo de limite, sendo preferivel tentar expressar a incerteza da medicdo em
funcdo da concentracdo, comparando com os critérios acordados entre o laboratorio e

o cliente ou o usuario final dos resultados.
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4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Dioxinas e PCBs (LDP),
pertencente ao Laboratério Nacional Agropecuério - Minas Gerais (LANAGRO-MG,
base fisica Pedro Leopoldo) do MAPA.

4.1 AMOSTRAS

Para o estudo de otimizacdo e validacdo, amostras de café torrado e moido,
100 % arabica, foram adquiridas no comércio de Belo Horizonte, MG. Tais amostras
foram abertas, homogeneizadas manualmente, por quarteamento, acondicionadas em
frascos de vidro ambar com tampa de rosca, os quais foram devidamente vedados e
mantidos sob refrigeracéo (2 a 8 °C) até o momento das analises.

Para o estudo de ocorréncia, foram coletadas, no mercado de Belo Horizonte,
MG, no ano de 2012, trés marcas de café torrado e moido, sendo dois tipos (tradicional
e extra-forte) de cada marca e dois lotes de cada tipo, com duplicata de cada lote,
totalizando 24 amostras. As amostras foram armazenadas sob temperatura ambiente,
nas embalagens comerciais, at¢ o0 momento das analises. Nenhuma amostra era

embalada a vacuo.

4.2 EQUIPAMENTOS

- Balanca analitica marca Bel, modelo Mark 500 (S&o Paulo, Brasil) calibrada.

- Bal6es volumétricos de 5,00; 10,00; 20,00 e 50,00 mL calibrados.

- Banho-maria com sistema para evaporacdo sob fluxo de nitrogénio Biotage Turbovap
Il (Suécia).

- Bloco aquecedor com fluxo de nitrogénio React-Therm (Pierce, Rockford, EUA).

- Congelador Sanyo com capacidade de até - 20° (Jap&o).

- Equipamento para ELP Thermo/Dionex modelo ASE 350 (EUA).

- Pipetas volumétricas de 1,00; 2,00; 4,00 e 10,00 mL, calibradas.

- Refrigerador Consul (Brasil).

- Sistema de extracao Soxhlet Foss modelo Soxtec 2050 (EUA).

- Sistema para rotoevaporacéao, sob baixa pressdo Multivapor-P6 Buchi (Flawil, Suica).

- Micropipetas Eppendorf de volume variavel de 20 a 1000 pL calibradas (Alemanha).
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- Sistema cromatografico CG-EM constituido por um CG Thermo modelo TRACE
(Mildo, Italia), acoplado a EM, com analisador de massas tipo ion trap, Thermo modelo
Polaris Q (Austin, EUA) e injetor automatico modelo AI/AS 3000.

4.3 MATERIAIS

- Béquer de 100 mL.

- Coluna capilar para CG-EM DB-5-MS (5% fenil-metil-polisiloxano): 30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno, 0,25 um de espessura do filme Agilent
Technologies (Santa Clara, EUA).

- Coluna de vidro com 1,33 cm de diametro interno e 30 cm de altura.

- Funil de separacéo de 250 mL.

- Garrafa lavadeira de teflon com capacidade para 500 mL.

- Luvas de nitrila descartaveis.

- Papel de filtro para celas de extracdo de 66 mL (Thermo/Dionex, EUA)

- Péra de borracha para pipeta de Pasteur.

- Pipeta de Pasteur, de vidro, de 150 mm.

- Pipetadores adaptaveis a pipetas volumétricas de vidro.

- Provetas de 50 e 500 mL.

- Suprimento de hélio ultrapuro, com filtro de carvao ativado White Martins (Brasil).

- Suprimento de nitrogénio, com filtro de carvao ativado White Martins (Brasil).

- Vial de 2 mL, com insert de 200 L para injetor automatico.

4.4 REAGENTES, PADROES E SOLVENTES

Foram utilizados solventes e reagentes em grau de pureza apropriado.
- Acetona para analise de residuos (p.a.r.).
- Agua grau reagente ultrapura ou tipo 1, obtida de sistema de purificacéo Milipore Mili-
Q (Molshein, Franca).
- Diclorometano, grau CG Tedia (EUA).
- Hexano p.a.r. J. T Baker (Philipsburg, EUA).
- N-N-dimetilformamida (DMF) p.a.r. Fisher Scientific (Reino Unido).
- Nonano p.a.r. Sigma Aldrich Co Ltd. (Steinhein, Alemanha).
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- Padrédo de seringa (padrédo de injecdo) de 40 pg/mL certificado, contendo PCB
namero IUPAC 202, isotopicamente marcado (**C), em nonano, pureza de 98,9 %, lote
SCHA-018, Cambridge Isotopes Laboratories — CIL (Andover, Reino Unido).

- Padrao interno de HPAs de 5 pg/mL certificado, contendo os dezesseis HPAs
prioritarios EPA isotopicamente marcados (**C) em nonano: naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-
c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno, (13C, 99%), pureza de 97,7 a
100,0 %, lote ER102811-01, Cambridge Isotopes Laboratories - CIL (Andover, Reino
Unido).

- Padrao nativo (ndo marcado) de HPAs de 2 mg/mL certificado, contendo os dezesseis
HPAs prioritarios EPA em nonano: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)-pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno, pureza de 97,2 a 100 %, incerteza
expandida de 2 %, lote 210091031-01, Accustandard (New Haven, EUA).

- Padrdo nativo (ndo marcado) de HPAs de 10ng/uL, contendo os dezesseis HPAs
prioritarios da  Unido Europeia em  ciclohexano: Benzo(a)antraceno,
benzo(g,h,i)perileno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, dibenzo(a,l)pireno,
indeno(1,2,3-cd)pireno e 5-metilcriseno , Dibenzo(a,i)pireno; Benzo(b)fluoranteno,
benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(c)fluoreno, criseno,
ciclopenta(c,d)pireno, dibenzo(a,e)pireno e dibenzo(a,h)pireno, pureza de 99,0 a
99,9 %, incerteza expandida de 2 %, lote 210091031-01, Agilent (EUA).

- Silica gel, com granulometria de 63-210 um / 70-230 mesh Macherey-Nagel (Duren,

Alemanha).

4.5 SOLUCOES

4.5.1 Padrao nativo EPA

- Solugdo estoque (40 pg/mL): 1.000 uL do padrdo de origem foram diluidos com
nonano em bal&o volumétrico de 50 mL.

- Solucéo intermediaria (1.000 ng/mL): 500 pL da solucdo estoque foram diluidos com

nonano em baldo volumétrico de 20 mL.
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- Solucédo de uso (200 ng/mL): 2.000 uL da solugdo intermediéaria foram diluidos com

nonano em bal&o volumétrico de 10 mL.

4.5.2 Padrao interno

- Solucéo de uso (200 ng/mL): 400 pL do padrédo de origem foram diluidos com nonano

em baldo volumétrico de 10 mL.

4.5.3 Padréao de seringa

- Solucdo estoque (4.000 ng/mL): 1.000 puL do padrao de origem foram diluidos com
nonano em baldo volumétrico de 10 mL.
- Solucéo de uso (200 ng/mL): 500 uL da solucao estoque foram diluidos com nonano

em baldo volumétrico de 10 mL.

4.5.4 Padréo nativo Unido Europeia

- Solucéo de uso (200 ng/mL): 200 pL do padréo de origem foram diluidos com nonano

em baldo volumétrico de 10 mL.

4.6 OTIMIZACAO DAS ETAPAS DE EXTRACAO, PURIFICACAO E
DETERMINACAO

Foram analisados os dezesseis HPAs prioritarios EPA: naftaleno, acenattileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)-pireno, indeno(1,2,3-
c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno. A técnica de diluicdo isotdpica
foi adotada, com um padrdo interno **C marcado, para cada analito, o qual foi
adicionado a amostra previamente a extragdo. O método empregou ELP com
purificacdo simultdnea na cela de extracdo, seguido de particdo liquido-liquido com
DMF e purificacdo por extracdo em fase solida com coluna de silica. Ao final da
extracdo e purificacéo, foi adicionado o padrdo de seringa PCB 202 *C marcado, que
permitiu a avaliacao da recuperacdo do método com base nos padrdes internos.

Ensaios preliminares foram realizados visando a reducdo de volume de
solventes com substituicdo da particdo liquido-liquido por centrifugacdo, remocao da

DMF na etapa de particdo liquido-liquido e substituicdo das colunas de purificagdo por
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cartuchos comerciais de extracdo em fase sélida. Tanto no processo de centrifugagéo
quanto no emprego dos cartuchos, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios, visto
gue houve contaminacdo dos controles brancos, provavelmente devido ao material
plastico empregado. O emprego da DMF foi considerado necessario, visto que houve
uma quantidade significativa de interferentes nos extratos obtidos.

4.6.1 Deteccéao e quantificacéo

A deteccao e quantificagcédo foram realizadas por CG acoplada a EM adaptado de
Rose et al. (2007). O EM foi operado no modo de monitoramento seletivo de ions
(MSI), com ionizagéo positiva. As condi¢des do equipamento utilizadas foram: volume
de injecédo de 1 pL; modo de injecao splitless (splitless time de 2 min); temperatura do
injetor de 260 °C; fluxo de gas de arraste de 1 mL/min (hélio). A programacao do forno
teve temperatura inicial de 70 °C por 1 min, seguido de rampa de aquecimento a
40 °C/min até 160 °C, e uma segunda rampa a 6 °C/min até 300 °C, mantendo a
temperatura constante por 10 min. A linha de transferéncia e a fonte de ionizag&o foram
mantidas a 250 °C. Foi utilizada energia de ionizacéo de 70 eV.

A escolha dos ions a serem monitorados foi feita pela injecdo das solucdes de
uso dos padrdes nativo e interno, sendo adotado o critério de maior intensidade para o
ion quantificador e segunda maior intensidade para o ion confirmatério de cada

composto.

4.6.2 Extracao

O procedimento de extracdo foi adaptado de Badolato et al. (2006) e Houessou
et al. (2007). Para escolha do solvente extrator acetona, hexano ou
hexano:diclorometano (85:15, v/v) foi realizada a extracdo por Soxhlet, empregando o
equipamento Foss modelo Soxtec 2050, com tempo total de extracdo de 1 h e 30 min,
em triplicata. A eficiéncia na extracdo de gordura foi avaliada, considerando o caréater
lipofilico dos HPAs. A seletividade dos solventes também foi considerada, sendo
indicada pela coloracdo dos extratos.

Para reduzir o tempo de extracédo e o volume do solvente selecionado, a ELP foi
testada, empregando o equipamento Thermo/Dionex modelo ASE 350®, frente ao
Soxhlet, o qual foi considerado procedimento de referéncia para extracdo de gordura. A
ELP foi conduzida com e sem o uso de adsorvente (16 g de silica ativada) na parte

inferior da cela de extracdo para realizagdo de purificagdo simultanea, em triplicata.
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Em todos os testes foram utilizados 10 g de amostra. Os resultados dos teores
de gordura foram analisados pelo teste de Tukey (SNEDECOR & COCHRAN, 1989). O

nivel de significancia adotado foi a = 0,05.

4.6.3 Purificacéo

Para purificagdo empregando coluna de silica apds a ELP, adaptado de Rose et
al. (2007), foi otimizado o volume do solvente de eluicdo, de forma a garantir uma
adequada recuperacao dos analitos, com a menor quantidade de solvente. Antes de
ser utilizada, a silica foi previamente ativada em estufa sob temperatura de 130 °C por,
no minimo, 15 h. Em seguida, foi parcialmente desativada, com a adicdo de 10 % de
agua ultrapura, e homogeneizada em frasco fechado, sob rotagdo, por no minimo 1 h.
A coluna de vidro foi preparada, adicionando-se 5 g de silica 10 % desativada e
condicionada com 10 mL de hexano. Para a otimizagdo do volume de eluicdo, foi
adicionada solucao de uso do padrao nativo dos HPAs, equivalente a 1 pg/kg de café,
para cada HPA, em 3 mL de hexano, mimetizando as condicdes do método, em
duplicata. Foi utilizado volume de eluicdo de 80 mL, coletando-se, separadamente, uma
primeira fracdo de 20 mL e mais quatro fracdes de 15 mL. As fracdes foram
concentradas até quase secura, quando foi adicionado o padrdo de injecdo. As

recuperacdes de cada composto foram estimadas.

4.6.4 Planejamento fatorial

Definidas as condi¢cdes de extracdo e purificacdo, foi realizado um planejamento
fatorial com a escolha de trés parametros considerados criticos para o método, sendo
os dois primeiros no procedimento de ELP e o ultimo como parte da purificacao:

- Volume de rinsagem na ELP: volume de hexano:diclorometano (85:15, v/v) utilizado
para lavagem do conteudo da cela de extracdo, apdés a amostra ser submetida ao
tempo estatico em alta pressdo (1,0 x 10’ Pa) e temperatura de 100°C. No
equipamento, o volume de rinsagem é referido em porcentagem em relacdo ao volume
da cela utilizada, sendo avaliados 70, 85 e 100 %.

- Tempo de purga na ELP: ao final da extracdo, foi utilizado nitrogénio, como gas
inerte para secagem do conteddo cela de extracdo. Foram avaliados tempos de purga
de 50, 150 e 250 s.

- Volume de hexano: utilizado na etapa de particio com DMF, para extrair os analitos

de interesse da DMF. Foram avaliados volumes de 50, 75 e 100 mL.
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Foi realizado delineamento fatorial 2 x 3 com quatro replicatas no ponto central

para estimativa da variancia, totalizando 12 tratamentos. O nivel de significancia

adotado nos testes de hipoteses foi a=0,05. O experimento foi repetido para

confirmacéo dos resultados.

As amostras de café foram adicionadas de solug¢do de uso do padrdo interno

contendo os dezesseis analitos, na concentracédo a ser utilizada no método, 1,0 pg/kg.

Foi realizada a analise nas condi¢Bes dos tratamentos definidos na Tabela 5, em um

Unico bloco.

Tabela 5 - Delineamento fatorial 2 x 3 com quatro replicatas no ponto central

Ordem de Volume de rinsagem Tempo de purga Volume de hexano

analise (%) (s) (mL)
1 100 250 100
2 100 50 50
3 70 250 100
4 85 150 75
5 70 50 50
6 70 50 100
7 100 50 100
8 85 150 75
9 70 250 50
10 85 150 75
11 85 150 75
12 100 250 50

Destacadas em cinza as replicatas do ponto central.

Ao final da extracéo, foi utilizado padrdo de seringa para retomar o extrato. Foi

realizada injecdo no equipamento CG-EM. O parametro utilizado para avaliagdo foi a

porcentagem de recuperacdo do padréo interno, calculada de acordo com a Equacéo 1

(EPA, 1994; ROSE et al., 2007):

sendo,

Recp, : recuperacao do padrao interno (%)

A, : &rea do padrao interno na amostra

Asc : area do padrao de seringa na solucéo de calibracéo
Asa : area do padrao de seringa na amostra

Aic: area do padrao interno na solucdo de calibracao

(Eq. 1)
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4.7 PROCEDIMENTO ANALITICO OTIMIZADO

O fluxograma geral do método otimizado, baseado em Badolato et al. (2006),
Houessou et al. (2007) e Rose et al. (2007), € mostrado na Figura 5.

Em 10 g de café foram adicionados 50 pL de solu¢do de uso de padrao interno
de HPAs (200 ng/mL), resultando em concentracdo de 1 pg/kg de café. Para a ELP
com purificacdo simultanea, foi preparada a cela extragcdo de 66 mL, adicionando-se
dois papeis de filtro na parte inferior, seguido de 16 g de silica e um papel de filtro
acima da camada de silica para que ndo houvesse deformacdo durante a extracdo. A
amostra foi adicionada e mais um papel de filtro foi colocado na parte superior. A
extracdo foi realizada com solugdo de hexano:diclorometano (85:15, v/v), em dois
ciclos de extracédo de 5 min. O equipamento de ELP foi programado para extracao sob
temperatura de 100 °C, com uma relacdo de 100 % entre o volume de rinsagem e o
volume da cela, além de um tempo de purga de 50 s. O extrato foi concentrado a
40 °C, sob presséao reduzida, até cerca de 50 mL, em equipamento de rotoevaporacao.
Em seguida, procedeu-se a particdo liquido-liquido em funil de separacdo, com mesmo
volume de solucdo de DMF:agua ultrapura (9:1, v/v). A camada de
hexano:diclorometano foi descartada e a camada de DMF:agua ultrapura foi desativada
com igual volume de solucdo aquosa de cloreto de sodio a 1 %. Foi feita uma nova
particdo com 50 mL de hexano, desta vez descartando-se a fase mais polar. O extrato
em hexano foi concentrado nas mesmas condi¢des utilizadas anteriormente até cerca
de 5 mL, aplicado em coluna de vidro contendo 5 g de silica 10 % desativada e eluido
com 50 mL de hexano. O extrato foi concentrado em banho com temperatura de 40° C
e fluxo de nitrogénio até 0,5 mL. A etapa final de evaporacao foi realizada em bloco
aquecedor com fluxo de nitrogénio brando a mesma temperatura, até quase secura. Foi
feita a retomada do extrato com 50 pyL do padrédo de seringa e transferéncia para vial
de 2 mL com insert de 300 pL. O extrato foi mantido sob temperaturas inferiores a

-10 °C, até ser injetado no sistema CG-EM, sob as condi¢fes descritas em 4.6.1.
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Adicao de padréo interno em 10 g de
café

—

!

Concentracao a 40 °C até 50 mL em
sistema de rotoevaporacao

1 \

Particdo liquido-liquido com 50 mL de
solugdo DMF:agua ultrapura (9:1, v/v)

)

1

Concentracao a 40 °C até 5 mL em
sistema de rotoevaporacao

—

banho de agua sob nitrogénio

|

Retomada do extrato com
padréo de seringa e CG-EM

)

Concentracédo a 40 °C até secura em }

Figura 5 - Marcha analitica do método otimizado.

Destacadas em cinza as etapas otimizadas.
DMF: N-N-dimetilformamida, CG: cromatografia gasosa; EM: esppectrometria de massas.

4.8 VALIDACAO

Os parametros linearidade, sensibilidade, faixa, efeitos de matriz e seletividade,
veracidade (recuperacdo), precisdo, limites de deteccdo e de quantificacdo foram
estabelecidos em ensaios intralaboratoriais com solucfes padrédo dos HPAs prioritarios
EPA e amostras adicionadas. A adequacao para o propésito de uso do método foi

avaliada em funcéo dos parametros estudados e respectivos critérios de aceitabilidade
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definidos (EC, 2002a; THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; EC, 2007; SOUZA,
2007). O nivel de significancia adotado nos testes de hipoteses foi a = 0,05.

4.8.1 Linearidade, sensibilidade e faixa linear

A linearidade dos métodos foi avaliada em experimentos com curvas de
calibracdo dos analitos, conforme procedimento descrito por Souza & Junqueira (2005).
Apés a definicdo da faixa de interesse, solucbes dos analitos foram preparadas em
sete niveis de concentragdo, sendo 50, 200, 350, 500, 650, 800 e 950 pg/pL de
nonano, correspondentes a 0,25; 1,00; 1,75; 2,50; 3,25; 4,00 e 4,75 ug/kg de café.
Foram preparadas trés replicatas verdadeiras e independentes de cada nivel, sendo as
leituras feitas em ordem aleatéria. Os brancos de solvente foram preparados, em
triplicata, para todas as curvas como ferramenta de controle de qualidade interno e
verificagcdo do zero do equipamento. Em todas as solugdes, foi adicionado padréo
interno e padrdo de seringa, visando manter as condi¢des utilizadas na quantificacao
das amostras.

Os parametros da regressao foram estimados pelo método dos minimos
guadrados ordinarios (MMQO), sendo a razdo entre as areas do analito e padrao
interno correspondente a variavel dependente y; e a razdo entre a concentracao do
analito e a concentracdo do padrao interno correspondente a variavel independente Xi.
Graficos dos residuos da regressdo foram avaliados em relacdo a perfis 0bvios que

demonstrassem heterocedasticidade ou desvio de linearidade, sendo indicados como

outliers os pontos fora do intervalo +t, ,,,, »S., Sendo s, 0 desvio padrao dos

res »
residuos da regressdo. Em seguida, os outliers foram diagnosticados pelo teste de
residuos padronizados Jacknife, o qual foi aplicado sucessivamente até que novos
outliers ndo fossem detectados ou até uma exclusdo maxima de 22,2 % no numero
original de resultados. As premissas de normalidade (teste de Ryan & Joiner),
homocedasticidade (teste de Brown & Forsythe), independéncia dos residuos da
regresséao (teste de Durbin & Watson) foram verificadas, bem como a significancia da
regresséo e adequacao do ajuste ao modelo linear (ANOVA) (SOUZA & JUNQUEIRA,
2005).
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4.8.2 Efeitos de matriz e seletividade

Para avaliacdo dos efeitos de matriz foi empregado o método de adicdo de
padrdo. Duas curvas de calibracdo foram preparadas, com mesmas concentragdes dos
analitos, sendo 50, 200, 350, 500, 650 e 800 pg/uL de nonano, sendo uma curva
preparada com o solvente (curva usual) e a outra em extratos de amostras de café
torrado (curva matrizada). As curvas foram avaliadas como descrito para o estudo da
linearidade. As inclinagcbes foram comparadas pelo teste t com as variancias
combinadas ou distintas, ap6s verificacdo da premissa de homogeneidade das
variancias dos residuos das curvas pelo teste de F. As interse¢cbes ndo foram
comparadas visto que as amostras utilizadas para elaboracdo da curva matrizada nao
eram brancas (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; SOUZA, 2007; BRASIL, 2011).

Um experimento complementar de seletividade foi realizado, empregando
solucéo de uso do padréo nativo dos HPAs prioritarios para a Unido Europeia, visando
avaliar a capacidade de separacdo dos compostos presentes neste padrdo, néo
contemplados no escopo do presente trabalho, pelo perfil dos cromatogramas e ions
monitorados.

Para determinacao da seletividade, apds o estudo de recuperacéo e precisao, foi
realizada também uma avaliacdo da variacdo entre as intensidades relativas dos ions
obtidas para padrdes e amostras, conforme critérios estabelecidos na Tabela 6 (EC,
2002a). Desta forma, espectros obtidos para solu¢des das curvas de calibracdo e para
amostras adicionadas foram selecionados, aleatoriamente, para estimativa das

intensidades relativas e respectivas variacoes.

Tabela 6. Variacbes maximas permitidas para as intensidades relativas de ions com

diversas técnicas de espectrometria de massas

Variagfes maximas (%)

Intensidade relativa I0-CG-EM, CG-EM", CL-EM,

(% do pico base) IE-CG-EM CL-EM"
>50 +10 +20
>20-50 +15 25
>10-20 120 30
<10 +50 50

Fonte: EC (2002a).
IQ: ionizacdo quimica; CG: cromatografia gasosa; LC: cromatografia liquida; EM: espectrometria de massas; EM"™ espectrometria
de massas sequencial.
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4.8.3 Recuperacgao e precisao

Devido a inexisténcia de material de referéncia certificado (MRC) disponivel para
HPAs em café, a veracidade ndo pbéde ser avaliada no presente trabalho. Recuperagéo
e precisdo, sob condicbes de repetibiidade e de precisdao intermediaria
(reprodutibilidade parcial), foram investigadas em experimentos com amostras
adicionadas de solucao padrédo dos analitos, em trés niveis de concentracdo, na faixa
linear. Os niveis de adi¢do escolhidos foram 0,25; 1,00 e 3,00 pg/kg. A amostra sem
adicdo também foi avaliada para estimativa da concentracdo nativa dos HPAs. Para
cada nivel de concentracdo estudado, incluindo a amostra sem adicdo, dezoito
replicatas verdadeiras e independentes foram preparadas e analisadas. As replicatas
foram divididas em trés baterias analiticas com seis replicatas de cada nivel de
concentracdo. As bateriais analiticas foram realizadas em diferentes dias, por
diferentes analistas, com variacdo de equipamentos e marcas/lotes de reagentes,
guando possivel, simulando condicbes de precisdo intermediaria (EC, 2002a;
THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; EC, 2007; SOUZA, 2007).

As recuperagbes foram estimadas, considerando a concentragdo total dos
analitos nas amostras, ou seja, a média estimada para a concentracao nativa somada a
concentracdo adicionada. Outliers foram investigados dentre os valores de
porcentagem de recuperacdo, de cada nivel de concentracdo, pelo teste de Grubbs.
Apo6s remocéao do valor, o teste de Grubbs foi aplicado, sucessivamente, até que novos
outliers ndo fossem detectados ou até uma exclusdo maxima de 22,2 % no numero
original de dados (SOUZA, 2007). Foram considerados aceitaveis, valores médios de
recuperacédo entre 50 a 120 % (UE, 2011b).

Os desvios padrao relativos, sob condicdes de repetibilidade (DPR;) e
reprodutibilidade parcial (DPRRg), foram estimados por analise de variancia dos
resultados de porcentagem de recuperacdo, em cada nivel de concentracdo. Para
realizacdo da andlise de variancia, as premissas relacionadas aos teste de F foram
previamente testadas: normalidade (teste de Ryan & Joiner) e homoscedasticidade
(teste de Brown & Forsythe) dos residuos da recuperacdo (SOUZA, 2007). Para
avaliacdo da precisao foram considerados os critérios estabelecidos pela UE (2011b).

O uso da técnica de diluicdo isotopica, com a adicdo de padrdes internos no
inicio da extracdo e do padrdo de seringa, ao final desta, permitiu a avaliacdo da
recuperacdo do método baseada no padréo interno. Esse parametro foi utilizado como
uma ferramenta de controle de qualidade do método, avaliando a eficiéncia da extracao

individualmente para cada amostra e analito. Assim, as recuperacdoes das amostras
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adicionadas foram corrigidas pelas respectivas recuperagdes de padrao interno. Para
esta ultima, o mesmo critério de aceitabilidade (50 a 120 %) foi adotado (UE, 2011b).

4.8.4 Limites e incerteza

O limite de deteccdo do equipamento foi definido pela injecdo de diluicbes
sucessivas de solucdo de padrdes nativos dos HPAs, sendo correspondente ao menor
massa de HPAs na qual tenha sido observado uma relacédo sinal ruido > 3.

Como nao foram encontradas amostras brancas para o estudo de validagéo, os
limites de deteccdo e quantificacdo tedricos foram estimados adotando-se duas
abordagens distintas. Primeiro, pela analise de brancos de reagentes, em 21 replicatas
independentes. Neste caso, os limites de deteccéo tedricos foram calculados como
sendo as meédias das respostas, sem supressao de zero e resultados negativos, mais
trés vezes os desvios padrdo e os limites de quantificacdo tedricos como as medias
das respostas somadas a dez vezes os desvios padrdao. A segunda abordagem foi feita
pela analise de amostras de café torrado, em 18 replicatas independentes. Os limites
de deteccéao e quantificacdo foram estimados como trés e dez vezes os desvios padréao
obtidos para as concentracdes nativas, respectivamente, sem a supressao de zero ou
valores negativos (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002; EC, 2007).

Os limites de quantificacdo do método corresponderam as concentra¢des abaixo
das quais o método ndo operou com precisdo e recuperacdo aceitaveis (SOUZA,
2007). Desta forma, os referidos limites foram definidos como os menores niveis de
concentracdo avaliados no processo de validacdo, para 0s quais os valores de

recuperacao, precisao e incerteza foram aceitaveis.

Para a estimativa da incerteza foi utilizada a abordagem Top Down,
considerando os dados obtidos nos estudos de validacdo. Os componentes
considerados foram: a incerteza-padrdo devida a precisdo intermediaria ou
reprodutibilidade parcial (urepro) Obtida nos estudos de preciséo e a incerteza-padrao

devida a curva de calibracao (ucurva) Obtida no estudo da linearidade (Equacéao 2).

Ueirva = V2 u2(@) + c2 u2(b) + 2c,cu(a)u(b)r(a, b) (Eq. 2)
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sendo

ca 0 coeficiente de sensibilidade de da intersecéo (a) dado por -1/b, u(a) a incerteza-padréo
de a, cb o coeficiente de sensibilidade da inclinacdo (b)dado por (a-y)/b? u(b) a incerteza-
padrdo de b, r(a, b) o coeficiente de correlagcdo entre a e b, y; variavel dependente, Xi

variavel independente, s.. 0 desvio padrao dos residuos da regressdo, e n 0 numero

res

de observagoes.

Y x; sres?, x? sres?
Tab) = — Ua) = Up) = [N
‘ o322 Ty - Cx)’ nEaf—(Ex)"

As incertezas-padrao foram somadas, de acordo com a Lei da Propagacao das
Incertezas, para estimativa da incerteza combinada (uc) (Equagéo 3):

Ue = \/(urepro)z + (ucurva)z (Eq 3)

A incerteza expandida (U) (Equacéo 4), associada aos resultados de medicao,
foi obtida multiplicando-se a incerteza combinada (u;) pelo fator de abrangéncia (k=2,
para um nivel de confianca aproximado de 95 %) (EURACHEM/CITAC, 2000).

U= k+u, (Eq.4)
As incertezas estimadas foram avaliadas frente aos critérios descritos em UE

(2011b). Desta forma, para fins de monitoramento, as incertezas combinadas devem

ser inferiores a incerteza de medicdo maxima (us) (Equacao 5):

ur =+/(LD/2)? + (aC)?* (EQ. 5)

sendo

LD limite de deteccdo do método, C a concentracao de interesse, a um fator numérico
cuja utilizacao depende do valor de C (igual a 0,2 para valores de C menores ou iguais
a 50 ug/kg).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZAQAO DAS ETAPAS DE EXTRACAO, PURIFICACAO E
DETERMINACAO

5.1.1 Deteccéo e quantificagao

Na Tabela 7 estdo apresentados os ions selecionados, em razdo entre massa e
carga (m/z), para monitoramento de cada analito, no modo MSI. A alta estabilidade dos
anéis aromaticos fundidos torna as moléculas dos HPAs dificeis de serem
fragmentadas. Mesmo a ionizacdo por impacto de elétrons, considerada agressiva, leva
a formacdo quase que exclusiva do ion molecular, ou a perda de dois hidrogénios
(VEYRAND et al., 2007; MARTINEZ et al., 2004).

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas levaram a uma resolucéo satisfatoria
dos picos para os dezesseis HPAs estudados, o que foi valido mesmo para os
isbmeros de dificil separagcdo, como o0s pares: criseno/benzo(a)antraceno;
benzo(b)fluoranteno/benzo(k)fluoranteno; dibenzo(a,h)antraceno / indeno-
1,2,3(c,d)pireno (GOMEZ-RUIZ & WENZL, 2009). Cromatogramas tipicos s&o
mostrados na Figura 6, apresentados em oito segmentos, divididos de acordo com o

tempo de retencdo dos compostos. O tempo total de corrida foi de 36 min.
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Tabela 7 - Relacdo dos ions monitorados para os analitos de interesse, padrbes
nativos, internos e padréo de seringa

lons

Analito o Analito s
Naftaleno 127,128 Criseno 226, 228
Naftaleno -3Cg 133,134 Criseno-Cq 232, 234
Acenaftileno 151, 152 Benzo(b)fluoranteno 250, 252
Acenaftileno-3Cg 157, 158 Benzo(b)fluoranteno-**Cs 256, 258
Acenafteno 152, 153 Benzo(k)fluoranteno 250, 252
Acenafteno-Cq 158, 159 Benzo(k)fluoranteno-'*Cs 256, 258
Fluoreno 163, 165 Benzo(a)pireno 250, 252
Fluoreno-3Cg 169, 171 Benzo(a)pireno-"*Cg 254, 256
Fenantreno 176,178 Indeno(1,2,3-c,d)pireno 276, 277
Fenantreno-"*Cs 182, 184 Indeno(1,2,3-c,d)pireno-"*Cs 280, 282
Antraceno 176, 178 Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279
Antraceno -*Cs 182, 184 Dibenzo(a,h)antraceno-'*Cs 282, 284
Fluoranteno 200, 202 Benzo(g,h,i)perileno 276, 277
Fluoranteno -**Cg 206, 208 Benzo(g,h,i)perileno-*C, 286, 288
Pireno 200, 202
Pireno -°Cs 203, 205 PCB 202 *°C 440, 442
Benzo(a)antraceno 226, 228 (370,372)
232,234

Benzo(a)antraceno-'*Cg

Destacados em preto os padrdes nativos e em cinza os padrdes internos.
N&o sublinhados os ions confirmatérios e sublinhados os ions quantificadores.
PCB 202 13C: padrdo de seringa isotopicamente marcado de bifenila policlorada nimero IUPAC 202 para o qual foi utilizado

monitoramento de reagdes multiplas (MRM) para selecdo dos ions.
m/z: raz&0 entre massa e carga.
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Figura 6 - Cromatogramas tipicos obtidos para solu¢cdo de uso do padrdo nativo
(200 ng/mL) para os dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos estudados.
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5.1.2 Extracao

A utilizacdo de acetona, como proposto por Badolato et al. (2006), levou a
extragcdo de maior quantidade de compostos interferentes, quando comparada com a
extracao utilizando hexano e hexano:diclorometano (85:15, v/v) (Figura 7).

A falta de seletividade da extragdo com acetona foi mostrada anteriormente por
Houessou et al. (2005), que obteve extratos com forte coloracdo, mesmo apds
emprego de cartuchos de extracdo em fase sélida. O hexano foi o solvente utilizado por
Orecchio, Ciotti & Culotta (2009) e Stanciu (2008). Outros autores (LUND, DUEDAHL-
OLESEN & CHRISTENSEN, 2009; MARTINEZ et al., 2004) adicionaram ao hexano,
uma quantidade de solvente de maior polaridade, como o diclorometano ou acetona,
para permitir maior penetracdo do solvente na matriz. O uso de mistura
hexano:diclorometano levou a maiores recuperacbes do que hexano:acetona
(MARTINEZ et al., 2004).

Figura 7 - Extratos obtidos ap0s extracdo em Soxhlet com (A) acetona e (B) hexano e
hexano:diclorometano (85:15, v/v).

Conforme apresentado na Tabela 8, percebe-se que ndo houve diferenca
significativa entre as médias (p > 0,05) obtidas para os teores de gordura, empregando
acetona, hexano e hexano:diclorometano (85:15, v/v). Os valores obtidos estavam
préximos aos valores encontrados na literatura para a matriz analisada, de 9 a 20 %
(CLARKE & MACRAE, 1985; OLIVEIRA et al., 2006; TURATTI, 2001), e proximos ao
indicado no rétulo do produto, 10 %, sugerindo que a extracdo de gordura foi eficiente.

Desta forma, a mistura hexano:diclorometano (85:15, v/v) foi escolhida.
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Tabela 8 - Comparacédo entre os teores de gordura extraidos com acetona, hexano e
hexano:diclorometano (85:15, v/v), utilizando o método Soxhelt em equipamento Foss
modelo Soxtec 2050

Solvente extrator® Teor de gordura® DPR?
(%) (%)
Acetona 12,212 6,50
Hexano 12,02% 6,87
Hexano:diclorometano (85:15, v/v) 11,92% 6,44

TTempo total de extracdo 1 h 30 min.
2 Médias indicadas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Tukey com um nivel de significancia de 0,05.
® DPR: desvio padr&o relativo.

O equipamento de ELP foi operado nas seguintes condi¢cfes: temperatura
100 °C, tempo estéatico de extracdo 5 min, volume de rinsagem 100 %, tempo de purga
250 s, com dois ciclos de extracdo. Nestas condi¢des, o tempo de extracdo foi de cerca
de 15 min por amostra. Os teores de gordura obtidos nestas condi¢cdes nao diferiram
daqueles alcancados pela extracdo empregando o meétodo Soxhlet, adotado como
referéncia (p >0,05) (Tabela 9). Eficiéncia na retencdo de gordura também foi
demonstrada (p < 0,05), quando utilizados 16 g de silica ativada na parte inferior da
cela de extracdo, conforme Figura 8. Nestas condi¢cdes, a purificacdo na cela de
extracdo reteve quase a totalidade de gordura proveniente da matriz, auxiliando as
etapas de purificacdo seguintes. O alto desvio padréo relativo obtido na extracdo com
purificacdo pode ser explicado pela pequena quantidade de gordura extraida, em

termos absolutos, 7 mg em média.

Tabela 9 - Comparacdo de extracdo de gordura com mistura de solventes
hexano:diclorometano (85:15, v/v) empregrando Soxhlet e extracdo liquida
pressurizada com e sem purificacdo na cela de extracéo

Tipo de extracdo Teor de gordura’ DPR®
(equipamento) (%)4 (%)

Soxhlet! (Foss Soxtec 2050) 11,922 6,44

ELP sem purificacdo® (Thermo/Dionex ASE 350%) 12,052 6,77
ELP com purificacdo®*® (Thermo/Dionex ASE 350°) 0,07° 37,78

" Tempo total de extragdo 1 h 30 min.

2Cela de 66 mL; temperatura 100 °C, tempo estatico de 5 min; volume de rinsagem: 100 %; tempo de purga de 250 s; 2 ciclos de
extracdo. Tempo total de extragdo 15 min

% Com 16 g de silica na cela de extragéo.

* Médias indicadas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Tukey com um nivel de significancia de 0,05.

® DPR: desvio padréo relativo.
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Figura 8 - Cela do equipamento ASE 350 para purificacdo simultdnea a extracdo

liquida pressurizada.
Fonte: adaptado de Veyrand et al.(2007).

5.1.3 Purificacdo

A etapa de particdo liquido-liquido com uso de DMF garantiu a retirada de
compostos interferentes do extrato. O solvente DMF tem a propriedade de extrair HPAs
de matrizes complexas, quando em solventes alifaticos, com relativa seletividade.
Ocorre a interacéo dos eletrons 11 dos anéis aromaticos e os elétrons livres dos atomos
de oxigénio das moléculas de DMF (MANDALAKIS, ZEBUHR & GUSTAFSSON, 2004).
Outros compostos aromaticos também séo extraidos, porém a adicdo de hexano apos
a desativacao da DMF previne a extracdo de compostos de menor polaridade. Esse
tipo de purificacdo foi também utilizado por outros autores (CAMARGO & TOLEDO,
2002a,b; ROSE, 2007).

Os resultados da otimizacdo do volume do solvente de eluicdo na purificacédo
com coluna de silica 10 % desativada sdo mostrados na Tabela 10. Todos os HPAs
foram eluidos até a fracdo Ill, que correspondeu a um volume total de 50 mL. Os
valores encontrados na fracdo IV foram considerados tracos ou interferentes, visto que
nao prejudicam a recuperacao dos analitos. Percebeu-se uma interacdo mais forte com
a silica para os HPAs de maior massa molecular. Estes, com excecdo do
benzo(a)antraceno, iniciaram a eluicdo apdés os 20 mL iniciais, enquanto que 0s

compostos de menor massa molecular eluiram a partir da primeira fragéo.
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Tabela 10 - Recuperacdo média
eluida em coluna de silicade 5 g

e desvio padréo dos analitos por fracdo de hexano

Recuperagdo média (%)

Analito
Fracdo It Fracdo 112 Fracédo 2 Fracédo \a Sﬁ?@%gss
Naftaleno 775+179 7,647 2,7+28 - 87,9+19,8
Acenaftileno 84,8+352 242+85 - - 109 + 26,7
Acenafteno 62+9,2 20,2+1,6 123+8 0,2+0,3 94,6 + 0,1
Fluoreno 53+2,6 42,7+0,1 10,6 + 10,8 0,6+0,8 106,8 £ 12,5
Fenantreno 27,4+10,3 32,3%6 36 +31,8 0,6+0,8 96,3+ 14,8
Antraceno 54,8 +5,9 41+55 55+3,7 0,6+0,9 101,9+ 3,3
Fluoranteno 18,8+146 60+9/4 221+55 0,7+0,9 101,5+£9,7
Pireno 53,8 +9,6 57,5+ 0,5 - - 111,3+ 10,1
Benzo(a)antraceno 14,6 + 0,4 85+ 14,3 - - 99,6 + 13,9
Criseno - 885+144 115+04 - 100 £ 14,8
Benzo(b)fluoranteno - 856+135 95+0,7 - 951+12,8
Benzo(k)fluoranteno - 88,3+144 7,4+35 - 95,7+ 11
Benzo(a)pireno 12,7+9,1 945+195 16,1+7,1 21+3 125,3+£ 14,6
Indeno(1,2,3-c,d)pireno - 835+124 21,459 - 104,9+ 6,5
Dibenzo(a,h)antraceno - 62,3+13,1 37,9146 - 100,1 + 8,5
Benzo(g,h,i)perileno - 854+11,7 16,1+57 - 101,5+6

" Fragao | foi de 20 mL.
% fragdes Il a V de 15 mL.

5.1.4 Planejamento fatorial

Os resultados do planejamento fatorial indicaram que o volume de rinsagem

(relacéo entre o volume de rinsagem e o volume da cela) na ELP e o volume de hexano

na particdo liquido-liquido influenciaram significativamente (p < 0,05) a recuperacao

dos analitos de maior massa molecular. Os tempos de purga avaliados na ELP néo

apresentaram influéncia significativa (p > 0,05) para nenhum dos analitos. O mesmo

perfil de resultados foi observado para a repeticdo do experimento fatorial. Os

resultados obtidos para o primeiro experimento sdo mostrados nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9 - Graficos de pareto dos efeitos padronizados em relacdo aos fatores e
interacbes estudados no planejamento fatorial (teit = 3,182, n = 12, a = 0,05) para os
hidrocarbonetos policiclicos arométicos naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,

fenantreno, antraceno, fluoranteno e pireno.
A: volume de rinsagem na extrac&o liquida pressurizada; B: tempo de purga na extragdo liquida pressurizada; C: volume de
hexano na parti¢ao liquido-liquido.
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Figura 10 - Graficos de pareto dos efeitos padronizados em relacdo aos fatores e
interacbes estudados planejamento fatorial (tcix = 3,182, n = 12, a =0,05) para os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(l,2,3-c,d)pireno,

dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno.
A: volume de rinsagem na extracdo liquida pressurizada; B: tempo de purga na extracdo liquida pressurizada; C: volume de
hexano na parti¢ao liquido-liquido; +: influéncia positiva; -: influéncia negativa.
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A influéncia do volume de rinsagem foi positiva, ou seja, maior para a maior
condicdo avaliada. Com volumes de 70 e 85 %, uma quantidade significativa dos
analitos mais pesados ficou retida na silica e ndo foi extraida, mesmo com uso de
grande quantidade de nitrogénio (tempo de purga de até 250 s). A interacdo com a
silica foi maior para os analitos de maior massa molecular, os quais foram os ultimos a
serem eluidos, conforme observado por Lund, Duedahl-Olesen & Christensen (2009) e
no presente trabalho, na etapa de eluicdo em coluna de silica descrita previamente.

J& o volume de hexano utilizado na etapa de particdo liquido-liquido com DMF,
teve influéncia negativa, ou seja, as recuperagcbes foram maiores quando o volume
utilizado foi menor, 50 mL. Na Figura 11, sao representados os valores de recuperacao
obtidos apenas para os analitos de maior massa molecular, ja que para os demais, as
condic¢des estudadas nao influenciaram na recuperagao.

Uma possivel explicacdo para a influéncia negativa do volume de hexano seria
gue um volume maior de hexano nessa etapa arrastaria interferentes provenientes da
matriz contidos na DMF. Estes interferentes dificultariam a ionizacdo do extrato quando

da deteccgéo por EM, reduzindo os valores de recuperagéo.
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Figura 11 - Influéncia das condi¢cdes experimentais na recuperacdo do padréo interno
para o0s analitos benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,

indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno.
Condicéo I: volume de rinsagem na extracao liquida pressurizada: 70 %, volume de hexano na parti¢do liquido-liquido: 100 mL .
Condicao II: volume de rinsagem na extracao liquida pressurizada: 100 %, volume de hexano na parti¢éo liquido-liquido: 50 mL.

Apbs os estudos de otimizacdo, o método foi definido com volume de rinsagem

de 100 % na etapa de ELP e volume de hexano na etapa de particdo de 50 mL. O
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tempo de purga definido foi de 50 s, menor valor estudado, visto que o referido fator
afetou significativamente os resultados de recuperagdo. Como a recuperagcdo do
padréo interno variou entre 79 e 85 %, sugerindo perdas minimas para os analitos de

maior massa molecular, ndo foram realizados outros testes de otimizacao.

5.2. VALIDACAO

5.2.1 Linearidade, sensibilidade e faixa linear

Na faixa de 50 a 950 pg/uL, correspondente a 0,25 a 4,75 ug/kg de café, houve
indicacdo de falta de ajuste ao modelo linear (p <0,05) para a maioria dos analitos
estudados. Desta forma, uma faixa mais estreita foi considerada, de 50 a 800 pg/uL,
correspondente a 0,25 a 4,00 ug/kg de café.

Perfil de heterocedasticidade ou desvio de linearidade n&o foram evidenciados
pela inspecdo dos graficos de residuos apresentados nas Figuras 12 e 13. Nas
referidas figuras, também estdo indicados os outliers diagnosticados pelo teste de
residuos padronizados Jacknife. Em nenhum caso o limite maximo de 22,2 % dos

dezoito dados originais, ou seja, de quatro outliers, foi excedido.
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Figura 12 - Graficos exploratérios dos residuos da regressdo dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno e pireno, com o0s respectivos outliers diagnosticados pelo teste
de residuos padronizados Jacknife.

ei = residuo da regressao; e = outlier; e - - - - = (* toe75:1-2) Sres)-
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Figura 13 - Graficos exploratérios dos residuos da regressdo dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e
benzo(g,h,i)perileno, com os respectivos outliers diagnosticados pelo teste de residuos

padronizados Jacknife.

ei = residuo da regressao; e = outlier; e - - - - = (* toe75:1-2) Sres)-
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As equacgdes, coeficientes de determinagdo, assim como o0s resultados da
avaliacdo das premissas do MMQO para os dezesseis analitos estudados encontram-
se compilados na Tabela 11.

O teste de Ryan-Joiner para avaliagdo da normalidade dos residuos indicou
correlacdo significativa entre os residuos da regressdo e os valores normais
teoricamente esperados. Os coeficientes de correlagdo de Ryan-Joiner variaram entre
0,956 e 0,995, para todos os analitos considerados, demonstrando que o desvio da
distribuicdo normal néo foi significativo (p > 0,10).

Houve independéncia dos residuos da regressdo. As estatisticas de Durbin-
Watson foram calculadas entre 1,159 e 2,654 para os dezesseis HPAs, sugerindo que
ndo houve autocorrelacdo (p >0,10). A variabilidade dos residuos ao longo das
concentracbes estudadas foi constante, uma vez que as estatisticas t de Levene
estimadas nao foram significativas (p > 0,05), confirmando a premissa de
homocedasticidade dos residuos da regressao.

A confirmacao das premissas do MMQO garantiram uma aplicacdo segura dos
testes de hipoteses t e F, além do emprego adequado do MMQO, sem ponderacdes.

A regressao foi altamente significativa (p < 0,001) em todos os casos e o desvio
de linearidade nao foi significativo (p > 0,05) em nenhum caso, indicando linearidade na
faixa estudada, de 50 a 800 pg/uL, correspondente a 0,25 a 4,00 ug/kg de café. A
significancia da regressao sinalizou, ainda, para a sensibilidade do método.

Badolato et al. (2006) e Houessou, Delteil & Camel (2006) trabalharam com
faixas semelhantes a do presente trabalho entre 1 e 1000 pg/uL e 5 e 800 pg/uL,
respectivamente. No entanto, o nimero de analitos considerado pelos referidos autores
foi menor, tendo em vista que Badolato et al. (2006) investigaram somente o
benzo(a)pireno e Houessou, Delteil & Camel (2006) estudaram onze HPAs. Faixas
mais restritas foram reportadas na literatura, como 0,05 a 2 pg/uL para quinze HPAs
(ISHIZAKI et al., 2010) e 0,2 a 10 pg/uL para sete HPAs (STANCIU et al., 2008).
Nestes casos, a técnica empregada foi CLAE com detector de FL, a qual permitiu
determinacdo em niveis menores. Porém, considerando o0s limites maximos
regulamentados (UE, 2011b), a faixa validada como linear no presente trabalho foi
considerada adequada.

Cumpre considerar que os trabalhos que tratam sobre a validacdo de métodos
para determinacdo de HPAs na matriz café, acima relatados, apresentaram uma
avaliacdo da linearidade inapropriada, visto que foram restritos a avaliacdo do

coeficiente de correlagdo (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).
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Tabela 11 - Equagles, coeficientes de determinacdo e estatisticas relacionadas a
avaliacdo da linearidade para os dezesseis hidrocarbonetos policiclicos arométicos

Estatistica
Analito Equacéo )
R n R d t Fregressdo _Fraitaajuste

Naftaleno Y = (0,82 + 0,042)x + (0,186 + 0,099) 0962 17 0981 1,725 -1,207 3,81x10° 1,011
Acenaftileno Y =(1,073+0,006)x + (0,013 +0,014) 1,000 14 0,995 1,815 -1,079 4,17 x 10° 0,603
Acenafteno Y =(1,553+0,012)x + (-0,088 £ 0,031) 0,999 17 0,990 1,614 -0,287 1,59 x 10 2,142
Fluoreno Y = (1,164 + 0,006)x + (0,008 + 0,014) 1,000 14 0,978 2566 -0,151 3,80 x 10 1,355
Fenantreno Y = (1,045 + 0,005)x + (0,043 +0,011) 1,000 15 0,993 2,619 -1,086 5,12x 10 1,560
Antraceno Y = (1,2 £ 0,005)x + (0,06 + 0,013) 1,000 16 0,990 2,145 -0,541 526x 10 2,803
Fluoranteno Y = (1,048 + 0,005)x + (-0,02 + 0,013) 1,000 17 0956 1,737 -0,782 4,11x 10 1,088
Pireno Y = (1,092 + 0,007)x + (0,057 +0,017) 0,999 16 0,988 2,654 -0,377 2,50 x 10 0,251
Benz(a)antraceno Y = (1,072 % 0,01)x + (-0,017 + 0,025) 0999 18 0975 2,175 -1,004 1,16x10* 2,799
Criseno Y = (0,995 + 0,009)x + (0,092 +0,022) 0,999 16 0,990 1,999 -1,682 1,16 x 10 0,216

Benz(b)fluoranteno Y =(1,089 + 0,01)x + (-0,059 + 0,022) 0,999 16 0986 2292 -0581 1,28x10* 1,100
Benz(k)fluoranteno Y =(1,029 £ 0,011)x + (-0,059 + 0,026) 0,998 18 0,970 1,159 -1,591 9,52 x 10" 2,599
Benzo(a)pireno Y = (1,058 + 0,008)x + (0,029 + 0,019) 0,999 15 0,984 2,240 0,557 1,84 x 10* 0,996
Indeno(1,2,3-
Y = (0,944 + 0,01)x + (-0,041 + 0,024) 0,998 17 0,993 2,042 -0955 8,83x10° 2,509
c,d)pireno

Dibenzo(a,h)antraceno Y = (1,134 + 0,006)x + (0,023 + 0,016) 1,000 16 0976 2,530 -0,158 3,26 x 10 1,149

Benzo(g,h,i)perileno Y = (0,995 + 0,016)x + (-0,042 + 0,04) 0,996 18 0978 1,983 -1,639 3,73 x 10° 2,757

R*: coeficiente de determinag&o; n: niUmero de observag8es ap6s tratamento de outliers pelo teste do residuo padronizado Jack-
Knife (p < 0,05); R: coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner (p > 0,10); d: estatistica de Durbin-Watson (p > 0,10); t,: estatistica t
de Levene (p >0,05); Fregessao: razdo entre variancias para significancia da regress@o (p < 0,001); Frata de auste: Fazéo entre
variancias para falta de ajuste ao modelo linear (p > 0,05).

5.2.2 Efeitos de matriz e seletividade

Tanto para a curva usual quanto para a matrizada, as premissas de que 0s
residuos da regressdo seguiram a distribuicdo normal (p>0,10), foram
homocedasticos (p > 0,05) e independentes (p > 0,10) foram confirmadas. Além disto,
regressao significativa (p < 0,001) e desvio de linearidade nédo significativo (p > 0,05)
foram evidenciados. Tal confirmagdo ndo ocorreu para o composto naftaleno, para o
gual foi evidenciado desvio de linearidade na curva usual (p <0,01) e problemas na
obtencao de respostas da curva matrizada, o que impossibilitou a aplicacdo do MMQO.
Assim, a comparacao entre as inclinacdes das duas curvas usual e matrizada foi
conduzida para todos os analitos, exceto para o naftaleno.

Houve indicacdo de heterocedasticidade (p < 0,05), na comparagao entre as

variancias dos residuos das curvas usual e matrizada, para 0s compostos mais leves,
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até o fluoranteno. A partir do composto pireno, ndo houve diferenca significativa entre
as variancias de ambas as curvas (p > 0,05). Com base nesses resultados, foi
conduzido teste t com variancias distintas e combinadas, respectivamente, para
comparacao das inclinacoes (Tabela 12).

Auséncia de efeitos de matriz significativos (p > 0,05) foi observada para todos
os analitos, exceto para o composto acenaftileno (p < 0,05). A auséncia de efeitos de
matriz para quase a totalidade dos HPAs estudados pode ser atribuida a utilizacdo da
técnica de diluicdo isotopica, associada as etapas de extracdo e purificacdo, o que
resultou em um extrato com poucos interferentes, principalmente para os compostos de
maior massa molecular.

Assim, foi possivel concluir que solu¢des padrdo de acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno,  criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)-pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno, quando preparadas em solvente
(nonano), forneceram respostas que nao diferiram daquelas obtidas para amostras de
café torrado contendo concentracdes correspondentes. Conseqientemente, curvas de
solventes foram utilizadas nas etapas subsequentes da validacdo para estimar as

concentracfes destes quatorze HPAs em amostras de café torrado.

Tabela 12 - Comparacdes entre as inclinagdes das curvas usuais e matrizadas para os
dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Analito Homogeneidade das variancias Comparacgéo das inclinagdes
F P t P
Naftaleno - - - -
Acenaftileno 9,763 4,91x10° 5,478 8,14x10°
Acenafteno 46,776 3,59 x10° 1,155 0,270
Fluoreno 5,844 1,17 x 10° 1,084 0,293
Fenantreno 21,494 1,12 x 107 0,289 0,777
Antraceno 7,452 5,08 x 10™ 1,420 0,177
Fluoranteno 3,672 0,010 1,501 0,148
Pireno 2,295 0,075 1,916 0,066
Benzo(a)antraceno 2,476 0,053 1,428 0,164
Criseno 1,523 0,229 1,666 0,108
Benzo(b)fluoranteno 1,687 0,174 0,847 0,405
Benzo(k)fluoranteno 1,417 0,268 0,954 0,349
Benzo(a)pireno 1,394 0,287 0,972 0,341
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 1,279 0,338 0,065 0,949
Dibenzo(a,h)antraceno 1,700 0,180 0,271 0,788
Benzo(g,h,i)perileno 2,142 0,095 0,025 0,980

F: razdo entre variancias; p = significancia; t: estatisticat para contrastes entre inclinagdes.

79



A avaliacdo dos efeitos de matriz € pouco explorada na literatura, ndo havendo
estudos deste importante parametro de desempenho reportados nos trabalhos de
validagdo de métodos para determinacéo de HPAs em café. Brito (2009) avaliou efeitos
de matriz em método empregando CLAE-FL para andlise de dezesseis HPAs em
sedimentos, sendo observada auséncia dos referidos efeitos. Belo et al. (2012)
observaram efeitos de matriz em método para determinacdo de sete HPAs em Gleos
comestiveis por CG-EM com uso de dilui¢do isotopica.

A diluicao isotdpica, além de aumentar a acuracia da medicao, tem a capacidade
de compensar possiveis efeitos de matriz (ROSE et al.,, 2007; SARGENT, HARTE &
HARRINGTON, 2002; SANCO, 2009). Os padrdes internos utilizados diferenciam-se
dos compostos de interesse apenas por possuirem de trés a doze carbonos *C
marcados. Dessa forma, apresentam o mesmo comportamento na extracdo, sendo
eluidos e chegando a fonte de ionizagéo praticamente ao mesmo tempo. Portanto, uma
eventual supressédo ou pontencializacédo do sinal, causada por interferentes co-eluidos
da matriz, tende a ser a mesma para 0 composto de interesse e seu padrdo interno.
Desta forma, quando da aplicacdo da razdo das areas dos picos, tais interferéncias
tendem a se anular. Exemplos de cromatogramas tipicos de compostos alvos e seus

respectivos padrdes internos sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14 - Cromatogramas tipicos obtidos para amostras adicionadas de padrdo
nativo a 0,25 ug/kg e padréo interno a 1 pg/kg.

A: padrdes nativos. Tempos de retencdo de 23,58; 23,68 e 24,65 min referentes aos compostos benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno, respectivamente.
B: padrBes internos. Tempos de retengdo de 23,59; 23,69 e 24,64 min referentes aos compostos benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno, respectivamente.

A resolucdo dos picos indicou capacidade de quantificacdo isolada dos
dezesseis HPAs estudados, incluindo os pares de isbmeros considerados criticos:
benjo(b)fluoranteno/benzo(k)fluoranteno; criseno/benzo(a)antraceno; indeno(1,2,3-
c,d)pireno/dibenzo(a,h)antraceno (GOMEZ-RUIZ & WENZL, 2009), conforme os
cromatogramas apresentados na Figura 6.

Na avaliacdo da seletividade empregando solucdo de uso do padrao nativo dos
HPAs prioritarios para a Unido Europeia, a coluna utilizada ndo permitiu a separacao
de dois analitos, o ciclopenta(c,d)pireno e o benzo(j)fluoranteno. Tais analitos, néo
cobertos pelo escopo do presente trabalho, co-eluiram com benzo(a)antraceno e

benzo(b)fluoranteno, respectivamente (Figura 15).
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Para o composto ciclopenta(c,d)pireno, foi possivel obter uma diferenciacdo do
do benzo(a)antraceno pelo ion especifico de m/z 228 Da. Contudo, para o
benzo(j)fluoranteno, ndo foi obtida seletividade suficiente, visto que este composto
possui a mesma massa do benzo(b)fluoranteno, ndo sendo possivel uma
diferenciacdo. Quando presente nas amostras, a quantificacdo dos compostos
benzo(b)fluoranteno e benzo(j)fluoranteno sera reportada como somatério dos dois
compostos. Essa abordagem também é utilizada por outros autores (VEYRAND et al.,
2007). Estes compostos s6 podem ser eluidos isoladamente com o uso de colunas
especificas, com fase estacionaria de média polaridade, como colunas DB-17MS (50%
fenil-metil-polisiloxano) ou DB-EUPAH (Agilent Technologies). GOMEZ-RUIZ & WENZL
(2009) conseguiram uma separacdo satisfatoria para os isdmeros, com tempo total de
corrida de 45 min, utilizando coluna DB-17MS (20 m de comprimento, 0,18 mm de

diametro interno e 0,14 um de espessura do filme), confeccionada exclusivamente para

o trabalho.
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Figura 15 - Co-eluicdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

ciclopenta(c,d)pireno e benzo(j)fluoranteno com benzo(a)antraceno e

benzo(b)fluoranteno, respectivamente.

Al: benzo(a)antraceno, padréo nativo Unido Europeia, tempo de retengéo de 19,65 min, detectado sem interferéncia quando m/z =
228 Da; A2: ciclopenta(c,d)pireno, padréo nativo Unido Europeia, tempo de retencdo de 19,55 min; B1: benzo(b)fluoranteno,
padréo nativo EPA, tempo de retencéo de 23,56 min; B2: benzo(b)fluoranteno e benzo(j)fluoranteno, padréo nativo Uni&o Europeia,
tempo de retencéo de 23,56 min e mesma massa.

A avaliacdo da variacdo entre as intensidades relativas dos ions confirmatorios

obtidas para padrBes e amostras adicionadas dos HPAs estd apresentada na Tabela
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13, sendo adotados os critérios descritos na Tabela 6. A seletividade do método foi
evidenciada para os dez analitos de maior massa molecular, visto que as variacoes
foram menores que 10 % quando a intensidade relativa dos ions foi maior que 50 % e
menores que 15 % quando a intensidade relativa variou entre 25 e 50 %. Para o0s
compostos indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno as
intensidades relativas diferiram no primeiro nivel de concentracao estudado em relacao

aos demais, sendo, portanto, reportadas separadamente na Tabela 13.

Tabela 13 - Intensidades relativas dos ions confirmatérios obtidas para solucfes
padrdes e amostras adicionadas, por anaito, e respectivas variagoes

fons® Intensidade Intensidade
Analito (m/2) Relativa Média—  Relativa Média— Variacéo °
padroes? amostras® (%)
(%) (%)

Pireno 200, 202 96,3+ 6,2 93,3+7,2 3,1

Fluoranteno 200, 202 95,8 +6,4 91,1+84 4,9

Benzo(a)antraceno 226, 228 74,3+ 8,9 76,4+ 7,8 2,9

Criseno 226, 228 795+9,4 83,1 £9,1 4,5

Benzo(b)fluoranteno 250, 252 73,5+9,1 72,5 £8,9 1,4

Benzo(k)fluoranteno 250, 252 72,3 +10,0 69,7 £9,4 3,6

Benzo(a)pireno 250, 252 78,5+9,2 757 +7,8 3,6

_ 50,9 + 9,3" 53,0+ 9,6 4,1
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 276 277

28,4 + 8,6 30,0 + 14,4 5,6

, 56,3 + 10,0" 55,9 + 8,2 5,4
Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279

32,2+8,5° 35,1+ 13,4 9,3

o 52,6 + 6,3 56,5 + 7,7 0,8
Benzo(g,h,i)perileno 276, 277

26,3+ 8,3° 28,2 + 13,5 7.3

! 'Os fons sublinhados correspondem aos ions de maior intensidade no espectro de massas de cada composto e utilizados na
quantificacdo. m/z: razéo entre massa e carga.

*Ntimero de observacgdes: 24

% valor absoluto da diferenca entre as intensidades relativas médias dos padrSes e amostras, dividida pelas intensidades relativas
médias dos padrdes, expressa em porcentagem.

* Consideradas as intensidades do primeiro nivel de concentragdo da curva e de adigdo em amostra (0,25 pg/kg).

® Consideradas as intensidades dos demais niveis de concentragéo, exceto o primeiro, da curva (1,00 a 4,00 pg/kg) e de adigcdo em
amostra (1,00 e 3,00 pg/kg).

A avaliacdo dos espectros para 0s seis compostos de menor massa molecular
(naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno) ficou prejudicada.

A presenca de grande quantidade de interferentes nos cromatogramas das amostras
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adicionadas (Figura 16) dificultou a identificacdo dos compostos. Foi decidido nao

realizar alterac6es no método para contemplar a andlise destes HPAs, em funcéo de

sua menor toxicidade (Tabela 2) e maior volatilidade (Tabela 1), resultando em menor

importancia para monitoramento, especialmente na matriz cafe.
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Figura 16 - Cromatogramas tipicos obtidos para amostra adicionada (1ug/kg) para os

dezesseis hidrocarbonetos policiclicos aromaticos estudados.
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5.2.3 Recuperacao e precisao

A amostra utilizada para validagdo do método continha uma quantidade nativa
de 2,74 pg/kg de pireno, 0,58 ug/kg de benzo(a)antraceno, 0,47 ug/kg de criseno,
0,30 pg/kg dos benzo-fluorenos b e j, 0,58 ug/kg dibezo(a)antraceno. Continham ainda
tracos dos analitos: fluoranteno (0,08 pg/kg), benzo(k)fluoranteno (0,01 pg/kg),
benzo(a)pireno (0,15 pg/kg), indeno(1,2,3-c,d)pireno (0,08 pg/kg) e benzo(g,h,i)perileno
(0,17 ng/kg). Estes valores representaram as meédias das concentracdes obtidas na
analise de dezoito replicatas independentes da amostra sem adicdo e foram somados
as concentracdes adicionadas para estimativa das porcentagens de recuperacgao.

O teste de Grubbs indicou presenca de outliers (p > 0,05) para todos os
compostos, considerando os trés niveis de concentracdo estudados, exceto para o
benzo(a)pireno. Em nenhum caso houve indicacdo de outliers acima do limite maximo
de 22,2 % dos dados originais.

Os residuos, obtidos pela diferenca entre a recuperacdo média e os valores
individuais de recuperacdo obtidos em cada bateria analitica, para cada nivel de
concentragdo, apresentaram distribuicdo normal (p > 0,10) e variancias homogéneas
(p > 0,05), permitindo estimativa dos DPR; e DPRg por andlise de variancia.

Na Tabela 14 sédo apresentados os resultados de porcentagem de recuperacao
média, DPR; e DPRg, bem como as razdes de Horrat, para os diferentes niveis de

concentracao e analitos pesquisados.
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Tabela 14 - Médias de recuperacao, desvios padréo relativos e razbes de Horrat, sob
condicBes de repetibilidade e precisdo intermediaria, obtidos para amostras de café
torrado adicionadas de hidrocarbonetos policiclicos arométicos em diferentes niveis de
concentragao

Concentra Recuperacéo 3 4
Analito céo! n’ Média D(IZ‘/I;r DE)/;R)R Horrat,” Horratg®
(ng/kg) (%)
3,09 16 102,85 9,92 10,74 0,68 0,49
Fluoranteno 3,84 16 99,31 5,35 7,93 0,36 0,36
5,84/ 16 97,31 10,90 11,47 0,74 0,52
2,99 16 99,06 23,75 33,34 1,62 1,52
Pireno 3,74 17 96,09 20,09 30,43 1,37 1,38
5,74’ 18 87,92 11,34 23,40 0,77 1,06
0,83 18 100,19 3,54 3,54 0,68 0,49
Benzo(a)antraceno 1,58 18 102,04 8,75 9,28 0,36 0,36
3,58 16 98,87 5,52 5,57 0,74 0,52
0,72 18 104,09 5,35 5,35 0,36 0,24
Criseno 1,47 16 111,28 3,29 3,29 0,22 0,15
3,47 17 99,64 4,73 4,73 0,32 0,22
0,55 18 98,19 6,29 6,50 0,43 0,30
Benzo(b)fluoranteno8 1,30 16 97,57 6,69 6,69 0,46 0,30
3,30 18 97,76 5,99 7,06 0,41 0,32
0,32 17 97,25 11,16 14,04 0,76 0,64
Benzo(k)fluoranteno 1,01 16 100,08 9,21 11,64 0,63 0,53
3,01 18 99,30 6,45 6,86 0,44 0,31
0,40 18 98,62 7,28 8,68 0,50 0,39
Benzo(a)pireno 1,15 18 99,05 10,45 10,45 0,71 0,47
3,15 18 100,03 4,84 4,84 0,33 0,22
0,33 16 99,89 10,87 11,12 0,74 0,51
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 1,08 17 102,40 9,20 9,36 0,63 0,43
3,08 16 98,42 4,88 4,88 0,33 0,22
0,26 16 87,08 9,04 14,82 0,62 0,67
Dibenzo(a,h)antraceno 1,01 18 104,60 13,94 16,46 0,95 0,75
3,01 15 99,65 9,94 9,94 0,68 0,45
0,42 16 95,19 5,84 11,07 0,40 0,50
Benzo(g,h,i)perileno 1,17 17 97,05 6,83 6,83 0,47 0,31
3,17 17 99,49 3,26 4,88 0,22 0,22
" Niveis de adi¢do: 0,25; 1,00 e 3,00 pg/kg somados & média das determinag@es de dezoito replicatas independentes da amostra

sem adi¢éo.

2 n: ntmero de observacdes apo6s tratamento de outliers pelo teste de Grubbs.

® DPR;: desvio padréo relativo de repetibilidade.

* DPRg: desvio padréo relativo de reprodutibilidade (precisdo intermediaria no caso deste estudo intralaboratorial).

® Horrat, . raz&io entre o DPR, do método e o DPR, definido como 2/3 do desvio padréo relativo de reprodutibilidade obtido a partir
das func¢des de Horwitz (1982) ou Thompson (2000).

®Horrat g: raz&o entre o DPRg do método e 0 DPRg obtido a partir das funcdes de Horwitz (1982) ou Thompson (2000).

! Concentragao total (nativa somada a adicionada) excedeu o limite superior da faixa linear.

8 Expresso como o somatério dos compostos benzo(b)fluoranteno e benzo(j)fluoranteno.

Nos niveis avaliados, os valores médios de porcentagem de recuperacao obtidos
para os dez HPAs variaram entre 87,08 e 111,28 %, atendendo ao critério de
aceitabilidade utilizado como referéncia, entre 50 e 120 % (EU, 2011b). Tais critérios
foram atendidos para todos os analitos, nos trés niveis de concentracdo estudados,
com excecdo do pireno, mesmo se considerados o0s resultados individuais de
porcentagem de recuperacado (Figuras 17 e 18).

Para o analito pireno foram alcancados valores de DPR; e DPRr maiores que
aqueles estimados para demais compostos, resultando em valores de HORRAT, e
HORRATR de até 1,62 e 1,52, respectivamente. Com excecao do referido composto, 0s
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valores de DPR; e DPRgr variaram entre 3,26 e 13,94 % e entre 3,29 e 16,46 %,
respectivamente. As razdes de Horrat, foram estimadas entre 0,22 e 0,95, enquanto as
de Horratr foram calculadas entre 0,15 e 0,75. Os resultados indicam que o método foi
preciso na faixa estudada para os dez analitos considerados. De forma geral, os
valores de Horrat obtidos foram menores que 1, ou seja, inferiores ao limite maximo
aceitavel, estabelecido em 2 (EU, 2011b).

Para os compostos fluoranteno e pireno as concentracoes totais (nativa somada
a adicionada) do maior nivel estudado extrapolaram o limite superior da faixa de linear.
Devido ao emprego de padrdo interno, a diluicdo do extrato purificado, ficaria
inviabilizada, visto que o padrdo também seria diluido. Desta forma, a Unica alternativa
seria repetir os ensaios com uma aliquota menor da amostra, o que alteraria a marcha
analitia validada. As recuperacfes estimadas nestes casos também atenderam aos

critérios de recuperacao e precisao.
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Figura 17 - Distribuicdo dos resultados individuais de porcentagem de recuperacao
obtidos para fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno e criseno, nos trés niveis de

concentracéo estudados.
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Figura 18 - Distribuicdo dos resultados individuais de porcentagem de recuperacao
obtidos para benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)-pireno, indeno(1,2,3-

c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(g,h,i)perileno nos trés niveis estudados.

Tfouni (2012) obteve valores de recuperacao entre 66 e 87 % para amostras de
café torrado adicionadas de quatro HPAs (benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,

benzo(k)fluoranteno e benzo(a)antraceno), entre 1 e 3 ug/kg. Tais valores foram
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obtidos em experimentos com 5 replicatas, sob condi¢bes de repetibilidade. Os DPR;,
variaram entre 12 e 22 % para os diferentes HPAs.

Porcentagens de recuperacao entre 76 e 116 % foram estimadas por Badolato
(2006) para a mesma matriz e niveis de fortificacdo estudados por Tfouni (2012),
embora neste caso apenas o benzo(a)pireno tenha sido estudado. Os experimentos
foram realizados em triplicata. Apesar do autor ndo detalhar as condi¢des de realizagéo
dos experimentos, presume-se que tenham sido conduzidos sob condi¢cdes de
repetibilidade. Os valores encontrados variaram entre 12 % (para o maior nivel) e 18 %
(para o menor nivel).

Como nao foi encontrado na literatura trabalho que emprega a técnica da
diluicdo isotopica para determinacdo de HPAs na matriz café torrado, uma comparacgéo
de métodos que empregam essa técnica, mesmo em outras matrizes, torna-se
pertinente. Considerando Oleos comestiveis (ROSE et al.,, 2007), os valores de
porcentagem de recuperacdo, avaliados nos niveis 1e 2 pug/kg, para 27 HPAs,
situaram-se entre 88 % para o benzo(k)fluoranteno e 102 % para o fluoranteno. O
analito pireno foi o que apresentou maior DPRg, 48 %, como observado no presente
trabalho. O menor DPRg foi de 3 %, obtido para o analito dibenzo(a,h)antraceno. O
analito benzo(g,h,i)perileno nédo foi contemplado no estudo.

Em método para analise de alimentos (VEYRAND et al., 2007) foram
encontrados valores de recuperacao entre 73,1 % (dibenzo(a,h)antraceno) e 113%
(benzo(a)antraceno) obtidos pela analise de MRC de 6leo. Os valores de precisdo
intermediaria variaram entre 2,9 e 8,4 %.

Os resultados das porcentagens de recuperacdo do padrdo interno, cujas
médias variaram de 68,0 a 78,2%, estdo apresentados na Tabela 15. Uma das
vantagens do uso do padrdo interno é que perdas parciais durante a extragcdo Sao
automaticamente corrigidas (SARGENT, HARTE & HARRINGTON, 2002). Veyrand et
al. (2007) obtiveram calculo da concentracdo final, com acuracia, mesmo com
recuperacfes médias do padrao interno entre 30 e 70%. Outra vantagem do uso do
padrdo interno € o ganho de precisdo (ROSE et al., 2007; SARGENT, HARTE &
HARRINGTON, 2002). Mesmo os elevados valores de DPR das recuperacbes do
padrdo interno foram, em parte, compensados, visto que resultaram em valores de
DPRRr e DPR; aceitaveis (Tabela 14).
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Tabela 15 - Médias de recuperacao, desvios padréo relativos obtidos para os padrbes

internos.

Analito e edia DPR

(%) (%)
Fluoranteno-"C 68,01 28,10
Pireno-*C 74,07 26,21
Benzo(a)antraceno-'*C 73,29 28,98
Criseno-"*C 71,82 27,76
Benzo(b)fluoranteno-"°C 74,75 30,36
Benzo(k)fluoranteno-**C 77,72 30,28
Benzo(a)pireno-"*C 78,22 32,10
Indeno(1,2,3-c,d)pireno-"*C 73,45 32,86
Dibenzo(a,h)antraceno-"°C 69,85 35,50
Benzo(g,h,i)perileno-*C 7427 29,63

Numero de observacgdes: 72.

5.2.4 Limites e incerteza

A injecdo de diluicdes sucessivas de solugcdo padrdo, indicou um limite de
deteccéo do equipamento em 5 pg injetados. Esta foi a menor massa de HPAs para a
gual foi observado sinal ruido > 3. Considerando-se a marcha analitica do método
otimizado e validado ( aliquota de 10 g de amostra, volume final do extrato retomado
para 50 pL e injecdo de 1 pyL) o limite de deteccdo do equipamento correspondeu a
0,025 ug/kg de cafe.

Os limites de deteccdo e quantificacdo teoricos, obtidos pela andlise de 21
replicatas de brancos de reagentes, ou seja, realizacdo de todo procedimento analitico,
com omissdo da matriz, estdo apresentados na Tabela 16. Nesta Tabela também
encontram-se reportados os limites de quantificacdo do método.

Os limites estimados atenderam aos critérios estabelecidos pelo regulamento
UE/836/2011 (EU, 2011b), no qual sao definidos valores maximos de 0,3 e 0,9 ug/kg
para os limites de deteccdo e quantificacdo do método, respectivamente, exceto para
os limites de quantificacdo do método dos analitos fluoranteno e pireno. Cumpre
ressaltar que os critérios do regulamento aplicam-se aos compostos benzo(a)pireno,

benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno.
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Tabela 16 - Limites de deteccdo teoricos e de quantificagdo tedricos e do método

estimados para os dez hidrocarbonetos policiclicos arométicos

Limite de deteccéo

Limite de quantificag&o

(ng/kg) (Mg/kg)
Analito Tedrico Tedrico Tebrico
(brancos de (brancos de (amostra de Do método
reagentes) reagentes) café torrado)
Fluoranteno 0,08 0,25 3,50 3,09
Pireno 0,18 0,59 4,50 2,99
Benzo(a)antraceno 0,05 0,16 0,54 0,83
Criseno 0,03 0,11 0,64 0,72
Benzo(b)fluoranteno 0,06 0,19 0,35 0,55
Benzo(k)fluoranteno 0,07 0,24 0,51 0,32
Benzo(a)pireno 0,07 0,23 0,33 0,40
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 0,04 0,12 0,39 0,33
Dibenzo(a,h)antraceno 0,07 0,24 0,22 0,26
Benzo(g,h,i)perileno 0,05 0,16 0,34 0,42

Na Tabela 17 sdo apresentadas as estimativas de incerteza por nivel de

concentracdo. O analito pireno apresentou valor alto para incerteza, resultante do alto

DVRRg. Este componente foi o que mais contribuiu para o valor da incerteza combinada.

Para os demais HPAs foram obtidos valores de incerteza menores do que as

incertezas de medicdo maximas aceitaveis (UE, 2011b), as quais variaram de 40,05 a

48,41 %. Destaca-se o fato de que os critérios aplicam-se somente aos compostos

benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno.

As

incertezas a serem associadas aos

selecionadas como aquelas de maiores valores percentuais nas faixas estudadas.

resultados de medicdo foram
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Tabela 17 - Estimativas das incertezas de medi¢do por nivel estudado e respectivas

incertezas maximas aceitaveis

Uk=2

Analito N1 N2 N3 aser k=2

Hg/kg % Hg/kg % Hg/kg % (%) (%)
Fluoranteno 0,08 22,88 0,17 15,83 0,69 22,32 22,88 48,41
Pireno 1,98 66,06 2,19 58,49 2,36 41,16 66,06 40,45
Benzo(a)antraceno 0,10 11,85 0,12 7,49 0,34 9,49 11,85 40,45
Criseno 0,19 26,22 0,51 34,47 0,71 20,38 34,47 40,05
Benzo(b)fluoranteno 0,08 14,08 0,17 13,19 0,46 13,81 14,08 41,46
Benzo(k)fluoranteno 0,10 30,76 0,24 23,56 0,41 13,65 30,76 45,59
Benzo(a)pireno 0,08 18,80 0,24 20,80 0,31 9,72 20,80 40,46
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 09 26,21 0,21 19,44 0,30 9,67 26,21 41,80
Dibenzo(a,h)antraceno ¢ o7 27,61 0,35 34,48 0,61 20,36 34,48 40,60
Benzo(g, h,i)perileno 0,11 26,85 0,16 13,98 0,31 9,87 26,85 41,73

Niveis de adigdo N1: 0,25 pg/kg; N2: 1,00 pg/kg e N3: 3,00 pg/kg somados a média das determinacdes de dezoito
replicatas independentes da amostra sem adigdo.

U: incerteza expandida.

K: fator de abrangéncia

Ut incerteza expandida maxima aceitavel de acordo com critério UE (2011b).

5.3 APLICACAO DO METODO VALIDADO NA ANALISE DE AMOSTRAS
COMERCIAIS

Na avaliacdo de amostras comerciais, para uma das trés marcas analisadas, em
todos os tipos, lotes e replicatas, foi constatada a presenca dos seguintes HPAs em
niveis maiores que o limite de quantificacdo do método: fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno e benzo(a)pireno
(Tabela 18).

Assim, dentre as oito amostras para as quais foram quantificados HPAs, trés
apresentaram resultados quantificaveis para um HPA, sendo duas amostras de
denominacdo tradicional e uma amostra com denominacdo extra-forte. Em uma
amostra extra-forte, foram quantificados dois HPAs. Em outras trés amostras, duas
extra-forte e uma tradicional, foram quantificados cinco HPAs. E em uma das amostras
tipo tradicional foram quantificados seis HPAs. Tfouni et al. (2012) ndo encontraram
relacdo entre o grau de torracdo e a presenca dos HPAs. Ja Houessou et al. (2007)
mostraram que em temperaturas altas de torracdo, 250 a 260 °C, ocorreu maior
formacéo dos compostos benzo(a)antraceno e criseno.

A amostra com maior nivel de contaminacdo foi do tipo tradicional, com

concentracdo para o somatorio de HPAs de 11,29 + 2,33 pg/kg. Considerando-se
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apenas os quatro HPAs presentes no regulamento da legislacdo europeia, que trata
sobre os limites maximos permitidos destes contaminantes em alimentos (EU, 2011a),
o somatorio foi de 3,87 + 0,61 pg/kg. Na mesma amostra, 0 composto benzo(a)pireno
contribuiu com 0,50 + 0,10 pg/kg. Na legislacdo citada ndo séo preconizados limites
para a matriz café. Para fins de comparacéo, o limite adotado para o benzo(a)pireno
varia de 1,00 a 6,00 pg/kg e para a soma dos 4 compostos descritos acima o limite
varia de 1,00 a 35,00 pg/kg, entre as matrizes regulamentadas (Tabela 3).

A classificagcao descrita pela ABIC utiliza os termos “tradicional”, “superior” e
“‘gourmet” para caracterizar qualitativamente diferentes tipos de café (ABIC, 2013b). As
amostras analisadas neste estudo enquadram-se na classificacdo “tradicional” da
ABIC. A diferenciacdo entre as denominagbes ou tipos tradicional e extra-forte foi
baseada na embalagem comercial do produto, acreditando-se ser o extra-forte um café
originado de um processo de torracdo mais intenso. Entretanto, apenas uma das
marcas, para a qual ndo foram determinados HPAs acima do limite de quantificagéo,

apresentou a classificacédo de torracdo na embalagem - média.

Tabela 18. Resultados das concentracdes dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
e respectivas incertezas de medicao, obtidas na avaliacdo de amostras comerciais para
a marca que apresentou contaminacao

Torra extra-forte Torra tradicional
Analito Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
Hg/kg

Fluoranteno 3,54+ 0,81 3,67+0,84 3,80+0,87 <3,09 4,25+ 0,97 4,37+ 1,00 < 3,09 <3,09

Pireno <2,99 <2,99 <2,99 <2,99 <2,99 3,05+ 2,01 <2,99 <2,99

Benzo(a)antraceno 1,06+ 0,12 0,91+0,11 <0,83 <0,83 0,99+ 0,12 1,00+0,12 <0,83 <0,83
Criseno 1,75+0,6 1,76+0,61 1,22+0,42 1,00+0,35 1,69+ 0,58 1,70+£0,58 1,48+0,51 1,47+0,51

Benzo(b)ﬂuoranteno1 0,67+ 0,09 0,64+ 0,09 <0,55 <0,55 0,62+ 0,09 0,67+0,10 <0,55 <0,55

Benzo(k)fluoranteno <0,32 <0,32 <0,32 <0,32 <0,32 <0,32 <0,32 <0,32

Benzo(a)pireno 0,5+0,1 0,551+0,11 <0,40 <0,40 0,51+ 0,11 0,50+ 0,10 <0,40 <0,40

Indeno(1,2,3-cd)pireno <0,33 <0,33 <0,33 <0,33 <0,33 <0,33 <0,33 <0,33

Dibenzo(a,h)antraceno <0,26 <0,26 <0,26 <0,26 <0,26 <0,26 <0,26 <0,26

Benzo(g,h,iperileno <0,42 <0,42 <0,42 <0,42 <0,42 <0,42 <0,42 <0,42
>HPAs 752+1,03 75+105 5,02+0,97 1,00+0,35 8,06 +1,15 11,29+2,33 1,48+0,51 1,47+0,51
SHPAs, ? 3,98+0,63 3,83+0,63 1,22+0,42 1,00+0,35 3,81+0,61 387+0,61 148+0,51 1,47+0,51

" Reportado como somatério dos compostos benzo(b)fluoranteno e benzo(j)fluoranteno.
2 Somatoério dos quatro HPAs presentes no regulamento europeu para alimentos (UE, 2011a).

O analito mais frequente foi o criseno, detectado em todas as amostras nas
guais houve resultados quantificados. Isso mostra, que o monitoramento apenas do
composto benzo(a)pireno como indicador de contaminacdo de HPAs pode levar a

conclusdes equivocadas, conforme ja relatado na literatura (EC, 2002b).
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O analito presente em maior nivel foi o fluoranteno, 4,37 + 1,00 ug/kg, seguido
do pireno 3,05+ 2,01 pg/kg. Estes também foram os compostos encontrados em maior
concentragéo por Camargo & Toledo (2002b), 5,86 e 11,03 pg/kg, respectivamente. Os
valores apresentados por estes autores sdo valores médios entre 18 amostras de trés
marcas diferentes. Ishizaki et al. (2010) reportaram a presenca de pireno (8,4 +0,1
po/kg), criseno (1,8 + 0,1 pg/kg) e benzo(k)fluoranteno (2,6 £ 0,1 pg/kg), entre outros
HPAs em amostras de café torrado.

Devem ser realizados estudos subsequentes para a avaliacdo da transferéncia
dos HPAs do p6 de café para a bebida. Segundo Houessou et al. (2007), a taxa de
transferéncia para a bebida por infusdo € menor que 35 %, e torras severas levam a
uma taxa de transferéncia menor. Em outro estudo (CAMARGO, 2002b) foi verificado
gue o processo de preparo da bebida tem influéncia significativa sobre a transferéncia
dos HPAs. Enquanto que para o café coado, a taxa de transferéncia foi de cerca de

15 %, para o cafeé fervido a transferéncia do p6 para a bebida foi quase total.
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6 CONCLUSOES

A otimizacdo do método levou a um aumento das recuperacdes para os HPAs
de maior massa molecular pelo aumento do volume de rinsagem na ELP e reducao do
volume de hexano na particao liquido-liquido.

O uso do padrdo interno permitiu que os critérios de desempenho do método,
avaliados na validacédo, fossem atendidos. A auséncia de efeito de matriz pode ser
justificada pelo uso do padréo interno isotopicamente marcado.

A validacdo do método otimizado para analise de HPAs em café torrado
demonstrou adequacao ao propdésito de uso para dez analitos, sendo estes de maior
interesse (maior carcinogenecidade e menor volatilidade): fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)-
pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno.

O meétodo ndo apresentou seletividade para os analitos: naftaleno, acenatftileno,
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno.

Contaminagcdo por HPAs foi evidenciada em amostras de café torrado
disponiveis no mercado de Belo Horizonte — MG. Os compostos e respectivos niveis de
concentracdo quantificados na analise destas amostras comerciais justificam o
desenvolvimento de trabalhos subsequentes para uma melhor investigacdo da

contaminacao do café torrado brasileiro por HPASs.
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7/ PERSPECTIVAS

Estudos de ampliacdo do escopo do método validado para a matriz bebida e
outros produtos de café devem ser conduzidos.

Investigacdes futuras sobre a transferéncia dos HPAs presentes no café torrado
para a bebida e outros produtos de café devem ser realizadas no sentido de permitir

uma adequada avaliagdo de exposicao e risco pela ingestao.
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